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1. INTRODUCCIÓ 

En les últimes dècades s’ha evidenciat que dur un estil de vida sedentari incrementa 

el risc de patir malalties cardiovasculars augmentant la morbiditat i mortalitat (1-4). En 

aquest sentit, nombrosos estudis demostren que l’exercici físic ajuda a prevenir les 

malalties cardiovasculars (5-9). La pràctica moderada d’activitat física, duta a terme 

amb regularitat, aporta beneficis com ara: millores en el benestar en general (10), en 

el perfil de lipoproteïnes plasmàtiques (11) i en la funció endotelial (12). Ara bé, quan 

l’exercici es practica d’una forma intensa i continuada, amb el pas del temps origina 

una sèrie de canvis estructurals en el cor. Generalment, aquests canvis s’han 

considerat com un seguit d’adaptacions fisiològiques, que optimitzen la funció 

cardíaca. No obstant, diversos estudis realitzats recentment han observat en 

determinades modalitats i pràctiques esportives que l’exercici pot provocar anomalies 

en la funcionalitat i la bioquímica del cor (13-16). En aquest sentit, últimament s’han fet 

públics diversos casos d’atletes d’alt rendiment que han mort sobtadament o han 

necessitat la implantació de dispositius per controlar arítmies cardíaques (13;17;18). 

Aquests casos, sumats al nombre creixent d’evidències científiques que demostren 

l’existència de dany cardíac posterior a una pràctica intensa i continuada d’exercici 

(13;14;19), posen de manifest la necessitat d’estudiar més exhaustivament aquest tema 

per tal d’esclarir els mecanismes pels quals es produeixen aquests fenòmens. 

1.1. ANATOMIA I FISIOLOGIA DEL COR  

 

El cor és l’òrgan principal del sistema circulatori (Figura 1). Es pot considerar com 

una bomba biològica pulsativa, que manté el 

flux sanguini circulant per les artèries i venes 

amb el cabal i la pressió adients per irrigar 

cada òrgan. En l’ésser humà el cor esta situat 

dins la caixa toràcica, al mediastí, entre els 

pulmons, directament  darrera de l’estern i per 

sobre del diafragma. En un individu adult, la 

seva mida és aproximadament la d’un puny 

tancat i té un pes mitjà de 250 g en les dones i 

300 g en els homes.  

 

Envoltant i protegint el cor es troba el pericardi, 

un sac format per dues capes (Figura 2A). La capa més superficial o externa, 

anomenada pericardi fibrós, està unida a la espina dorsal, el diafragma i a l’estern i 

Figura 1: Representació del 
sistema cardiovascular 
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envolta el naixement dels principals vasos sanguinis del cor. Gràcies a aquests 

lligaments, el pericardi fibrós manté el cor en la seva posició, al mateix temps que 

permet la mobilitat necessària per a la seva contracció (20;21). Aquesta membrana 

també impedeix que el cor s’ompli excessivament i esdevé una barrera contra la 

propagació de infeccions. La capa interna del pericardi, o pericardi serós, és una fina 

membrana que recobreix la superfície del cor i s’encarrega de secretar líquid 

pericardíac a l’espai que es forma entre el pericardi i la primera capa de la paret 

cardíaca (epicardi). Aquest fluid actúa com a lubricant i evita la fricció entre ambdues 

membranes durant el batec el cor. Anatòmicament desprès del pericardi es troba la 

paret cardíaca que esta formada per tres capes: l’epicardi, el miocardi i l’endocardi 

(Figura 2B). 

 
L’epicardi és la capa més externa del cor i està constituïda per cèl·lules mesotelials, 

teixit connectiu i vasos sanguinis. El miocardi (la capa intermèdia) és la més gruixuda 

i dóna lloc a la musculatura cardíaca. Principalment es composa de cèl·lules 

excitables (miòcits cardíacs) que es contrauen quan són estimulades per les seves 

cèl·lules veïnes (22). L’endocardi, és la capa que recobreix la superfície interna del cor 

i està formada per diferents làmines de cèl·lules endotelials i teixit connectiu.  

 

Morfològicament, el cor es divideix en quatre cambres; les aurícules són les dues 

cambres superiors i els ventricles les inferiors. Per tal d’optimitzar el consum cardíac 

aquestes quatre cambres es contrauen de manera rítmica i organitzada (23;24). Les 

aurícules reben la sang procedent dels pulmons i de la circulació sistèmica, i els 

ventricles bombegen la sang cap als pulmons i la resta de l’organisme. Les aurícules 

es comuniquen amb els ventricles a través de l’obertura que deixen les vàlvules 

Figura 2: Pericardi i capes del cor. A) Pericardi. B) Capes de la paret cardíaca
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auriculoventriculars (tricúspide i mitral), mentre que les vàlvules aòrtica i pulmonar 

separen els ventricles de les artèries. Les cavitats de la part dreta del cor estan 

separades de les cavitats de la part esquerra per septes. S’anomena septe 

interauricular l’envà que separa les dues aurícules i septe interventricular el que 

separa els dos ventricles (Figura 3A).  

 
 

1.1.2. Cicle cardíac, origen i propagació elèctrica 
 

Es defineix com a cicle cardíac la seqüència d’esdeveniments que tenen lloc durant 

un batec complet. El cicle cardíac comença amb la diàstole, o fase d’emplenament. 

Aquest procés té lloc quan s’obren les vàlvules auriculoventriculars. A través 

d’aquesta obertura, la sang flueix cap als ventricles per diferència de pressió. Cap al 

final d’aquesta fase es produeix la contracció de les aurícules, aquest fenomen es 

coneix com a sístole auricular i serveix per acabar d’omplir de sang els ventricles. 

Posteriorment, té lloc la sístole ventricular, que comença amb el tancament de les 

vàlvules auriculoventriculars i segueix amb la contracció isomètrica dels ventricles. La 

pressió dins dels ventricles va augmentant fins que s’obren les vàlvules aòrtica i 

pulmonar i la sang és expulsada, buidant-se les cambres ventriculars. La relaxació 

ventricular que té lloc a continuació, provoca que les vàlvules aòrtica i ventricular es 

tanquin i s’obrin les vàlvules atrioventriculars, iniciant un nou cicle. 

 

La capacitat del cor per bategar es manifesta durant el desenvolupament embrionari i 

continua durant tota la vida. Els impulsos elèctrics que inicien el cicle cardíac 

s’originen en el node sinoauricular. Aquest node mesura aproximadament 3 mm 

Figura 3: Dibuixos representatius de l’anatomia del cor. A) Artèries, venes, cavitats i vàlvules del 

cor. B) Sistema de conducció elèctrica del cor



Introducció 

 - 6 -

d’ample i 1,5 cm de llargada i es troba situat en la part superior de la aurícula dreta. 

Les cèl·lules que formen aquest teixit tenen la capacitat d’excitar-se a si mateixes, és 

a dir, no requereixen de cap estímul extern per a iniciar un potencial d’acció. Per 

aquest motiu el node sinoauricular es considera el marcapassos natural del cor 

(Figura 3B). Tot i que el node sinoauricular genera estímuls elèctrics a un ritme d’un 

potencial per segon, la freqüència exacta del ritme cardíac està regulada per el 

sistema neurovegetatiu segons les necessitat que té l’organisme en cada moment.  

 

Un cop generat el potencial d’acció, aquest s’estén ràpidament a tot el teixit auricular, 

estimulant la contracció de les aurícules. L’estructura de teixit fibrós que es troba 

formant part i envoltant les vàlvules auriculoventriculars, impedeix que l’impuls 

elèctric passi per contacte dels miòcits de les aurícules als miòcits dels ventricles. 

Aquesta conducció requereix d’un sistema de fibres especialitzades que distribueix 

apropiadament l’impuls elèctric fins als ventricles i aconsegueix sincronitzar la seva 

contracció (Figura 3B). Partint del node sinoauricular, l’impuls es condueix a través de 

les vies internodals fins al node auriculo-ventricular. Durant aquesta part del trajecte 

el senyal es transmet a molt poca velocitat, introduint el retard necessari per la 

contracció de les aurícules. A la sortida d’aquest node, l’impuls connecta amb el feix 

auriculoventricular o de His, que es divideix en dues branques que acaben ramificant-

se en el sistema de fibres de Purkinge. Aquestes fibres estan connectades amb els 

miòcits del miocardi ventricular i es caracteritzen per tenir una velocitat de conducció 

molt alta.  

 

Exceptuant el node sinoauricular, tots els miòcits cardíacs posseeixen un període 

refractari, és a dir un interval de temps durant el qual la cèl·lula que ha sofert un 

impuls no pot ser excitada de nou. Gràcies a això, el front d’ona que propaga la 

contracció cardíaca avança únicament en una direcció. Aquest cicle és el que 

controla la contracció asincrònica d’aurícules i ventricles i que es pot observar en un 

electrocardiograma. En la figura 4 es mostra un exemple d’un electrocardiograma 

amb la descripció del procés. 



Introducció 

 - 7 -

 

Figura 4: Electrocardiograma. Traçat típic corresponent a un batec. Es poden diferenciar 

clarament tres ones: P, QRS i T.  

� La ona P representa la despolarització auricular.  

� El complex QRS representa la despolarització ventricular ràpida.  

� La ona T correspon a la fase de repolarització.  

La mida i el perfil de les ones dónen una idea de la presència d’anomalies. Per exemple, una 

ona P gran indica engrandiment auricular. Una ona Q major indica infart de miocardi. Si la ona 

R és més gran equival a un engrandiment ventricular. Una ona T aplanada fa referència a una 

menor presencia d’oxigen del que seria normal i una ona T elevada a una situació 

d’hiperpotassèmia. L’espai de temps transcorregut entre les diferents ones també genera 

informació. Els fragments principals són els intervals P-Q i Q-T i el segment S-T. 

� Interval P-Q: Temps de conducció des del començament de l’excitació auricular fins a l’inici 

de la despolarització ventricular. És el temps requerit perquè un potencial d’acció viatgi per 

les aurícules, el node atrioventricular i les fibres del sistema de conducció. Quan en el teixit 

cardíac hi ha cicatrius el potencial es desvia i aquest interval es prolonga. 

� El segment S-T: Temps durant el qual les fibres ventriculars contràctils estan 

despolaritzades en la fase plateau. Aquest interval es troba elevat quan el cor rep una 

quantitat d’oxigen insuficient i és més llarg quan hi ha una situació d’hipocalcèmia.  

� El interval Q-T: Representa la duració total de la sístole ventricular. És a dir el temps 

transcorregut des del principi de la despolarització ventricular fins al final de la 

repolaritzacio del ventricle. Es pot allargar per lesió miocardíaca, isquèmia, o anomalies de 

la conducció.
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1.1.3. Organització i estructura del miocardi 
 

El miocardi està format per una complexa combinació de miòcits, fibroblasts i altres 

cèl·lules que es troben incloses dins d’una densa matriu de proteïnes i polisacàrids. 

Clàssicament, l’estructura del miocardi s’ha descrit com el conjunt format per dues 

parts: el parènquima funcional integrat per miòcits i l’espai intersticial. L’espai 

intersticial esta format bàsicament per elements fibril·lars com el col·lagen, cèl·lules 

d’origen mesenquimàtic (principalment fibroblasts), vasos sanguinis i limfàtics i 

terminacions nervioses (Figura 5).  

 
La funció cardíaca es regula segons les interaccions dinàmiques entre els dos tipus 

cel·lulars majoritaris (miòcits i fibroblasts) i la complexa xarxa extracel·lular que els 

envolta (25-27). Fonamentalment, l’organització i estructura del teixit miocardíac es 

manté en totes les cambres del cor. Els miòcits ocupen gairebé tot l’espai del teixit 

miocardíac i s’encarreguen de les contraccions del cor. Els fibroblasts, més 

abundants en número, són la font principal de components de la matriu extracel·lular i 

la matriu extracel·lular és la bastida que sustenta les diferents cèl·lules del miocardi.  

 

Tot i les semblances generals, cada cavitat cardíaca està sotmesa a una intensitat de 

treball diferent. En conseqüència, el teixit miocardíac que les forma esta adaptat a la 

funció que realitza i presenta lleugeres diferències que són característiques per cada 

una d’elles. La diferència més destacada és el gruix de la paret, que ve determinat 

Figura 5: Dibuix representatiu 
de l’estructura i composició 
del teixit miocardíac. a) miòcits. 

b) vasos sanguinis. c) fibroblasts. 

d) matriu extracel·lular.  

 

Complex de 
sarcoglicans 

   Connexina 

Integrines 
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per la quantitat de capes de cèl·lules que formen les parets de cada una de les 

cambres cardíaques. La funció de les aurícules és recollir la sang mentre les vàlvules 

auriculoventriculars estan tancades per després deixar-la caure als ventricles. Per 

tant, les seves parets no estan sotmeses a pressions elevades i en conseqüència les 

seves parets són fines. En canvi els ventricles, que bombegen la sang a tot el cos, 

estan sotmesos a pressions més elevades i per tant presenten uns gruixos de les 

parets cardíaques majors. Entre els dos ventricles, el dret s’encarrega de bombejar la 

sang a la circulació pulmonar i l’esquerre a la circulació perifèrica. El ventricle dret 

bombeja la sang a una distància petita, a poca pressió i contra poca resistència, per 

tant té una càrrega de treball menor que el ventricle esquerre que ha de bombejar la 

sang a grans distàncies, a gran pressió i contra una resistència elevada. En 

conseqüència, el ventricle esquerre té una paret miocardíaca més gruixuda ja que per 

mantenir la mateixa velocitat de flux sanguini realitza un esforç de treball més intens 

que el dret.  

 

A nivell microscòpic, l’ultraestructura del miocardi també presenta variacions entre les 

diferents cambres cardíaques. Essencialment, la proporció de proteïnes de la matriu 

extracel·lular i la composició cel·lular és la mateixa per tot el miocardi. No obstant, 

cada paret cardíaca presenta lleugeres diferencies per tal d’ajustar la composició del 

miocardi a la funció que realitza. Per exemple, per dur a terme la seva funció, el teixit 

de les aurícules no s’estira ni es contrau amb la mateixa força que qualsevol dels 

ventricles. Per tant, les propietats elàstiques i la rigidesa del teixit de les aurícules és 

diferent que la dels ventricles. De la mateixa manera, el ventricle dret no ha de 

realitzar la mateixa força de contracció que l’esquerre. A banda del gruix de les 

parets, la proporció entre les proteïnes que formen la matriu extracel·lular és el que 

determina les característiques elàstiques i la rigidesa del teixit miocardíac. 

Fonamentalment, aquestes proteïnes són els col·làgens tipus I i tipus III. En aquest 

sentit, hi ha molts estudis que indiquen que els col·làgens tipus I i tipus III es troben 

en diferents quantitats i disposició en funció de la cavitat avaluada (28;29). El col·lagen 

tipus I aporta rigidesa al teixit i el col·lagen tipus III elasticitat, per tant, les aurícules 

presenten una proporció de col·lagen tipus I respecte col·lagen tipus III més elevat 

que els ventricles. Tenint en compte que els fibroblasts són els encarregats de 

sintetitzar la majoria de components de la matriu extracel·lular, és normal que 

aquests presentin diferències en el seu fenotip i grau d’activació segons la cambra 

cardíaca de la qual procedeixin. Per tal de que el cor funcioni correctament és molt 

important que l’arquitectura del teixit es mantingui constant. Petits canvis en la 

quantitat o la distribució de cèl·lules i proteïnes de la matriu extracel·lular poden 

distorsionar la funció cardíaca i desencadenanr diversos estats patològics. 
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Històricament, els miòcits han estat el centre d’atenció de la majoria d’estudis 

científics. No obstant, en l’actualitat es coneix que tots els components cel·lulars i de 

la matriu extracel·lular participen activament en la funció cardíaca, tant en condicions 

normals com en el desenvolupament de diferents estats patològics.    

1.1.3.1 Matriu extracel·lular
 

La matriu extracel·lular lluny de ser una simple estructura de suport estàtica és una 

entitat activa i dinàmica que juga un paper molt important en el desenvolupament, la 

morfologia i la senyalització cardíaca. La matriu extracel·lular esta organitzada en una 

complexa malla tridimensional que rodeja miòcits, fibroblasts i elements vasculars del 

cor (30). D’aquesta manera permet mantenir l’orientació de la massa muscular, 

l’alineament individual dels miòcits i la distensió passiva del cor. Principalment esta 

formada per col·lagen fibril·lar tipus I (80-85%), i tipus III (10-15%). També conté 

laminina, entactina i fibronectina (31). En menor quantitat, i a nivell de les membranes 

basals, conté fibrilina i col·lagen tipus IV i V, i en molt poca quantitat elastina 

glicosaminoglicans i glicoproteïnes (32). Aquesta rica diversitat de components és de 

vital importància ja que permet que la matriu extracel·lular pugui dur a terme diferents 

funcions.  

 

Els col·làgens I i III són la base de la matriu extracel·lular, mantenen la integritat 

estructural i sostenen la resta de components cel·lulars i no cel·lulars del teixit 

cardíac. La resta de proteïnes de la matriu extracel·lular es troben ancorats a aquesta 

base de col·làgens fibril·lars. Dins de l’estructura de la matriu extracel·lular, la 

membrana basal és la part que es troba immediatament al voltant de les cèl·lules. La 

fibronectina, els proteoglicans o els col·làgens tipus IV i V són proteïnes típiques de 

les membranes basals. Aquestes proteïnes juguen un paper molt important en la 

senyalització cel·lular ja que interaccionen amb receptors de membrana i uneixen 

factors de creixement i enzims proteolítics. La matriu extracel·lular i els components 

cel·lulars als que rodeja es transmeten informació mitjançant l’interacció entre 

proteïnes de la membrana basal i receptors de membrana com les integrines (33;34). El 

reservori de factors de creixement i enzims que hi ha ancorats a la matriu 

extracel·lular també tenen un paper important en la senyalització i el recanvi cel·lular. 

Un cop alliberats de l’ancoratge a la matriu, factors de creixement com el factor de 

creixement transformant beta (TGF-�) i enzims proteolítics com les 

metal·loproteïnases (MMPs), queden activats. Un cop actius, poden dur a terme les 

seves funcions i participar en processos de proliferació, migració cel·lular i remodelat 

tissular. 
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1.1.3.2. Miòcits cardíacs
 

Els miòcits cardíacs, tot i que comparteixen moltes característiques amb les cèl·lules 

de la musculatura estriada esquelètica, presenten una sèrie de característiques que 

els diferència i especialitza en la funció que els correspon (Figura 6).  

Figura 6: Miòcits cardíacs. A) Ampliació detallada de l’unió entre cèl·lules adjacents. B) 

Disposició dels principals components d’una fibra muscular cardíaca.  

Els miòcits del cor tenen una estructura ramificada en forma de pantalons amb el 

nucli localitzat al centre. En general, un miòcit típic mesura entre 50 i 100 �m de 
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longitud i té un diàmetre aproximat de 14 �m. La seva característica més destacada 

és el sistema de connexió amb les cèl·lules veïnes a través dels discs intercalars. 

Aquestes, contenen desmosomes i formen unions permeables al llarg de l'eix 

longitudinal, o “gap junctions”, que permeten el ràpid flux d'ions necessari per la 

propagació dels potencials d'acció responsables de les contraccions cardíaques. A 

més, donades les necessitats d’haver de funcionar constantment i la poca disposició 

d’espai per emmagatzemar energia, els miòcits estan especialitzats en l’obtenció 

ràpida d'energia mitjançant una alta concentració de mitocòndries i un aprofitament 

total de l'oxigen.  

 

1.1.3.3. Fibroblasts 
 

Els fibroblasts són el tipus cel·lular més nombrós en el cor, són cèl·lules actives amb 

gran producció i secreció de proteïnes de la matriu extracel·lular, factors de 

creixement i citocines. Aquest tipus cel·lular està present en la majoria de teixits de 

l’organisme ja que són els encarregats de la síntesis i deposició de la matriu 

extracel·lular. En el cor, els fibroblasts generen l’esquelet cardíac que aïlla 

elèctricament les aurícules dels ventricles i participen en el creixement dels miòcits i 

l’expansió de les cambres cardíaques durant el desenvolupament (35). La seva funció 

més coneguda és mantenir l’estructura i integritat del cor mitjançant la proliferació i el 

control de la matriu extracel·lular (36). Els fibroblasts, a més, exerceixen 

comunicacions cèl·lula-cèl·lula amb miòcits (27;37), altres fibroblasts (38), i cèl·lules 

endotelials (39). Fruit d’aquestes comunicacions els fibroblasts poden interferir en les 

propietats electrofisiològiques dels miòcits, regular l’expressió d’altres fibroblasts, i 

potenciar la formació de vasos sanguinis (40;41). Els fibroblasts del cor es disposen en 

paral·lel amb els miòcits de tal manera que mantenen la continuïtat amb cèl·lules de 

les diferents capes del miocardi (27). Aquesta disposició també permet una 

comunicació dinàmica i coordinada amb els miòcits i la matriu extracel·lular. En 

aquest entorn, els fibroblasts responen a una varietat d’estímuls mecànics, elèctrics i 

químics que són fonamentals per mantenir la funció cardíaca normal (42;43). Per tot 

això, el paper dels fibroblasts és decisiu tant en la regulació i manteniment de la 

funció cardíaca en estat normal, com durant els processos de remodelat en 

condicions patològiques com pot ser l’infart de miocardi i la hipertensió (44;45).  

 

La població de fibroblasts no és constant en tot el teixit cardíac, la seva densitat i 

fenotip varia en funció de la regió del cor on estan situats i pot alterar-se en resposta 

a senyals fisiològiques (46-48). Les diferències que existeixen entre els fibroblasts de 

diferents regions del cor, es deuen a les propietats hemodinàmiques, neurohormonals 
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i estructurals específiques de cada cambra cardíaca (49;50). Segons aquestes 

característiques, els fibroblasts aïllats de les aurícules creixen més ràpidament en 

cultiu cel·lular i també presenten diferències en quant a l’organització, la morfologia i 

el perfil d’expressió gènica, en comparació amb els fibroblasts procedents dels 

ventricles (51). Aquestes diferències en el patró d’expressió de gens existeixen des 

del desenvolupament (52) i de fet, s’ha descrit que també succeeix durant el progrés 

de diferents estats patològics (53-55).  

 

La densitat de fibroblasts del teixit miocardíac tendeix a augmentar amb l’edat de 

l’individu i durant la progressió de diferents estats patològics (27). En processos 

reparatius com el remodelat cardíac la població de fibroblasts augmenta a nivell local 

(Figura 7). Per exemple, s’ha observat que després d’un infart es produeix un 

augment considerable en la quantitat de fibroblasts i miofibroblasts presents en la 

proximitat del teixit cicatritzant (56;57).  

 
Els fibroblasts són morfològicament molt heterogenis, presenten diverses aparences 

segons la seva localització i la seva activitat (58). Així, segons la seva activitat es 

diferencien tres fenotips cel·lulars: fibròcits, fibroblasts i miofibroblasts. Els fibròcits 

són cèl·lules derivades del moll de l’os que circulen per la sang expressant marcadors 

de superfície de cèl·lules hematopoètiques. Tot i que són poc actives, poden produir 

proteïnes de la matriu extracel·lular (59;60). El fibròcit es pot convertir en fibroblast 

Figura 7: Esquema representatiu de les accions que realitza un 

fibroblast durant els processos de remodelat i reparació 
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quan la situació ho requereix (61;62). Els fibroblasts són el fenotip més comú, 

s’encarreguen de sintetitzar totes les fibres del teixit connectiu i tenen la capacitat de 

migrar i proliferar durant els processos de cicatrització de ferides (63). A més, durant 

els processos de cicatrització, els fibroblasts es poden diferenciar a miofibroblasts 

(64). Els miofibroblasts no són residents habituals en la majoria de teixits. Apareixen 

en situacions patològiques associades a una pèrdua de cèl·lules parenquimàtiques o 

quan té lloc una inflamació sense presència de necrosi, incloent la reparació tissular i 

la fibrosis intersticial progressiva. Aquest tipus cel·lular té una capacitat de síntesi i de 

proliferació major que els fibroblasts i es caracteritza per la expressió de cert tipus de 

miofibril·les pròpies de cèl·lules de la musculatura llisa. 

 

1.2. EFECTES DE L’EXERCICI SOBRE L’ESTRUCTURA I LA FUNCIÓ CARDÍACA 

 

L’exercici físic augmenta el to simpàtic, la contractilitat del miocardi, la pressió 

ventricular i la freqüència cardíaca. L’augment de totes aquestes variables dóna lloc a 

l’augment del flux coronari necessari per cobrir l’increment en les demandes 

metabòliques. 

 

La pràctica regular d’activitat física millora la resistència cardiovascular de qualsevol 

persona, independentment de l’edat i del nivell previ d’entrenament. Això, es 

relaciona amb una menor incidència d’esdeveniments coronaris greus i moderats (65-

67). A més, es creu que la pràctica regular d’exercici ajuda a deixar de fumar (68), 

intervé en la millora de l’autoestima i l’estat d’ànim (69), redueix dependències en la 

gent gran (70) i disminueix potencialment la incidència d’alguns càncers (71;72). Hi ha 

tipus d’exercici que són més efectius que uns altres per millorar la salut del sistema 

cardiovascular. Generalment es recomana realitzar exercici aeròbic, com per 

exemple caminar, córrer, anar en bicicleta, esquiar o nedar (73). És a dir, qualsevol 

activitat que exerciti les grans masses musculars, ja que d’aquesta manera es 

produeix un augment en el consum cardíac i l’índex metabòlic.  

 

Generalment, l’exercici provoca una sèrie de canvis adaptatius en l’organisme, en 

funció de com es duu a terme. És a dir, depenent del tipus d’exercici i de la intensitat, 

duració i periodicitat amb que es practica. Al mateix temps, totes aquestes variables 

estan influenciades per l’edat, la condició física de partida i les característiques 

intrínseques de cada individu. Els efectes biològics de l’adaptació a l’exercici es 

manifesten en diferents estructures del cos. En el múscul esquelètic s’observa una 

hipertròfia, un augment de la força i una major elasticitat dels lligaments. La massa 

corporal pateix una reducció del greix corporal i un augment de la musculatura. A 
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més en el sistema circulatori s’observa un augment en la quantitat d’hematies. No 

obstant, els canvis més importants són els que tenen lloc sobre els sistemes 

encarregats d’aportar oxigen a l’organisme, és a dir, l’aparell respiratori i el sistema 

cardiovascular. 

 

1.2.1. Tipus d’exercici  
 

El terme exercici es pot definir com el moviment corporal repetitiu, estructurat i 

planejat que es realitza per a mantenir o millorar un o més aspectes de la forma física 

(74). 

En funció de l’activitat muscular que impliqui, es considera l’existència de dos tipus 

d’exercici: el dinàmic o aeròbic i l’estàtic o anaeròbic  (75). L’exercici dinàmic o aeròbic 

es defineix, com aquell que implica un gran nombre de músculs, provoca cicles 

d’estirament i escurçament de les fibres musculars i produeix una càrrega predictible i 

reproduïble sobre el sistema de transport d’oxigen en augmentar la demanda dels 

teixits perifèrics. Mentre que l’exercici estàtic o anaeròbic, normalment implica un 

menor nombre de músculs i no produeix una millora de la condició cardiovascular de 

l’esportista (74). La natació, córrer o el ciclisme són exemples clars d’exercici dinàmic 

o aeròbic, mentre que l’aixecament de peses ho és de l’exercici estàtic o anaeròbic. 

Els efectes hemodinàmics que es produeixen en els dos tipus d’exercici són diferents. 

Durant l’exercici dinàmic o aeròbic es produeix un descens de la resistència perifèrica 

al flux circulatori i un augment tant en el volum cardíac com en la pressió sistòlica. 

Mentre que l’exercici estàtic o anaeròbic produeix un augment de la resistència 

perifèrica, de la pressió sistòlica i diastòlica i també un petit creixement en el volum 

cardíac (76).  

 

Deixant de banda esports centrats principalment en la força com l’halterofília, la gran 

majoria de les modalitats esportives de competició impliquen una barreja entre 

l’esforç dinàmic o aeròbic i l’estàtic o anaeròbic. De fet l’aixecament de peses serveix 

de base per a qualsevol preparació física i modalitat esportiva. La intensitat de 

l’exercici i la durada són els paràmetres que determinen on es classifica un programa 

d’entrenament dins de l’ampli rang que existeix entre l’activitat lleugera-moderada i 

l’intensa-extenuant. A grans trets, es considera que una passejadeta diària de mitja 

hora és una activitat moderada i seguir un programa d’entrenament que permeti a un 

esportista classificar-se en una triatló és una activitat intensa (77;78). 
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1.2.2. Processos fisiològics i d’adaptació a l’exercici 
 

Totes les cèl·lules de l’organisme consumeixen energia per a mantenir la seva 

activitat vital en una situació de repòs. Amb l’exercici físic es produeix un augment 

important de les seves necessitats energètiques. Especialment, les cèl·lules de la 

musculatura cardíaca i esquelètica necessiten una aportació d’oxigen i energia molt 

elevada ja que són les que estan realitzant més treball. Per satisfer la demanda 

energètica es produeix la mobilització dels combustibles metabòlics emmagatzemats 

en diferents òrgans. Que la demanda muscular d’oxigen sigui satisfeta depèn del 

consum cardíac i del correcte funcionament dels sistemes respiratori i vascular. El 

consum cardíac es defineix com el volum de sang per minut que surt d’un ventricle. 

És a dir que és el resultat de multiplicar el volum sistòlic (o volum de sang que és 

ejectat per cada ventricle durant la contracció) per la freqüència cardíaca (número de 

batecs per minut). Després d’algunes setmanes d’entrenament qualsevol individu 

saludable augmenta el seu consum cardíac màxim i per conseqüent millora l’oferta 

distal d’oxigen als teixits. Aquest increment en l’oferta d’oxigen té lloc gràcies a que la 

musculatura desenvolupa noves xarxes capil·lars en resposta a l’entrenament.  

 

Els canvis que tenen lloc en el sistema cardiovascular com a conseqüència de la 

pràctica esportiva estan dirigits a suplir unes necessitats d’energia superiors a les 

habituals. Per aconseguir-ho es produeix un augment del flux sanguini. De manera 

puntual, aquest augment s’aconsegueix mitjançant la vasodilatació dels vasos 

sanguinis. I quan és una situació que succeeix freqüentment, l’organisme s’hi adapta 

incrementant el diàmetre dels vasos (79). De tots els canvis que pot sofrir el sistema 

cardiovascular degut a l’exercici, el més habitual i destacable és l’hipertròfia del 

múscul cardíac. Es coneix com a hipertròfia el desenvolupament excessiu d’un òrgan, 

o d’una part d’un òrgan. El cor s’hipertrofia perquè els miòcits augmenten de mida. En 

funció de si els miòcits creixen incrementant la seva longitud o el seu diàmetre, es 

produirà un increment en el diàmetre de les cavitats del cor, en el gruix de les seves 

parets, o ambdós alhora. Es coneix com a cor d’atleta l’hipertròfia cardíaca produïda 

per l’exercici físic i generalment es caracteritza per tenir incrementats tant el diàmetre 

de les cavitats com el gruix de les parets. Com a conseqüència d’aquesta hipertròfia, 

durant la realització d’una activitat física intensa, un individu entrenat pot aconseguir 

una expulsió de sang igual al doble de la d’un individu sedentari. Això es deu en part 

al major diàmetre de les cavitats, que d’aquesta forma poden encabir més quantitat 

de sang, i en part a l’augment en el gruix de les parets del ventricle esquerre que li 

confereix una major força de contracció. Encara que el cor d’atleta és més gran i té la 

capacitat de bombar més sang en cada batec, en repòs, el seu consum cardíac és el 
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mateix que el d’un individu sedentari. El que passa, és que tot i que augmenta el 

volum sistòlic, disminueix la freqüència cardíaca basal. La disminució de la freqüència 

cardíaca en repòs és un altra característica típica de l’adaptació a l’exercici. En 

esportistes d’elit com ciclistes i atletes, la freqüència cardíaca mesurada en repòs 

acostuma a ser entre 40 i 60 batecs per minut. Mentre que en individus sedentàris  

els valors normals estan entre 70 i 80 batecs per minut. 

La síndrome de cor d’atleta comprèn la remodelació morfològica i l’elèctrica que es 

produeix en major o menor mesura depenent de la disciplina esportiva. Els diferents 

tipus d’exercici estableixen diferents patrons d’hipertròfia. D’aquesta manera, un 

esportista que practica predominantment exercici dinàmic o aeròbic, presenta un 

patró d’hipertròfia caracteritzat per un petit increment del gruix de les parets 

miocardíaques, acompanyat d’un increment notable en el diàmetre de les cavitats. 

L’explicació d’aquesta adaptació és que l’exercici dinàmic o aeròbic fa que tota la 

musculatura del cos necessiti una aportació d’oxigen elevada. És a dir, que necessita 

agilitzar el moviment de la sang perquè arribi de pressa a tot arreu. En conseqüència, 

augmenta el retorn venós i es produeix una sobrecarrega de volum als ventricles. Els 

ventricles s’adapten a aquesta sobrecàrrega incrementant el diàmetre de les seves 

cavitats i això  s’aconsegueix per mitjà del creixement longitudinal dels miòcits. 

Aquest tipus de hipertròfia és coneix com hipertròfia excèntrica. En canvi durant 

l’exercici estàtic o anaerobi, l’augment del treball cardíac és per sobrecàrrega de 

pressió. En aquest cas el consum cardíac no s’altera. La sobrecàrrega de pressió 

determina un gran augment en el gruix de les parets. De manera que la relació 

paret/diàmetre de la cavitat s’acaba modificant ja que el diàmetre de les cavitats no 

acostuma a augmentar. Aquesta adaptació es produeix mitjançant l’increment 

transversal en la mida dels miòcits i la hipertròfia generada és coneix com hipertròfia 

concèntrica.  

Com que la majoria d’entrenaments esportius consisteixen en una combinació de 

pràctica aeròbica i anaeròbia el cor d’atleta és una barreja entre els dos tipus 

d’hipertròfia cardíaca. Fins ara, totes aquestes adaptacions a l’esport han estat 

considerades canvis fisiològics (80-82), més beneficioses que perjudicials (83;84) i de 

caràcter reversible (82;85). De totes maneres, des d’un punt de vista fisiològic, tot tipus 

d’exercici suposa un cert nivell d’estrès per a l’organisme. En aquest sentit, diversos 

estudis han descrit que s’observa la presència o increment de marcadors de dany 

cardíac en el plasma d’esportistes poc després de competir en esdeveniments 

esportius com carreres de maratons, triatlons, o curses ciclistes (86;87). A més aquesta 

presència de marcadors de dany cardíac ha estat observada tant en atletes d’elit com 
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en atletes recreatius i ha estat associada directament a la pràctica d’exercici (88;89). En 

la pràctica clínica la presència en sang de nivells elevats de proteïnes com les 

troponines cardíaques (cTnT i cTnI), o pèptids com el pèptid natriurètic tipus B (PNB),  

serveixen per pronosticar malalties com la síndrome coronaria aguda, la disfunció 

cardíaca o l’infart (90;91). Es considera que en absència d’evidències clíniques 

d’isquèmia, un valor elevat de les troponines cardíaques hauria d’impulsar la recerca 

d’altres etiologies, com per exemple l’esforç extrem (92). En aquest sentit, hi ha un 

gran nombre d’estudis clínics que demostren que l’exercici pot provocar un increment 

de cTnT o cTnI en individus saludables (49;93-97). Aquests increments, han estat 

mesurats en atletes just després de participar en esdeveniments com les maratons 

(88;98;99), i a més, s’han correlacionat amb canvis en la funció cardíaca, particularment 

en el ventricle dret (14;100). La presència de nivells elevats de PNB en sang, s’associa 

a patologies com la disfunció cardíaca, la insuficiència crònica, les cardiomiopaties i 

els síndromes coronaris aguts. Igual que passa amb les troponines, diversos estudis 

han observat un increment en les quantitats de PNB en sang d’esportistes després 

d’una pràctica d’exercici intensa (13;87;88;101-103). Aquests increments, per ara no s’han 

considerat un factor alarmant, ja que disminueixen significativament en un breu 

període de temps, contràriament al que passa amb els individus malalts (101;103-106). De 

fet, es creu que podrien tenir un efecte cardioprotector o de regulació durant el procés 

de formació del cor d’atleta. Tot i això, no existeix cap consens respecte la seva 

presència o increment després de la realització d’exercici prolongat, ja que en realitat 

no es coneix si representen una agressió semblant a la que es dóna en estats 

patològics.  

 

1.3. FISIOPATOLOGIA DE L’HIPERTRÒFIA I DE LA FIBROSI CARDÍACA  

 

Seguint les demandes metabòliques de l’organisme, el teixit cardíac s’estira i es 

contrau amb la finalitat d’aconseguir la perfusió adequada dels diferents teixits del 

cos. El rendiment d’aquest procés depèn de tres factors: la precàrrega, la 

contractilitat i la postcàrrega (107).  

 

La precàrrega és el grau d’estirament de les fibres del cor abans de començar a 

contraure’s. Dins de certs límits, el funcionament de la precàrrega és el següent: a 

major volum de sang durant la diàstole, major és la força de contracció durant la 

sístole. Aquesta relació s’anomena llei de Frank-Starling. Els principals factors que 

determinen el volum sanguini són, per una banda, la durada de la diàstole ventricular 

i per l’altra el retorn venós, o volum de sang que retorna a cada ventricle. És a dir, 

quan hi ha una freqüència cardíaca major, les diàstoles són més curtes i s’obté un 
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volum menor al final d’aquesta. Per altre banda, com més quantitat de sang retorna, 

més volum de sang entra als ventricles i major és el volum al final de la diàstole.  

 

La contractilitat és la força de contracció del múscul i depèn de factors inotròpics 

positius que la incrementen i factors inotròpics negatius que la disminueixen. Formen 

part dels agents inotròpics positius les hormones com l’adrenalina i la noradrenalina, 

perquè afavoreixen l’entrada de calci al miòcit, i per tant, augmenten la força de la 

contracció. Per contra, la inhibició de la via simpàtica, es pot donar per anòxia, 

acidosis, anestèsics, increments en els nivells de potassi intersticial, bloquejadors 

dels canals de calci, etcètera, i actua com a agent inotròpic negatiu. Finalment, la 

postcàrrega és la pressió que ha de superar la sang per aconseguir fluir per les 

artèries. Un augment en la poscàrrega causa una disminució en el volum sistòlic, 

quedant més quantitat de sang en el ventricle.  

 

Durant la progressió de la majoria de les malalties cardiovasculars es produeixen 

alteracions en algun d’aquests factors. Per exemple; en la insuficiència cardíaca o les 

valvulopatíes, es modifiquen les condicions de precàrrega, de manera que canvien 

les condicions d’emplenament i pressió dels ventricles. Tant la contractilitat com la 

capacitat de distensió de les fibres cardíaques estan alterades en les cardiomiopaties 

i patologies com la hipertensió i l’arteriosclerosi augmenten la post càrrega. En 

general, aquestes situacions estan relacionades amb processos de remodelat 

tissular. El remodelat tissular engloba el conjunt de canvis elèctrics, iònics, 

moleculars i estructurals que es donen al miocardi com a resposta a un estímul 

advers, en funció del temps, en l’intent d’adaptar-se i recuperar l’homeòstasi. El tipus 

i l’extensió del remodelat variarà segons el temps d’exposició i la classe d’estrès que 

rebi el múscul cardíac.  

 

L’hipertrofia cardíaca és el mecanisme d’adaptació que utilitza el cor per ajustar la 

seva massa a la càrrega hemodinàmica. L’hipertròfia cardíaca es pot classificar entre 

fisiològica o patològica. En aquest sentit, l’exemple més típic d’hipertròfia fisiològica 

és el fenomen d’adaptació a l’exercici conegut com a cor d’atleta (82;108). En aquest 

cas, la hipertròfia cardíaca, es caracteritza per seguir mantenint la proporció de tots 

els components del miocardi com la matriu extracel·lular i els vasos sanguinis (82).  Un 

altre característica pròpia de la hipertròfia fisiològica és la capacitat de reversió un 

cop ha desaparegut l’estímul (85). En canvi, en l’hipertròfia patològica es produeix una 

marcada alteració en la ultraestructura del miocardi, que afecta, tant als miòcits com 

als components de la matriu extracel·lular i les cèl·lules de l’interstici (109). L’alteració 

de l’equilibri entre la matriu extracel·lular i el miòcit, implica que es produiran canvis, 



Introducció 

 - 20 -

no només en la composició de la matriu, sinó també en l’orientació de les fibres, els 

components intracel·lulars i la composició cel·lular. En conseqüència, aquesta sèrie 

de canvis poden pertorbar la capacitat de distensió del miocardi i la funció sistòlica. 

 

Generalment, quan es produeix una lesió, es posen en marxa un seguit de mecanismes 

que donaran lloc a una resposta inflamatòria i a la posterior reparació del teixit. Quan la 

lesió és petita, la reparació dóna lloc a una reestructuració normal de la funció del teixit. 

En canvi, quan la lesió és intensa o bé repetitiva pot donar lloc a que es desenvolupi la 

formació de fibrosi. Es coneix com a fibrosi el procés reparatiu caracteritzat per una 

acumulació excessiva de fibroblasts. Aquests, actuen sintetitzant i dipositant proteïnes 

de la matriu extracel·lular de manera descontrolada. Per tant, la fibrosi comporta una 

acumulació exagerada de teixit intersticial, i en conseqüència, es distorsiona 

l’arquitectura normal del teixit.   

 

La presència de fibrosi cardíaca demostra l’existència de remodelat estructural i 

afavoreix l’aparició i el manteniment d’arítmies (110;111). Alhora, l’aparició d’arítmies 

facilita el remodelat elèctric. Fins ara, la fibrosi ventricular sempre ha rebut una gran 

atenció. Els primers estudis ja van descriure que el desenvolupament de fibrosi en les 

parets ventriculars comporta un increment progressiu en la seva rigidesa i 

generalment acaba resultant en disfunció ventricular i insuficiència cardíaca 

congestiva (109). No obstant, els resultats derivats d’estudis posteriors indiquen que 

també existeix una associació entre la fibrosi auricular i la insuficiència cardíaca 

congestiva, i a més constaten la seva implicació tant en els defectes valvulars, com 

en l’hipertensió i l’envelliment (112). La fibrosi auricular ha estat associada amb el 

desenvolupament de malalties del cor i arítmies, incloent la insuficiència cardíaca 

congestiva i la fibril·lació auricular. L’aparició de fibril·lació auricular com a 

conseqüència del desenvolupament de fibrosi a l’aurícula, recentment ha estat 

objecte d’una intensa investigació, ja que és l’arítmia més present en individus adults 

i incrementa el risc de mort prematura. Els desencadenants més comuns tant per la 

fibrosi ventricular com per l’auricular (Figura 8) inclouen l’activació del sistema renina-

angiotensina (109;113), l’inflamació i l’estrès oxidatiu (114;115).  
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Figura 8: Representació esquemàtica de les principals vies relacionades amb el 

desenvolupament de fibrosi cardíaca. 
 

Generalment, els processos de remodelat per fibrosi són el resultat d’una reparació 

anormal de la lesió. La seqüència d’esdeveniments que es produeixen durant el 

desenvolupament de la fibrosi en el miocardi és semblant a la que es pot observar en 

altres òrgans on la formació de cicatrius condueix a una disfunció del teixit, 

independentment de la naturalesa del dany i de l’òrgan afectat (116). Com a 

conseqüència d’una lesió, les cèl·lules inflamatòries i els fibroblasts alliberen al medi 

citocines i factors de creixement. Els fibroblasts responen a aquestes senyals migrant 

al lloc d’acció i degradant l’estructura fibril·lar del col·lagen, mitjançant l’expressió de 

metal·loproteinases. Això permet la migració i proliferació de més cèl·lules a la zona 

de la lesió per repoblar els espais buits que van deixant els miòcits necròtics i 

eliminar les restes cel·lulars (117;118). Quan les lesions són grans o bé molt freqüents, 

es trenca l’equilibri habitual entre miòcits, fibroblasts i matriu extracel·lular i s’inicia un 

procés de remodelat estructural (Figura 9). En aquests processos, els fibroblasts 

diferenciats a miofibroblasts juguen un paper clau ja que tenen una major capacitat 

de síntesi i participen activament en la deposició de col·lagen i la formació de 
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cicatrius. Tot això distorsiona la composició de la matriu, i pot afectar la funció 

cardíaca. 

 
Tal i com s’ha comentat anteriorment, qualsevol tipus d’exercici suposa un cert nivell 

d’estrès per a l’organisme. Gairebé sempre, aquest estrès és mínim i no comporta 

cap tipus de repercussió. Ara bé, quan el nivell d’estrès al que es sotmet el cor és 

més elevat, degut a la modalitat d’exercici practicada, la intensitat o el temps de 

duració de l’activitat, existeix la possibilitat d’ocasionar un cert grau de dany cardíac. 

Si l’excés d’exercici pot ocasionar alguna mena de lesió en el teixit cardíac, la suma 

de moltes lesions podria desencadenar un procés de remodelat per fibrosi. De fet 

aquesta possibilitat és la hipòtesis sobre la qual s’ha desenvolupat aquest treball 

d’investigació. 

 

1.3.1. Paper del sistema Renina-Angiotensina en la fibrosis cardíaca 
 

L’Angiotensina-II és la molècula efectora del sistema renina-angiotensina. A nivell 

sistèmic, aquesta hormona juga un paper molt important regulant la pressió i el volum 

sanguini. La renina és un enzim que es produeix als ronyons i catalitza la conversió 

de l’angiotensinogen, produït al fetge, a angiotensina-I. Posteriorment, l’enzim 

Figura 9: Comunicació entre miòcits, fibroblasts i matriu extracel·lular durant una 

situació de sobrecàrrega de pressió. Ang-II: Angiotensina-II. TGF-�1: factor de 

creixement transformant beta (TGF-�). MMPs: Metal·loproteïnases. TIMPs: Inhibidors 

tissulars de les metal·loproteïnases. ECM: Matriu extracel·lular.



Introducció 

 - 23 -

convertidor d’angiotensina (ACE-1) trencarà per proteòlisi l’angiotensina I en 

l’octapèptid angiotensina-II. Alternativament a l’expressió del sistema renina-

angiotensina a nivell sistèmic, la seva expressió local en el teixit miocardíac, juga un 

paper molt important en la regulació de la funció cardíaca, influint en el to vascular, 

mitjançant l’equilibri de líquids i electròlits (119). En aquest sentit, nombrosos estudis 

han demostrat que la sobrecàrrega hemodinàmica activa el sistema renina-

angiotensina del cor (120;121). De fet, s’ha descrit que durant el transcurs d’estats 

patològics caracteritzats pel remodelat cardíac, els nivells de angiotensina-II es 

troben incrementats en el miocardi (122).  

 

Els resultats obtinguts en diversos estudis experimentals indiquen que el sistema 

renina-angiotensina local provoca tant la proliferació de fibroblasts com l’hipertròfia 

dels miòcits (123;124). Per tant, l’angiotensina-II com a hormona efectora d’aquest 

sistema juga un paper molt important en el desenvolupament de fibrosi cardíaca. 

L’angiotensina-II indueix l’estimulació de factors de creixement i citocines (125-127) i 

estimula la diferenciació de fibroblasts a miofibroblasts (128-131). Els efectes de 

angiotensina-II es produeixen mitjançant dos subtipus de receptors, coneguts com 

AT1 i AT2, que es troben presents en els miòcits, els fibroblasts i les cèl·lules del 

teixit muscular llis present en els vasos sanguinis (132). La majoria dels efectes que 

s’observen durant la fibrogènesi cardíaca es produeixen mitjançant el receptor AT1 

(133). Per exemple, mitjançant aquest receptor, l’angiotensina-II indueix la síntesi 

desmesurada de proteïnes de la matriu extracel·lular i promou el desequilibri entre les 

activitats de les metaloproteïnases i dels seus inhibidors tissulars (TIMPs). 

Concretament, quan l’angiotensina-II entra en contacte amb el receptor AT1 dels 

fibroblasts estimula la síntesis de col·lagen I, col·lagen III i fibronectina (134;135). De fet, 

l’angiotensina-II indueix la secreció de moltes altres molècules importants per la 

regulació de les funcions cel·lulars, com per exemple el TGF-� (136;137), el factor de 

necrosi tumoral alfa (TNF�) (138;139), la interleuquina-6 (IL-6) (140), l’endotelina-1 (ET-1) 

(141;142), el PNB  (143-145) i el factor de creixement de l’endoteli vascular (VEGF) (146).  

1.3.2. Factors de creixement, enzims i proteïnes de la matriu extracel·lular 
 

Durant la progressió de processos com el remodelat i la fibrosi tenen lloc un seguit de 

canvis en la expressió de citocines i enzims que afavoreixen la desestabilització de 

l’arquitectura normal del teixit. La quantitat de factors de creixement com el TGF- � i 

la relació de proteïnes de matriu extracel·lular com la fibronectina, els col·làgens, els 

enzims que degraden la matriu extracel·lular i els seus inhibidors que hi ha en el 

teixit, varien durant el desenvolupament i en estats patològics com la fibrosi. 
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1.3.2.1. TGF- �1 

El TGF- �1 és una citocina profibròtica de la superfamília del TGF-�. Els membres 

d’aquesta superfamília participen en els processos de proliferació, diferenciació, 

motilitat, estat d’activació i apoptosi d’una àmplia varietat de tipus cel·lulars (147). 

Aquest factor de creixement es troba arreu de l’organisme i és sintetitzat per diversos 

tipus cel·lulars, incloent fibroblasts, cèl·lules del teixit muscular llis, cèl·lules 

endotelials, macròfags i miòcits (148-150). S’allibera al medi com a complex inactiu 

format per la proteïna activa, un pèptid associat a la latència i un pèptid senyal. La 

seva forma activa esta constituïda per dímers de 25 kDa, que en condicions 

reductores generen monòmers de 12.5 kDa. 

 

El TGF-�1 juga un paper diferent en la diferenciació dels miòcits cardíacs i en la 

diferenciació dels miòcits del múscul esquelètic (151). En el teixit cardíac, el TGF-�1 

indueix i regula la diferenciació de cèl·lules mare a miòcits i participa en l’angiogènesi 

(152). La principal font de TGF-�1 en el teixit cardíac són els fibroblasts (152).  La seva 

sobre-expressió, resulta en l’aparició de fibrosi, degut a que estimula la migració de 

neutròfils, monòcits i fibroblasts a la zona lesionada. El seus efectes sobre els 

fibroblasts inclouen l’increment en la síntesis de col·làgens fibril·lars, fibronectina i 

proteoglicans (153-155), a més d’afavorir la seva diferenciació a miofibroblasts (156). Per 

tant, el TGF-�1 es pot considerar un potent estimulador de la síntesi i la deposició de 

proteïnes de la matriu extracel·lular. La seva sobre-expressió es relaciona amb 

patologies com la hipertròfia, la dilatació i la isquèmia (157). En aquest sentit hi ha 

diversos estudis experimentals que han relacionat el TGF- �1 amb el 

desenvolupament de fibrosi cardíaca (158-160).  

 

L’existència d’estudis dedicats a l’avaluació de l’expressió del TGF-�1 en resposta a 

l’exercici físic és molt escassa. No obstant, un estudi clínic descriu que l’exercici 

intens incrementa els nivells de TGF-�1 en sang (161). Malauradament, els resultats 

obtinguts en aquest estudi no permeten concloure que la procedència d’aquests 

increments tingui l’origen en una lesió cardíaca. Per altre banda, un estudi 

experimental realitzat amb un model de rates que van córrer voluntàriament sobre 

rodes, va observar increments en l’expressió de TGF-�1 en el teixit cardíac. Aquest 

estudi, a més, va correlacionar l’increment d’expressió amb la intensitat de l’exercici 

realitzat (162). 
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1.3.2..2. Fibronectina-1 

La fibronectina-1 és una glicoproteïna formada per una molècula asimètrica que 

consisteix en dues subunitats similars de 220 kDa, unides per ponts disulfur a prop de 

la seva regió carboxi terminal. Tot i que existeixen moltes isoformes de fibronectina, 

es poden diferenciar dos tipus segons es presenti de forma soluble o insoluble. La 

fibronectina soluble, es troba en el plasma i en els fluids amniòtic, seminal, 

cerebroespinal i articular formant dímers. La seva forma insoluble es troba en les 

estructures fibril·lars de la matriu extracel·lular i en les membranes basals de la 

majoria de teixits, formant complexos d’alt pes molecular units per enllaços covalents 

(163-165). Tot i que hi ha diversos tipus cel·lulars amb capacitat per sintetitzar i secretar 

fibronectina, la font principal de la fibronectina circulant són els hepatòcits, mentre 

que els principals secretors de la fibronectina-1 insoluble són els fibroblast i les 

cèl·lules endotelials (163;166).  

La fibronectina-1 és una proteïna present a la matriu extracel·lular de la majoria dels 

teixits del cos, per tant, és un dels components de major distribució en l’organisme. 

Aquesta proteïna ha estat amplament estudiada per la seva capacitat d’interactuar 

amb diverses cèl·lules i macromolècules, a més, influeix en el comportament cel·lular 

i intervé en una gran varietat de processos fisiològics com la fagocitosi, la proliferació, 

l’adhesió i la migració cel·lular. La fibronectina-1 es pot unir a col·lagen, fibrinogen, 

fibrina, etcètera. Aquestes unions ajuden a estabilitzar la matriu extracel·lular i són de 

gran utilitat en processos com l’adhesió i la migració cel·lular (167;168). Addicionalment, 

la presència de fibronectina-1 es troba incrementada durant la cicatrització d’una 

lesió. En aquest sentit, s’ha observat un augment en la seva expressió en diferents 

patologies que cursen amb un procés de remodelat, cosa que afavoreix al 

desenvolupament de fibrosi (169;170). En el teixit cardíac, durant el desenvolupament i 

en estats patològics, la expressió de fibronectina-1 sovint ve precedida per un 

increment en l’expressió de col·lagen i de TGF-�1 (171). Per un altre banda, alguns 

estudis han demostrat que immediatament després d’una sessió d’exercici els nivells 

de fibronectina-1 en plasma es troben significativament elevats (172;173). 

 

1.3.2.3. MMPs 

Les MMPs són una família d’enzims proteolítics dependents de Zinc que 

s’encarreguen del remodelat de la matriu extracel·lular. En conjunt les MMPs poden 

degradar tots els components de la matriu extracel·lular (174;175). 
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Hi ha dos tipus de MMPs; les que són secretades a l’espai intercel·lular com a 

proenzims en estat latent, que constitueixen la majoria de les MMPs conegudes, i les 

que estan unides a membrana (174). En tot cas, les MMPs requereixen ser activades 

per poder dur a terme la seva funció i estan regulades a nivell transcripcional; en el 

moment de la seva activació; i per els TIMPs (176). Seguint el criteri del substrat sobre 

el que actuen específicament, aquesta família d’enzims es pot classificar entre les 

següents sis subfamílies: col·lagenases, gelatinases, estromalisines, matrisilina, 

MMPs de membrana i altres MMPs. Fins ara s’han identificat més de 20 membres per 

a la família de les MMPs. 

 

Indubtablement, les MMPs juguen un paper molt important en el manteniment tant de 

l’arquitectura com de la funció cardíaca normal. Hi ha estudis que evidencien que 

l’activitat de les MMPs pot canviar la estructura de la matriu extracel·lular del teixit 

cardíac, cosa que comporta una pèrdua de la contractilitat (177). De fet, els increments 

en la seva expressió s’associen amb la progressió d’estats patològics. També, s’ha 

descrit que la seva activació prolongada suposa una excessiva degradació de la 

matriu extracel·lular i en conseqüència es pot produir una reparació anormal del teixit 

(178). 

 

Tot i que les MMPs i els TIMPs són expressats per la majoria de cèl·lules del cor, la 

font principal són els fibroblasts (179). Els fibroblasts cardíacs expressen un 

subconjunt limitat de MMPs, entre les quals es troba les col·lagenases MMP-1 i MMP-

13 (180;181), les gelatinases MMP-2 i MMP-9 (182), l’estromalisina MMP-3 (183) i MMPs 

unides a membrana, predominantment MT1-MMP (184). Hi ha una gran varietat 

d’estímuls químics, físics i ambientals que modulen l’expressió i l’activació de les 

MMPs. Per exemple, els processos de anòxia i re-oxigenació, la càrrega mecànica, la 

presència de citocines inflamatòries, hormones, etcètera. 

 

Les MMPs que han estat més estudiades en diferents malalties humanes són les 

gelatinases. Hi ha moltes evidències que indiquen que les gelatinases MMP2 i MMP9 

participen en el desenvolupament de malalties intersticials. Per aquest motiu, han 

estat el blanc de molts estudis centrats en la remodelació cardíaca associada a estats 

patològics. Ambdues gelatinases contenen un domini estructural tipus II de 

fibronectina dins del seu domini catalític, que resulta ser de gran afinitat a la gelatina i 

la elastina. La MMP-2 degrada un extens rang de proteïnes de la matriu extracel·lular, 

és efectiva principalment amb el col·lagen tipus IV i altres components de les 

membranes basals, encara que també té la capacitat de degradar col·làgens fibril·lars 

(185). La MMP-2 és secretada constitutivament pels fibroblasts cardíacs en cultiu (186), 
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encara que la seva expressió és potenciada per citocines (IL-1�, TNF�, TGF-�) (187), 

BNP (188), per l’estrès oxidatiu (189) i la sobrecàrrega mecànica (190).  

 

Hi ha diversos estudis que suggereixen que nivells elevats de MMP-2 en plasma 

estan relacionats i podrien ser un factor de pronòstic de fallida cardíaca (177). L’efecte 

de l’exercici sobre els nivells en plasma de les gelatinases ha estat avaluat en dos 

estudis clínics (191;192). Aquests dos estudis, van obtenir diferents resultats i van 

arribar a unes conclusions oposades. És important ressaltar que ja presentaven 

diferències importants en el seu plantejament. Un es va realitzar amb individus 

prèviament desentrenats i avaluava l’efecte agut de l’exercici intens. L’altre estava 

dirigit a estudiar la relació entre els nivells de les gelatinases i el cor d’atleta. Els 

resultat obtinguts en el primer estudi relacionen l’exercici amb l’activació de les 

MMPs. En canvi, l’altre estudi obté que els individus amb cor d’atleta experimenten 

un detriment en els nivells de MMP-2 i MMP-9. Les diferències en quant els resultats 

obtinguts en els dos estudis es podrien explicar per les diferències en el plantejament 

dels objectius i a les diferències en la metodologia, ja que el moment en que es van 

recollir les mostres i el mètode de determinació van ser diferents. 

1.3.2.4. TIMPs 

El control de l'activitat de les MMPs en part està regulat pels membres d'una família 

d'inhibidors específics, coneguts com els TIMPs. Aquests, influeixen sobre l’activació 

de les pro-MMPs i modulen la proteòlisi de la matriu extracel·lular durant els 

processos de remodelat tissular i inflamació. Els TIMPs són proteïnes sintetitzades i 

secretades localment que actuen mitjançant la unió no covalent i reversible amb les 

MMPs en una relació 1:1 (193;194). Existeixen 4 membres d'aquesta família, que tenen 

en comú l'acció d'inhibir totes les MMPs amb major o menor afinitat (195).  

 

A part d’inhibir les MMPs, mitjançant el seu domini N-terminal, els TIMPS, duen a 

terme altres funcions. Per exemple, actuen com a factors de creixement en diversos 

tipus cel·lulars i regulen l’apoptosi (TIMP-1 i TIMP-2 l’inhibeixen, mentre que TIMP-3 

l’afavoreix) (194-196). En el teixit cardíac normal les MMPs i TIMPs són co-expressats i 

estretament regulats per tal de mantenir la integritat del interstici (197). Per tant, 

l’equilibri MMP/TIMP és molt important en el recanvi de les proteïnes de la matriu i el 

seu desequilibri juga un paper clau en els processos de remodelat. Diferents estudis 

clínics han demostrat que en la fallida cardíaca l’activitat de les MMPs es troba 

incrementada i la dels TIMPs reduïda (198). Es creu que quan es pertorba  l’equilibri 

entre MMPs i TIMPs, ja sigui per un increment en l’expressió de MMPs o per una 
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baixada en l’expressió dels TIMPs, es potencia la formació de fibrosi (199). Hi ha 

estudis que correlacionen una baixada en l’expressió de TIMP-1 i TIMP-2 amb la 

aparició de fibril·lació auricular i la dilatació del ventricle dret (194;200). 

 

Els fibroblasts cardíacs són la font principal dels TIMPs que es troben en el miocardi, 

i les isoformes que expressen són predominantment els TIMP-1 i TIMP-2 (201). Tal i 

com passa amb les MMPs, el seu nivell d’expressió varia segons els estímuls 

microambientals (202;203). Així, en diferents malalties cardíaques com en la fibril·lació 

auricular (204;205) i durant el deteriorament de la fallida cardíaca (202) s’ha observat que 

es produeix un increment en l’expressió d’aquest inhibidor, de la mateixa manera 

també ha estat observat un increment en la concentració de TIMP-1 en el plasma 

d’atletes veterans (203). 

1.3.2.5. Col·làgens fibril·lars tipus I i tipus III 

 

Els col·làgens són un grup de proteïnes molt nombrós i divers, originades a partir de 

la polimerització de tropocol·lagen i es caracteritzen per formar fibres. Les fibres de 

col·lagen es troben a tots els organismes del regne animal formant part de l’estructura 

de la matriu extracel·lular i dels cartílags i són secretades per cèl·lules del teixit 

conjuntiu, principalment pels fibroblasts.  

 

Existeixen molts tipus de col·lagen. En el teixit cardíac, formant la matriu 

extracel·lular, es troben principalment col·lagen tipus I i col·lagen tipus III. Aquests 

ajuden a mantenir la integritat estructural del teixit del miocardi i col·laboren en la 

conversió de l’escurçament dels miòcits en el moviment de bombar. En estat normal, 

la deposició de col·lagen en el cor és baixa. En canvi en estats patològics com la 

hipertròfia, el infart de miocardi i la fallida cardíaca aquesta deposició s’incrementa 

considerablement (206). 

 

El col·lagen de tipus I difereix del col·lagen de tipus III en el diàmetre de la seva fibra, 

essent el col·lagen tipus I més gruixut i resistent, i el col·lagen tipus III més prim i 

elàstic. Segons aquestes propietats, la funció principal del col·lagen tipus I és donar 

resistència a l’estirament i la del col·lagen de tipus III és proporcionar elasticitat al 

teixit. Tant el desequilibri en les proporcions normals d’aquests col·làgens com la 

seva acumulació exagerada són esdeveniments típics de diferents patologies 

cardíaques. Un increment en les proporcions de col·lagen de tipus I esta associat 

amb un increment remarcable en la rigidesa del teixit. Aquesta situació on la relació 

col·lagen tipus I/ tipus III es decanta cap a un increment, es dóna en les aurícules de 
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pacients amb fibril·lació auricular i està correlacionat amb la durada, la freqüència i la 

recurrència dels episodis d’aquesta arítmia (207). En canvi, en el teixit ventricular de 

pacients amb fallida cardíaca, es dóna un increment en el col·lagen tipus III i per tant 

una reducció en el valor de la relació col·lagen tipus I/ tipus III (208). En aquests casos 

en que el teixit és més lax i flexible, les cavitats del cor no tenen problemes per 

encabir el volum de sang però perden la capacitat per expulsar-la. 

 

Hi ha un estudi que evidencia que l’exercici promou la disrupció de l’equilibri entre la 

síntesi i la degradació del col·lagen. Aquest estudi documenta un augment dels 

pèptids marcadors de la síntesi i la degradació de col·lagen en sang en individus que 

han practicat exercici intens i tenen hipertròfia cardíaca (203). En aquest mateix sentit, 

els resultats obtinguts en un estudi realitzat amb un model animal també va 

demostrar que l’exercici pot incrementar la síntesi de col·lagen en algunes regions del 

cor (209). 

1.4. MODELS ANIMALS  

 

Existeixen un gran nombre de models animals amb els quals s'han pogut 

caracteritzar molts dels mecanismes involucrats en el desenvolupament de la fibrosi 

cardíaca. Per exemple en models de malalties cardíaques com l’infart de miocardi 

(210), l’hipertensió (211), l’insuficiència crònica (212) i diverses arítmies (213;214). En la 

major part d’aquests models animals s’aconsegueixen provocar les diferents 

patologies per mitjà de cirurgia, via administració de fàrmacs, estimulacions 

elèctriques controlades, dietes riques en sal o utilitzant animals espontàniament 

hipertensos, knock-down, etcètera. D’aquesta manera és possible alterar les 

condicions hemodinàmiques del cor o el seu ritme segons la patologia a estudiar. 

Sovint aquests models experimentals es realitzen amb animals grans com per 

exemple gossos, cabres o porcs (215;216). Els animals més petits com la rata, el ratolí i 

el conill també són utilitzats, sobretot per a estudiar malalties cròniques, i 

mecanismes moleculars (217;218).  

 

En quant a l’existència de models animals que serveixin per a estudiar els efectes 

fisiològics de l’exercici sobre el cor o el funcionament cardiovascular, també es troba 

una ampla varietat. En la majoria dels casos, però, els protocols d’entrenament 

realitzats són de caràcter suau o moderat. Clàssicament aquests protocols s’han 

desenvolupat per estudiar l’efecte del exercici en la recuperació d’un infart (219;220), en 

la fallida cardíaca (221;222), o en l’hipertensió (223;224). Els diferents protocols d’exercici 

que existeixen, inclouen diferents modalitats d’exercici, així com la voluntarietat o no 
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alhora de la seva realització. Per a animals petits com les rates, hi ha models de 

córrer voluntàriament sobre una roda (225;226), de córrer sobre una cinta rodant 

motoritzada (222;227), de natació (224;227;228), i fins i tot d’aixecament de pesos (229;230). 

Actualment existeixen molts pocs estudis amb models animals que s’hagin dedicat a 

investigar els efectes adversos d’un excés d’exercici sobre el teixit miocardíac (231). 

Per quest motiu, aquest treball s’ha centrat en el disseny d’un model animal per 

l’estudi dels efectes crònics sobre el teixit cardíac induït per la pràctica d’exercici 

intens i continuat en el temps.  
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2. OBJECTIUS 

L'objectiu general d'aquesta Tesi ha estat establir un model animal que permeti 

reproduir els fenòmens  que tenen lloc durant el desenvolupament de fibrosi cardíaca  

induïda per la practica d’exercici intens i continuat. Avaluar els mecanismes implicats. 

 

Aquest objectiu general es va desglossar en els següents tres objectius concrets: 

Objectiu 1: Determinar el temps d’exercici necessari per desencadenar un procés de 

remodelat cardíac per fibrosi. Avaluar si la fibrosis cardíaca induïda per exercici 

facilita l’aparició d’arítmies. 

Objectiu 2: Avaluar si abandonar la rutina diària d’entrenament permet revertir el 

procés fibròtic induït per l’exercici. 

Objectiu 3: Avaluar l’efecte de l’administració d’un antagonista del receptor AT1 de 

l’angiotensina, com el Losartan, en la prevenció de la formació de fibrosi cardíaca 

induïda per l’exercici.  
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3. MATERIALS I MÈTODES 

3.1. MODEL EXPERIMENTAL  

3.1.1. Animals d'experimentació 
 

Es van utilitzar rates mascles (Rattus norvegicus) de la soca Wistar (Charles River 

Laboratories, France) de quatre setmanes d’edat i un pes corporal aproximat entre 

100-125 g al inici dels experiments. Els animals es van estabular en condicions 

ambientals constants de temperatura 22-24 ºC i humitat relativa 60-65 % amb cicles 

alternats de llum/foscor de 12 h. Se’ls va subministrar una dieta estàndard de pinso 

A04 (Panlab, Barcelona) i aigua de la xarxa de Barcelona ad limitum. Tots els estudis 

es van realitzar d’acord amb les normes reguladores de la Unió Europea per models 

d’experimentació animal (Directiva 86/609/EEC). 

3.1.2. Protocol d’exercici 

Amb la finalitat d’induir fibrosi cardíaca provocada per la practica d’exercici intens i 

continuat, es va haver de desenvolupar un nou model experimental, que permetés 

sotmetre als animals a un protocol d’exercici de llarga durada. Per dur-ho a terme, es 

va utilitzar una cinta corredora per a petits animals (Treadmill, Panlab, Barcelona), 

que és una eina amplament emprada en diversos estudis (222;232;233). Bàsicament, 

aquest  aparell està format per una cinta rodant de velocitat i pendent regulable, 

connectada a una unitat de control. Quan les rates corren segueixen una 

determinada pauta de comportament, coneguda com parada i arrencada (“stop and 

go”), que es caracteritza per unes petites aturades durant la marxa. Les cintes 

corredores que utilitzades en aquests estudis han estat dissenyades tenint en compte 

aquests requeriments especials dels animals. És a dir, tant la llargada com l’amplada 

dels diferents carrils son adequats i permeten als animals seguir la seva pauta de 

comportament natural al córrer. A més, el tapís sobre el que corren, està construït 

amb materials especialment seleccionats per garantir la comoditat dels animals, un 

bon rendiment en condicions d’utilització intenses i un fàcil manteniment. Per altre 

banda, amb l’objectiu d’assegurar que els animals corren, al final de la cinta, hi ha 

una reixa que subministra descàrregues elèctriques de intensitat constant regulable 

(entre 0 i 2 mA) que s’activa quan entra en contacte amb les potes dels animals. La 

unitat de control permet establir els paràmetres de velocitat i intensitat de descàrrega, 

alhora que mostra i enregistra la velocitat, el pendent, la distància recorreguda, i les 

vegades i l’estona que s’ha aturat cada animal.  
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Al inici de cada experiment els animals es van distribuir a l’atzar entre els diferents 

grups experimentals: animals control de vida sedentària i animals sotmesos a 

exercici. El protocol d’exercici, va consistir en la realització de sessions diàries 

d’exercici de 90 minuts de duració a una intensitat de 60 cm/s, cinc dies a la setmana, 

durant 4, 8 o 16 setmanes depenent de l’estudi. Prèviament, es va establir un període 

d’adaptació de dues setmanes, tant a la cinta corredora com al protocol d’exercici, 

consistent en una primera sessió de 10 min a 25 cm/s, incrementant poc a poc  tant 

el temps com la intensitat, fins arribar als 90 min a 60 cm/s al desè dia. Durant aquest 

període d’adaptació, just deprés d’acabar cada sessió d’exercici, els animals van ser 

recompensats amb un quart de galeta (Maria Fontaneda) a mode de reforç positiu. 

Les rates sedentàries van ser estabulades i tractades seguint les mateixes condicions 

amb la única diferència que no van realitzar cap sessió d’exercici durant l’estudi. Els 

animals es van pesar cada dia, el grup dels sedentaris una vegada al dia i el grups 

sotmesos a exercici abans i després de la sessió d’exercici. 

 

Les sessions d’exercici van ser supervisades en tot moment per tal de garantir una 

pràctica efectiva de l’exercici i la integritat dels animals. A més, diàriament es va fer 

una revisió de les extremitats i de l’aparença dels animals. Com a protocol de 

supervisió del dolor dels animals, es van considerar les següents variables: pèrdua de 

pes (pes diari dels animals), aspecte i automutilació. Els animals ferits, que 

presentaven signes d’estrès o patiment, o que es van negar a córrer repetidament, 

van ser exclosos de l’experiment.  

 

En tots els temps d’estudi i per tal d’evitar els efectes aguts de l’exercici, els animals 

van ser sacrificats 72 hores després de la darrera sessió d’exercici, mitjançant una 

injecció intraperitoneal de pentobarbital sòdic (Euta-lender Normon, Madrid, Espanya) 

a una dosis de 100 mg/kg. Posteriorment es a procedir a la seva exsanguinació per 

l’aorta abdominal, i es van obtenir mostres de plasma.  Els cors van ser extrets, 

pesats i diseccionats en les seves diferents parts, ventricle dret, ventricle esquerre, 

aurícula dreta i aurícula esquerra. Després es van congelar ràpidament a -80 ºC fins 

a ser analitzats. En tots els temps d’estudi quatre animals de cada grup van ser 

processats per estudis histològics.  
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3.2. DISSENYS EXPERIMENTALS  

3.2.1. Estudi 1 : Evolució de la fibrosi cardíaca induïda per l’exercici 
 

Per tal d'avaluar l'evolució dels canvis en el cor dels animals provocats per la pràctica 

d’exercici, es van establir diferents temps d'estudi: 4, 8 i 16 setmanes d'exercici. El 

disseny i la distribució de grups experimentals va ser el següent: 

 

Sedentari 4 setmanes (S4) (n=8)  

Sedentari 8 setmanes (S8) (n=8)  

Sedentari 16 setmanes (S16) (n=12)  

Exercici 4 setmanes (E4) (n=11)  

Exercici 8 setmanes (E8) (n=11)  

Exercici 16 setmanes (E16) (n=14)  

 

El protocol d'exercici va ser el descrit anteriorment i no va ser necessari excloure cap 

animal per lesió greu o per negar-se a córrer.  

 

3.2.1.1. Valoració dels canvis estructurals per ecocardiografia 

Per tal de fer un millor seguiment dels canvis estructurals provocats en el cor, es va 

realitzar un experiment addicional enfocat a determinar les dimensions cardíaques i 

els canvis en la funció cardíaca, per mitja de l’ecocardiografia transtoràcica. Les 

mesures es van realitzar en els animals al inici de l’experiment, a les 8 setmanes, i a 

les 16 setmanes. El disseny i la distribució de grups experimentals va ser el següent:  

 

Sedentari inici de l’experiment (Si) (n=11) 

Sedentari 8 setmanes (S8) (n=11) 

Sedentari16 setmanes (S16) (n=11) 

Exercici inici de l’experiment (Ei) (n=12) 

Exercici 8 setmanes (E8) (n=12)  

Exercici16 setmanes (E16) (n=12) 

 

El protocol d'exercici va ser el descrit anteriorment i no va ser necessari excloure cap 

animal per lesió greu o per negar-se a córrer. Les mesures es van realitzar després 

d’un període de 6 hores de inactivitat després de la darrera sessió d’exercici.  
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3.2.1.2. Valoració de la inducibilitat d’arítmies “in vivo” i Índex de Fulton 

Per tal d’avaluar els paràmetres electrofisiològics dels ventricles i la inducció 

d’arítmies in vivo, es va realitzar un experiment addicional  a 16 setmanes. El disseny 

i la distribució de grups experimentals va ser el següent: 

 

Sedentari16 setmanes (S16) (n=10) 

Exercici16 setmanes (E16) (n=11) 

 

El protocol d'exercici va ser el descrit anteriorment i no va ser necessari excloure cap 

animal per lesió greu o per negar-se a córrer. Les rates de vida sedentària van estar 

estabulades i alimentades en les mateixes condicions. Com en els experiments 

anteriors i per tal d’evitar els efectes aguts de l’exercici, els animals van ser sacrificats 

72 hores després de la darrera sessió d’exercici, mitjançant una injecció 

intraperitoneal de pentobarbital sòdic a una dosis de 100 mg/kg. Els cors van ser 

extrets i pesats ràpidament. A continuació, els cors es van dissecar en les seves 

parts que es van pesar individualment per tal de poder calcular la relació entre el pes 

de les parets del ventricle esquerra i el pes de la paret del ventricle dret, o “Índex de 

Fulton” (234).  Després es van congelar a -80 ºC fins a ser analitzats.  

3.2.1.3. Anàlisi estadístic 

Els resultats estan expressats per el promig ± SEM amb un interval de confiança del 

95 %. Els anàlisis estadístics es van realitzar per l’anàlisi de la variança (Two-Way 

ANOVA) seguit del apropiat post hoc test que va incloure el test Neuman-Keuls quan 

les diferències van ser significatives. Per a les mesures de pes corporal, la 

quantificació de picrosirius i la determinació d’hidroxiprolina, es van fixar els factors 

temps i exercici. Per a les valoracions d’expressió d’mRNA per RT-PCR, es van fixar 

els factors de cambra cardíaca i exercici. En les valoracions d’expressió proteica per 

Western Blot, els grups sedentari i exercici, es van comparar per anàlisis t-tests. I 

finalment, el test exacte de Fisher es va emprar per a comparar les variables de 

freqüència en les mesures ecocardiogràfiques. Tots aquests estudis estadístics es 

van fer amb el programa informàtic (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). 

Es van considerar significatius els valors de p <0.05. 
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3.2.2. Estudi 2: Avaluació de la reversió de la fibrosi cardíaca induïda per 
exercici.
 

El següent experiment es va realitzar per tal d’avaluar la capacitat de reversió en els 

canvis morfològics i en la fibrosis cardíaca, induïts per l’exercici en el cor. Per això, es 

va dissenyar el següent protocol: després de 16 setmanes d’exercici, els animals van 

deixar de córrer durant 2, 4 o 8 setmanes. D’aquesta manera es va determinar quin 

temps era necessari per iniciar un procés de reversió dels danys ocasionats per 

l’exercici. Els animals es van distribuir entre els següents grups experimentals: 

 

Sedentaris 16 setmanes (S) (n=8)  

Sedentaris 18 setmanes (S18) (n=8) 

Sedentaris 20 setmanes (S20) (n=8) 

Sedentaris 24 setmanes (S24) (n=8) 

Exercici 16 setmanes (E) (n=12)  

Repòs 2 setmanes (R2) (n=12)  

Repòs 4 setmanes (R4) (n=12)  

Repòs 8 setmanes (R8) (n=12)   

 

El protocol d'exercici va ser el descrit anteriorment i no va ser necessari excloure cap 

animal per lesió greu o per negar-se a córrer. Els animals van ser sacrificats 72 h 

després de la seva darrera sessió d’exercici, o després de 2, 4, 8 setmanes després 

de la darrera sessió d’exercici.  

 

3.2.2.1. Anàlisi estadístic 
 

Les dades estan expressades pel valor promig ± SEM amb el 95 % d’interval de 

confiança. Les anàlisis estadístiques es van realitzar per l’anàlisi de la variança (One-

Way ANOVA) seguit del apropiat post hoc test que va incloure el test Neuman-Keuls 

quan les diferències van ser significatives (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, 

USA). Es van considerar significatius els valors de p<0.05. 
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3.2.3. Estudi 3: Efecte del Losartan en la prevenció de la fibrosi cardíaca 
 

En aquest estudi es va avaluar l’efecte del Losartan com a tractament per a prevenir 

la formació de fibrosis cardíaca induïda per l’exercici. El Losartan és un fàrmac 

antihipertensiu que bloqueja el receptor AT1 de l’angiotensina-II. Els animals van ser 

distribuïts en els següents grups experimentals: 

 

Sedentaris (n=6) 

Sedentaris + Losartan (Sedentaris+LOS) (n=6) 

Exercici (n=7) 

Exercici + Losartan (Exercici+LOS) (n=7) 

 

El protocol d'exercici va ser el descrit anteriorment i no va ser necessari excloure cap 

animal per lesió greu o per negar-se a córrer. L’administració del Losartan va ser via 

oral (50 mg/kg pes animal per dia) dissolt en 1,5 ml d’aigua abans de cada sessió 

d’exercici. Es va escollir l’administració oral ja que és el mètode utilitzat en la pràctica 

clínica. El tractament es va iniciar amb la primera sessió d’exercici i es va mantenir al 

llarg de tot l’experiment sempre a la mateixa hora.  

 

3.2.3.1. Anàlisi estadístic 
 

Els resultats estan expressats pel valor promig ± SEM amb el 95 % d’interval de 

confiança. Els anàlisis estadístics es van dur a terme per l’anàlisi de la variança (One-

Way ANOVA) seguit del apropiat post hoc test que va incloure el test Neuman-Keuls 

quan les diferències van ser significatives. (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, 

USA). Es van considerar significatius els valors de p<0.05. 
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3.3. PARÀMETRES ESTUDIATS  

3.3.1. Hipertròfia cardíaca 
 

La hipertròfia del múscul cardíac es va avaluar segons la relació entre el pes del cor 

sencer i el pes corporal (235;236). A les 16 setmanes la massa de cada una de les 

cambres cardíaques també es va mesurar individualment i es va normalitzar pel pes 

de l’animal. Es va aplicar la formula de Fulton per tal de relativitzar la hipertròfia del 

ventricle esquerre respecte al dret (pes de la paret lliure del ventricle esquerre (VE-

pll) + pes de la paret del septe interventricular (IV)/ pes de la paret del ventricle dret 

(234). A més, per examinar la hipertròfia ventricular es van fer mesures del gruix de les 

parets del ventricle dret (VD), septe interventricular (IV) i de la paret lliure del ventricle 

esquerre (VE-pll) en fotografies de talls histològics de sencer tallat transversalment a 

l’alçada de l’inserció dels músculs papil·lars obtingudes amb una lupa binocular a 4x 

augments (Figura 10). Per a cada animal es van realitzar 12 mesures en cada una de 

les parets utilitzant el programa analySIS Image Processing software (Soft Imaging 

System GMBH, Germany) que es van corregir pel pes corporal (237). 

 Figura 10: Esquema del tall transversal dels ventricles del 
cor. VE-pll: Paret lliure del ventricle esquerre. IV: Septe 

nterventricular. VD: Ventricle dret. 

 - 43 -
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3.3.2. Dimensions i funció cardíaca per ecocardigrafia
 

El procediment es va dur a terme sota anestèsia general amb isofluorà al 2%. La 

imatge ecocardiogràfica en mode M a l’eix llarg del pla parasternal a l’alçada de la 

vàlvula aòrtica es va obtenir mitjançant una sonda de matriu gradual 10S (4,5-11,5 

Megaherz) amb l’aparell Vivid 7 Dimension sistem (GE Healthcare Ultrasound, 

Horten, Norway). Es van prendre mesures de la dimensió de l’aurícula esquerra a 

final de la sístole, de la dimensió del ventricle dret i del gruix de la seva paret al final 

de la diàstole cardíaca. L’espectre en mode M també es va obtenir a l’eix curt del pla 

parasternal, a l’alçada dels músculs papil·lars i es va mesurar la dimensió ventricular 

esquerra  tant al final de la diàstole cardíaca com de la sístole. La fracció d’ejecció del 

ventricle esquerre es va calcular mitjançant la fórmula que ve integrada en l’aparell 

(Vivid 7 system). Aprofitant aquest pla també es va mesurar el gruix de les parets 

anterior i posterior del ventricle esquerre. Donades les diferències en la mida dels 

animals en els diferents temps d’estudi, es van normalitzar les dimensions cardíaques 

pel pes corporal. La massa del ventricle esquerre es va calcular seguint la formula de 

Reffelmann i col·laboradors (238). Els fluxos transmitral, transtricúspide i el de les 

venes pulmonars, es van enregistrar per ona doppler polzada de quatre canals en el 

pla apical. El pic de la velocitat de l’ona d’emplenament inicial i el seu temps de 

desceleració, van ser mesurats en el flux transmitral i transtricúspide. Els pics de 

velocitat en l’ona de la sístole i la de la diàstole van ser mesurats en el flux de les 

venes pulmonars. El moviment de l’anell mitral lateral, del septe i de la tricúspide 

durant l’emplenament inicial van ser derivats per imatge tissular doppler de quatre 

canals en el pla apical. El pla de l’anell tricúspide durant l’excursió sistòlica va ser 

mesurat per ecocardiograma en mode M. La paret lateral del ventricle dret en 

moviment i la velocitat sistòlica van ser obtingudes per imatge tissular doppler de 

quatre canals en el pla apical. La conjunció dels fluxos d’entrada i de sortida del 

ventricle esquerre es va enregistrar per ona Doppler continua de 5 canals en el pla 

apical. El temps de relaxació isovolumètrica també es va mesurar per ona Doppler 

continua de 5 canals en el pla apical i es va corregir per intervals R-R agafats de 

ecocardiogrames enregistrats simultàniament. Per a cada mesura es va utilitzar el 

promig de 3 cicles cardíacs consecutius.   

3.3.3. Electrofisiologia i estimulació cardíaca  
 

El procediment es va dur a terme sota anestèsia general amb isofluorà al 2 % i es va 

administrar buprenorfina (0.03-0.05 mg/kg i.p.) com a analgèsic. Per evaluar 

l’inducibilitat d’aritmies es va introduir un electrocatèter octapolar de mida 19 F per la 
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vena jugular dreta fins al ventricle dret. L’ecocardiogramma de superfície (derivació I) 

i l’ecocardiograma intracardíac del ventricle dret van ser enregistrats mitjançant el 

convertidor digital-analògic IOX 1.585  (Tecnologías de la EMKA, París, França). Per 

tal de determinar el període refractari ventricular efectiu, l’estimulació del ventricle 

dret es va dur a terme en una amplada de cicle de 150 ms (PRVE). Les mesures 

relatives a la duració tant del fragment QRS com de l’electrocardiograma intracardíac 

del ventricle dret, es van interpretar com a índexs de la conducció ventricular. Per 

l’avaluació de la capacitat d’inducció d’arítmies ventriculars, es van utilitzar tècniques 

de doble i triple extraestimulació. L’administració es va fer en intervals d’acoplament 

de 30 ms durant el ritme sinusal espontani seguint un ritme de 9 batecs en amplades 

de cicle de 150 ms. Si després de 2 o 3 estímuls no s’aconseguia una arítmia 

sostinguda es va realitzar una extraestimulació en el ventricle dret de cicles entre 60 i 

80 ms. Es va considerar arítmia ventricular sostinguda a episodis d’arítmia ventricular 

de com a mínim 10 s de duració. 

3.3.4. Histologia 
 

Els animals designats per a estudis histològics van ser perfosos per l’aorta 

abdominal, primerament, amb una solució de salí per eliminar la sang i tot seguit amb 

una solució tamponada de formol al 10 % a una pressió de 80 cm H2O. Posteriorment 

es va procedir a l’extracció del cor, es va fixar amb una solució tamponada de formol 

al 10% durant un mínim de 24 h, posteriorment es va incloure en blocs de parafina i 

es van fer talls d’un gruix de 5 μm. Finalment, les mostres es van tenyir amb 

hematoxilina-eosina, tricròmica de Masson, vermell de Picrosirius, o es van fer 

immunohistoquímiques pel seu posterior anàlisi al microscopi.  

3.3.4.1. Tricròmica de Masson 
 

La tinció tricròmica de Masson s’utilitza per aconseguir la coloració diferencial del 

teixit connectiu (239-241). Aquesta tinció es realitza amb tres colorants per tal de 

diferenciar nuclis, citoplasma i fibres de col·lagen.  

 

Les preparacions primer es tenyeixen amb hematoxilina fèrrica de Weigert que 

tenyeix els nuclis de color blau. Tot seguit, s’aplica un colorant àcid (escarlata de 

Biebrich), amb afinitat per als components cel·lulars acidòfils com el citoplasma, el 

múscul i el col·lagen. A continuació, es tracten les mostres amb àcid fosfotúngstic o 

fosfomolibdic que fa que el col·lagen (però no el citoplasma) difongui la escarlata de 

Biebrich. Els àcids fosfomolíbdic i fosfotúngtics tenen nombrosos grups àcids que 
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actuen com a medi d’unió entre el col·lagen i el blau d’anilina, que és un colorant 

catiònic utilitzat per a tenyir col·lagen. El resultat obtingut en aquesta tinció mostra les 

cèl·lules amb els nuclis negres, el citoplasma, la queratina i les fibres musculars de 

color rosat, vermell i marró respectivament. I finalment, les fibres de col·lagen de 

color blavós. En la valoració de les mostres es va determinar la presència de 

col·lagen intersticial, com a marcador de fibrosi. 

3.3.4.2. Vermell de Picrosirius 
 

Per tal de quantificar la fracció de col·lagen intersticial, es van fer mesures de 

l’extensió de fibrosis tant en el ventricle dret com en l’esquerre per histomorfometria 

tenyits amb vermell de picrosirius (242).   

 

El vermell de picrosirius és una altra de les tècniques que més s’utilitza per tenyir 

específicament el col·lagen, ja que té una alta afinitat, inclús per les fibres més fines 

de col·lagen. Aquest mètode es basa en la tinció de les fibres de col·lagen amb una 

solució de vermell de sirius en àcid pícric saturat, els resultats que s’obtenen mostren 

les fibres de col·lagen en color vermell i el citoplasma en un color groc o rosat més 

apagat. En el cas d’haver fet una contra tinció amb hematoxilina, els nuclis es veuran 

de color blau fosc o negre. A més a més, aquesta tècnica permet diferenciar les fibres 

gruixudes de les primes quan les observacions es fan amb llum polaritzada (243). 

 

Per quantificar la fibrosi es van fotografiar deu camps per mostra amb el microscopi 

òptic a 40x augments i es va mesurar la deposició de col·lagen per mitjà del 

programa informàtic d’anàlisi i tractament d’imatge analySIS Image Processing 

software (Soft Imaging System GMBH, Germany) amb el qual es van mesurar i 

quantificar les zones tenyides en color vermell  sobre el fons més pàl·lid excloent les 

regions perivasculars. 

3.3.4.3. Immunofluorescència 
 

Per tal d’avaluar la presència de miofibroblasts en el teixit cardíac, es van realitzar 

tècniques d’immunofluorescència. Per això, es va marcar el principal marcador de 

miofibroblasts (244), l’actina de múscul llis alfa (�-SMA), en talls histològics inclosos en 

parafina. Per fer-ho, es va utilitzar com a anticòs primari, l’anticòs monoclonal de 

ratolí anti-�-SMA (ab18147 Abcam plc, Cambridge, UK) i com a secundari l’anticòs 

contra ratolí conjugat amb isocianat de fluoresceïna (FICT) (R1349F Acris antibodies, 

GmbH, Herdford, GE). 



Material i mètodes 

 - 47 -

 

Després de desparafinar, rehidratar i permeabilitzar les mostres, el teixit va rebre un 

tractament de clorur amònic (50 mM) en PBS per tal de disminuir l’autofluorescència 

del teixit. El bloqueig de les unions inespecífiques es va dur a terme amb una solució 

de sèrum de cabra al 3% i gelatina al 0.2% en PBS durant dues hores a temperatura 

ambient. L’anticòs primari es va diluir 1:15 en solució de bloqueig i es va incubar a 

4 ºC durant tota la nit, la dilució de treball de l’anticòs secundari va ser 1:600 i es va 

incubar durant dues hores a temperatura ambient. Per tenyir el nuclis es va fer servir 

una solució de iodur de propidi (1μg/ml) i RNasa A (10 μg/ml) dissolts en PBS 

(Sigma, St. Louis, Mo., USA). Com a control negatiu es van utilitzar mostres sense 

incubar amb l’anticòs primari. 

 

El marcatge positiu per �-SMA va ser avaluat en totes les mostres de teixit per 

microscòpia de fluorescència. La captació de les imatges es va fer mitjançant el 

microscopi laser confocal espectral Leica TCS SPE (Leica Microsystems Heidelberg 

GmbH, Manheim, Germany) amb làser de 488, 532, i 635 nm. El iodur de propidi i el 

FICT van ser exposats a 488 nm i les seves emissions van ser detectades a 530-630 

nm i 488-515 nm, respectivament. Totes les imatges es van obtenir a 100x augments 

i a 630x augments, aquestes darreres per mitjà d’immersió en oli. L’ensamblatge de 

les imatges i el seu tractament es va dur a terme amb el programa informàtic Image 

LAS AF Confocal Software. 
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3.4. DETERMINACIONS EN TEIXIT 

 

3.4.1. Hidroxiprolina 
 

La hidroxiprolina prové de la hidroxilació de la prolina. L’aparició d’aquest aminoàcid 

es dóna exclusivament quan hi ha formació de col·lagen en el teixit connectiu (245). El 

col·lagen és la proteïna més abundant del teixit conectiu, representant un terç de les 

proteïnes del cos. És per això, que la mesura de la hidroxiprolina s’utilitza per l’estudi 

del metabolisme i la regulació del col·lagen. La determinació dels nivells 

d’hidroxiprolina constitueix un marcador de fibrosi, ja que ens indica la quantitat de 

col·lagen de nova síntesi. La tècnica es basa en la hidrolització del teixit i la 

determinació de la presència de hidroxiprolina en l’hidrolitzat. El procediment es va 

realitzar amb mostres de ventricle dret i de ventricle esquerre seguint el mètode 

descrit per Woessner (246). Les mostres es van homogeneïtzar, es van assecar i es 

van hidrolitzar durant 18 h en una solució de HCl 6M h a 120 ºC. A continuació, 

després de neutralitzar l’hidrolitzat, es va fa servir Cloramina-T per oxidar la 

hidroxiprolina i finalment es va afegeix reactiu d’Erhlich que dóna lloc a la formació 

d’un cromòfor que es pot mesurar en un espectrofotòmetre a una longitud d'ona de 

550 nm.  

3.4.2. RT- PCR 
 

La reacció en cadena de la polimerasa o PCR (Polimerase Chain Reaction) és una 

tècnica molt utilitzada en biologia molecular per l’estudi de l’expressió de gens 

d’interès. Un cop extret l’RNA total, es passa a cDNA per retrotranscripció. Això 

s’aconsegueix gràcies a l’acció de la retrotranscriptasa, un enzim que sintetitza cDNA 

utilitzant l’RNA com a motlle. Posteriorment, s’amplifica aquest cDNA per PCR a 

temps real utilitzant encebadors específics. 

 

L’extracció de l’RNA total es va fer per homogeneïtzació amb TRIzol® (Invitrogen, 

Life Technologies, Carlsbad, California) de trossos de teixit entre 50 i 100 mg 

procedents de les diferents parts del cor. El TRIzol® és un reactiu que permet 

l’aïllament d’RNA total a partir de teixits o de cèl·lules. L’obtenció d’RNA i la posterior 

purificació amb columnes RNAeasy MiniElute Cleanup (Qiagen, Hilden, Germany) es 

va realitzar seguint les instruccions dels proveïdors. Bàsicament, el Trizol és una 

solució que lisa les cèl·lules i dissol els seus components mantenint la integritat de 

l’RNA. Un cop homogenat el teixit, s’afegeix cloroform i es centrifuga de manera que 
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queden dues fases separades, una orgànica i una aquosa on es troba l’RNA. L’RNA 

es precipita amb etanol al 70% i es passa per les columnes de purificació.  

 

L’RNA extret es va dissoldre en aigua dietil pirocarbonada Nuclease-free water 

(Qiagen, Hilden, Germany) i es va valorar la seva integritat i concentració per densitat 

òptica a 260 i 280 nm mitjançant l’espectrofotòmetre NanoDrop ND-1000 (NanoDrop 

Technologies, USA). L’RNA es va congelar a -80 ºC fins al moment de la seva 

utilització. 

 

La conversió d’1 �g d’RNA a cDNA es va dur a terme amb el kit iScript cDNA de 

BioRad (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA). La reacció es va incubar a 25 ºC 

durant 5 min, 42 ºC durant 30 min i 85 ºC durant 5 min per acabar a 4 ºC: L’aparell 

amb el qual es va realitzar: DNA Engine, Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad 

Laboratories, Carlsbad, CA, USA). 

 

Un cop obtingut el cDNA, es tracta de detectar i analitzar la quantitat de producte 

generat a cada cicle d’amplificació. Aquesta quantitat de producte està directament 

relacionada amb la quantitat de cadenes de cDNA que hi ha a l’inici del procés de la 

PCR. Gràcies al mètode de detecció per fluorescència dels termocicladors a temps 

real es pot determinar l’acumulació del producte amplificat cicle a cicle. 

 

Els nivells d’expressió de l’RNA es van mesurar per PCR a Temps Real utilitzant 

oligonucleòtids i sondes TaqMan (TaqMan gene expression assays) (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), el mix buffer Universal PCR Master Mix No Amp 

Erase® UNG (Applied Biosystems, CA, USA) i l’aparell i Cycler iQ Multicolor Real 

Time PCR (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA). Aquest sistema de sondes 

aprofita l’activitat exonucleasa 5’ a 3’ de la Taq polimerasa. Es dissenya una cadena 

dins la regió flanquejada pels encebadors estàndards. Aquesta cadena actua com a 

sonda ja que porta un fluorocrom unit a l’extrem 5’ i una altra molècula que fa de 

pantalla (quencher) situada a l’extrem 3’ que per proximitat absorbeix la fluorescència 

del fluorocrom. Quan la Taq polimerasa arriba a l’extrem 5’ allibera el fluorocrom 

mitjançant la seva acció exonucleasa i l’allunya del quencher present a l’extrem 3’, 

moment en el qual el fluorocrom emet fluorescència. D’aquesta manera el sistema 

esdevé altament específic ja que el fluorocrom només produeix fluorescència quan 

s’ha amplificat la cadena d’interès. 

 

El procés d’amplificació va consistir en un primer pas de 10 min a 95 ºC per tal 

d’activar la polimerasa. A continuació 40 cicles d’amplificació. Cada pas consisteix en 
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un primer pas de desnaturalització de 30 s a 95 ºC per separar les cadenes de cDNA, 

seguidament el pas d’hibridació amb els oligonucleòtids i les sondes de 30 s a 60 ºC, 

l’elongació de 20 s a 72 ºC i finalment, una incubació a 72 ºC durant 2 min per acabar 

el procés d’amplificació.  

 

Les dades van ser avaluades mitjançant el programa IQ 5 (Bio-Rad Laboratories, 

Carlsbad, CA, USA) d’acord amb les recomanacions del fabricant. Els resultats es 

van analitzar segons el mètode del �Ct utilitzant la �-actina com a gen control de 

l’expressió gènica endògena (247). La Taula 1, mostra les diferents sondes que es 

varen utilitzar per l’amplificació dels gens corresponents a: �-Actina, TGF-�1, 

Fibronectina-1, MMP-2, TIMP-1, Procollagen-1, Procollagen-3.  

Taula 1.- Sondes TaqMan emprades en Real Time PCR: 

Marcador Sonda

�-Actina Rn00667869-m1

TGF-�1 Rn00572010-m1

Fibronectina-1 Rn00569575-m1

MMP-2 Rn02532334-s1

TIMP-1 Rn00587558-m1

Procollagen-1 Rn01526721-m1

Procollagen-3 Rn01437675-m1

 

3.4.3 Western-Blot 
 

El Western-blot és una tècnica que permet determinar la quantitat d’una proteïna en 

concret present en una mostra. Les metodologies que s’utilitzen per la realització d’un 

Western-blot són: en primer lloc, l’obtenció de l’extracte proteic i la determinació de la 

concentració de proteïna. I seguidament la detecció de proteïnes del lisat per mitjà de 

l’electroforesi, l’electrotransferència a una membrana de nitrocel·lulosa i la detecció 

de la proteïna desitjada per immunoquimioluminiscència. 

 

Es va utilitzar un mètode de lisi estàndard per tal d’obtenir l’extracte de proteïna total. 

El teixit es va homogenitzar en tampó de lisi Nonidet-P40 i posteriorment es va 

centrifugar. El sobrenedant amb l’extracte proteic es va recuperar, quantificar i 

congelar a -80 ºC. 
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Composició del tampó de lisis Nonidet-p40:  

� 20 Mm Tris-HCl pH 8 

� 137 mM NaCl 

� 10 % Glicerol 

� 1 % Nonidet P-40 

� 2 Mm EDTA 

 
Es van afegir inhibidors de proteases i fosfatases per evitar processos de proteòlisi, 

desfosforilació i desnaturalització. En el nostre cas es van utilitzar els següents 

inhibidors de proteases i fosfatases:  

 

� EDTA: inhibidor de calçi quelat i ions de magnesi 

� Ortovanadat Sòdic (1mM): inhibidor de les fosfatases sobre les tyrosines.  

� Fluorur Sòdic (5-10 mM): inhibidor de les fosfatases sobre serines i treonines. 

� Aprotonina (2 μg/ml): és un inhibidor de proteases en general. 

� Leupeptina (5-10 μg/ml): és un inhibidor de proteases lisosomals. 

� Anti-pain (2-10 μg/ml): inhibidor de tripsina i plasmina. 

� Pepstatina (1 μg/ml): és un inhibidor de proteases de l’àcid aspàrtic. 

� PMSF (1mM): és inhibidor de proteases en general. 

 

La valoració de proteïnes es va fer amb el mètode colorimètric de Bradford  (BioRad, 

Richmond, CA, USA). Aquest assaig es basa en la reacció d'una solució àcida del 

colorant blau de Coomassie en resposta a diferents concentracions de proteïnes. El 

canvi de color que experimenta el blau de Coomassie al unir-se a proteïnes es pot 

mesurar en un espectrofotòmetre a una longitud d'ona de 595 nm. Per tal de portar a 

terme aquesta valoració és necessari la preparació d’una corba estàndard que es va 

realitzar amb una solució d’Albúmina Sèrica Bovina (BSA) a diferents concentracions.  

 

L’electroforesi de mostres de proteïna en gels d’acrilamida és una eina molt útil que 

es pot usar per separar i comparar complexes proteics, avaluar la puresa de les 

proteïnes en processos de purificació o avaluar característiques físiques de les 

proteïnes (mida, pes molecular, càrrega, punt isoelèctric). El sistema més emprat per 

a la separació de les proteïnes en funció de la seva mida és el SDS-PAGE (Sodium 

Dodecyl Sulphate-PoliAcrilamide Gel Electroforesis) en condicions desnaturalitzats. 

En aquest sistema s’utilitza el detergent SDS que desnaturalitza les proteïnes i els 

dóna una forta càrrega negativa. La majoria de les proteïnes s’uneixen a una 

quantitat constant d’SDS per microgram de proteïna, la qual cosa els dóna una 
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densitat de càrrega uniforme que depèn tan sols de la seva massa. Les proteïnes es 

separen aleshores en una matriu de poliacrilamida-bisacrilamida aplicant un camp 

elèctric. Això permet separar les proteïnes únicament per la seva massa. Tot i això 

pot passar que proteïnes molt carregades tinguin una mobilitat electroforètica que no 

correspongui amb la seva massa, ja que la càrrega global de la proteïna també 

influeixi en la seva mobilitat.  

 

Prèviament a l’electroforesi, les mostres de proteïna es van barrejar amb el tampó de 

càrrega que conté l’SDS. La seva mobilitat en el gel d’acrilamida depèn també de la 

mida de porus del gel, que alhora ve determinat per la concentració de d’acrilamida. 

 

La matriu d’acrilamida té dues parts diferenciades: el gel separador (running) i a 

sobre d’aquest, el gel empaquetador (stacking). La diferència entre aquestes dues 

parts és la concentració d’acrilamida (menor en el gel empaquetador) i el tampó TRIS 

que en el gel empaquetador té una molaritat diferent i un pH més àcid. El percentatge 

d’acrilamida determina el diàmetre del porus que tindrà el gel un cop hagi 

polimeritzat. Aproximadament, el gel empaquetador té un 3,3 % d’acrilamida, el gel 

separador pot tenir entre el 7,5 i el 15 %. El gel empaquetador permet una elevada 

migració de les proteïnes sense gaire diferència entre proteïnes de massa diferent. 

Això permet que totes les proteïnes entrin al gel separador alhora. En el gel 

separador és on es dóna la diferència de mobilitat electroforètica segons el pes 

molecular de la proteïna. La mida del porus (i per tant la concentració de d’acrilamida) 

es tria en funció del pes molecular de la proteïna d’interès: per a proteïnes grans 

s’utilitzen gels amb baix percentatge d’acrilamida i per a proteïnes petites, gels amb 

alt percentatge. En paral·lel a les mostres analitzades es fa córrer un marcador de 

pesos moleculars (Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker, GE Healthcare, 

NY, USA). Aquest, consisteix en diverses proteïnes de pes molecular conegut pre-

marcades, de manera que són visibles sense cap tractament. Això indicarà el grau de 

separació entre les proteïnes i serveix per estimar el pes de les proteïnes estudiades. 

Aquest marcador també és útil per seguir l’avanç de l’electroforesi i l’eficiència de la 

transferència a membranes.  

 

Les solucions utilitzades van ser les següents:  

� Tampó de càrrega (4X)  

950 �l XT Sample Buffer 4X (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA) 

50 �l �-mercaptoetanol 



Material i mètodes 

 - 53 -

� Gel d’empaquetament 

1.5 M Tris HCl (pH 8.8) 

30 % Acrilamida  

10 % SDS 

10 % APS 

TEMED  

� Gel separador  

1 M Tris HCl (pH 6.8) 

30 % Acrilamida  

10 % SDS 

10 % APS 

TEMED 

� Tampó d’electroforesi (10X)  

10 X Tris Glycine SDS (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA) 

 

Les mostres es van preparar afegint tampó de càrrega i escalfant 5 minuts a 100 ºC 

per desnaturalitzar les proteïnes. El sistema d’electroforesi utilitzat va ser el Mini-

PROTEAN (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA). Les mostres es van carregar 

al gel d’acrilamida i es va fer córrer a voltatge constant (100 V) fins que el blau de 

bromofenol de les mostres va començar a escapar-se per la part de baix del gel. A 

cada pouet del gel es va carregar una quantitat de proteïna total que oscila entre els 

40 i els 60 �g depenent de la proteïna d’estudi. 

 

Per tal de poder treballar amb les proteïnes que s’han separat a l’electroforesi és útil 

transferir-les a un suport inert que les retingui. Amb aquesta intenció es fa la 

transferència de les proteïnes des de la matriu d’acrilamida a una membrana 

adequada. Hi ha diverses membranes que retenen les proteïnes de forma efectiva, 

en el nostre cas es van utilitzar membranes de nitrocel·lulosa Hybond ECL (GE 

Healthcare, Buckinghamshire, England). Es tracta de posar el gel que ha migrat en 

contacte amb la membrana de nitrocel·lulosa i crear un camp magnètic que empenyi 

a les proteïnes a sortir del gel. D’aquesta manera les proteïnes es queden sobre la 

membrana i seran susceptibles a unir-se als anticossos específics. 

 

La transferència es va realitzar en el sistema semi-Phor semi-dry transfer unit (Hoefer 

Inc, Holliston, MA, USA) durant 1h 30 min a 140 mA, en el cas de transferir els gels 

de 2 en 2. L’amperatge s’ha d’adaptat a la quantitat de gels que es transeferixen. El 

tampó de transferència emprat va ser el següent: 
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� Tampó de transferència 

10 % 10X Tris Gycine (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA) 

20 % MeOH 

 

A continuació per tal d’assegurar que la transferència s’havia dut a terme de forma 

efectiva, i les proteïnes s’havien transferit a la membrana, es van localitzar les 

diferents bandes proteïques mitjançant la tinció de les membranes amb una solució 

de Ponceau S (0,1 % Ponceau S i 5 % d’àcid acètic en aigua destil·lada). 

 

Un cop les proteïnes han estat transferides a la membrana ja estan disponibles per la 

detecció per anticossos. Per eliminar els llocs d’unió inespecífics, la membrana s’ha 

de  bloquejar amb proteïnes no reactives. En el nostre cas es va fer servir una 

dissolució de llet descremada en pols que s’uneix als llocs d’unió inespecífics que 

queden a la membrana després de la transferència. Després de bloquejar-les, les 

membranes s’incuben amb l’anticòs primari (específic per la proteïna d’interès). En el 

següent pas, un anticòs secundari conjugat a l’enzim peroxidasa reconeix l’anticòs 

primari que s’ha unit a la proteïna d’interès. L’últim pas és la detecció de la proteïna 

per luminescència a través d’una reacció enzimàtica que té lloc quan afegim peròxid 

d’hidrogen.  

 

El bloqueig de les membranes es va fer amb una solució al 5 % en llet descremada 

en pols en TBST-1X durant una hora a temperatura ambient:  

 

� TBS 20X: 
 
500 mM Tris (pH 7.4) 
60 mM KCl 
2.8 M NaCl 

 
� TBS 1X-T (TBS + 0.05 % Tween20)   

5 % llet descremada en pols  

 

Les diferents membranes es van incubar amb els anticòssos primaris durant tota la 

nit a 4 ºC i en agitació. La taula 2, mostra els anticossos amb les seves 

corresponents dilucions utilitzats per la quantificació de les següents proteínes: 

Actina, TGF-�1, Fibronectina-1, MMP-2, TIMP-1, Procollagen-1, Procollagen-3, 

�-SMA. Cases comercials: Abcam Abcam plc, Cambridge, UK; Acris Antibodies 

GmbH, Herford, Germany; Santa Cruz Biotechnology, Ca, USA ; i Chemicon-Millipore 

Co, MA, USA. 



Material i mètodes 

 - 55 -

Taula 2.- Anticossos primaris utilitzats en el Western Blot 

Anticòs
Casa

comercial
Referència

Pes
molecular

(KDa)
Font Dilució

Actina Chemicon MAB1501 42 Ratolí 1:1000

TGF-�1 Abcam ab27969 12,25,50 Ratolí 1:2000

Fibronectina-1 Acris BP8025 190 Conill 1:1000

MMP-2 Abcam ab7032 62 Ratolí 1:1000

TIMP-1 Abcam ab61224 22 Conill 1:1000

Procollagen-1 Abcam ab6308 95 Ratolí 1:1000

Procollagen-3 Santa Cruz Sc28888 190 Conill 1:500

�-SMA Abcam ab18147 42 Ratolí 1:1000 
 

 

Un cop ha transcorregut el temps d’incubació amb l’anticòs primari, es retira la 

membrana i es renta amb TBST-1X a temperatura ambient. Tot seguit s’incuba amb 

l’anticòs secundari a temperatura ambient durant 45-60 min. Tots els anticossos 

secundaris utilitzats estan conjugats amb peroxidasa de rave. La Taula 3, mostra els 

anticossos secundaris i les dil·lucions que es van fer servir.  

 
Taula 3.- Anticossos secundaris utilitzats en el Western Blot 

Anticòs Casa comercial Referència Font Dilució

Anti-mouse IgG HRP BioRad 170-6516 Cabra 1:3000 

Anti-rabbit IgG HRP Santa Cruz Sc2004 Cabra 1:4000 

 

L’últim pas és la detecció de l’anticòs secundari gràcies a l’activitat peroxidasa. Els 

reactius de detecció que es van utilitzar són l’Immun-Star HRP Peroxid Buffer i 

l’Immun-Star HRP Luminol/Enhancer (Bio-Rad Laboratories, Carlsbad, CA, USA) en 

proporció 1:1. Es van incubar les membranes amb al reactiu de luminescència durant 

2 min en una cambra fosca de revelat, es va col·locar un film Hyperfilm ECL (GE 

Healthcare, Buckinghamshire, England) sobre la membrana i es va deixar exposar el 

temps necessari. Tot seguit es van revelar els films en l’aparell Optimax X-Ray Film 

Processor (PROTEC, Germany). Un cop feta la detecció, la membrana es pot 

guardar a 4 ºC ja que pot ser reutilitzada posteriorment per detectar altres proteïnes. 

Això es pot fer mitjançant el procés anomenat stripping que permet eliminar la 

presència d’anticossos de la membrana pràcticament sense alterar les proteïnes que 

s’hi han transferit. La membrana en qüestió és sotmet a un rentat de 5 min amb la 
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solució d’stripping en agitació. Tot seguit, s’augmenta ràpidament el pH a 7-8 i es 

renta 3 vegades amb el tampó de rentat TBST-1X. A partir d’aquí es segueix amb el 

protocol descrit anteriorment. 

 

� Solució d’stripping  

            0,2 M glicina 

 0,5 M NaCl (pH 2.8)



RESULTATS
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4. RESULTATS: 
 

4.1. ESTUDI 1 : EVOLUCIÓ DE LA FIBROSI CARDÍACA PROVOCADA PER 

L’EXERCICI 

 

En aquest estudi es va evaluar l’efecte de l’exercici intens i continuat en el 

desenvolupament del remodelat cardíac per fibrosi.

 

4.1.1 Hipertròfia cardíaca i valoració dels canvis estructurals per 
ecocardiografia
 

A l’inici de l’experiment, el promig dels pesos corporals no mostraven diferències 

entre cap dels grups d’estudi. El pes corporal, el pes del cor i la proporció del pes del 

cor respecte del pes corporal estan resumits a la taula 4. L’exercici va provocar una 

disminució en el pes corporal en tots els grups experimentals. A les16 setmanes, 

aquesta pèrdua de pes va ser significativament diferent entre el grup d’animals 

d’exercici i el seu grup sedentari. El pes del cor no va mostrar canvis significatius 

entre els grups experimentals en cap dels temps d’estudi. En canvi, la proporció entre 

el pes del cor respecte el pes corporal, va mostrar un increment significatiu entre tots 

els grups que van realitzar exercici (4 setmanes, 8 setmanes, 16 setmanes) i els seus 

respectius grups sedentaris.  

 
Taula 4: Pes corporal, pes del cor i proporció entre pes del cor/pes corporal. S: 

Sedentari. E: Exercici. Els resultats corresponen a valors promig ± SEM de 4 animals en el 

cas dels grups sedentaris a 4 i 8 setmanes, de 5 animals en el cas dels grups exercici de 4 i 8 

setmanes, 6 animals en el grup sedentari de 16 setmanes i 8 per al grup exercici de 16 

setmanes. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 

  Pes corporal (g) Pes del cor (g) 

Pes cor (g)/ 

Pes corporal (g) 

(x1000) 

S4      (n=4) 359.00 � 3.83 1.01� 0.05 2.80 � 0.12 
4 setmanes 

E4       (n=5) 318.67 � 6.17 1.04 � 0.04 3.26 � 0.16* 

S8      (n=4) 446.00 � 9.50 1.12 � 0.01 2.52 � 0.04 
8 setmanes 

E8      (n=5) 363.00 � 29.74 1.18 � 0.14 3.29 � 0.10* 

S16    (n=6) 471.83 � 29.48 1.11 � 0.06 2.35 � 0.06 
16 setmanes 

E16    (n=8) 385.50 �13.66* 1.21 � 0.06 3.13 � 0.06* 
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L’Índex de Fulton, analitzat només en els grups experimentals de 16 setmanes, no va 

mostrar diferències significatives entre sedentaris i exercici. No obstant, el pes de 

cada una de les parets cardíaques (normalitzat pel pes corporal) va mostrar un 

increment significatiu en el grup d’exercici en comparació amb el grup sedentari. Els 

resultats dels pesos de les parets cardÍaques i l’Índex de Fulton, es troben resumits a 

la taula 5. 

Taula5: Pes de les diferents parets cardíaques dels grups experimentals de 16 
setmanes. Els resultats corresponen a valors promig ± SEM de 9 animals en cada grup 

experimental. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari.  

 Sedentaris (n=9) Exercici (n=9) 

Aurícula Dreta/ Pes corporal           (g/Kg) 0.091 � 0.006 0.144 � 0.020* 

Aurícula esquerra/ Pes corporal      (g/Kg) 0.083 � 0.010 0.153 � 0.020* 

Ventricle Dret/ Pes corporal             (g/Kg) 0.357 � 0.019 0.433 � 0.029* 

Ventricle Esquerre/ Pes corporal     (g/Kg) 1.837 � 0.057 2.212 � 0.098* 

Septe Interventricular                      (g/Kg) 0.444 � 0.026 0.644 � 0.100 

Paret lliure del Ventricle Esquerre   (g/Kg) 1.394 � 0.052 1.568 � 0.160 

Índex de Fulton 5.227 � 0.259 5.264 � 0.329 

 

 

El desenvolupament d’hipertròfia cardíaca, mesurada pel gruix de les parets dels 

ventricles, es va començar a observar a les 8 setmanes d’exercici (Figura 11). 

Concretament, després de 8 setmanes d’exercici es va observar un increment 

significatiu en el gruix de la paret lliure del ventricle esquerre. En el grup d’exercici de 

16 setmanes, es va observar un increment significatiu en el gruix de la paret lliure del 

ventricle esquerre i en el gruix de la paret del septe que separa els dos ventricles. 



Resultats 

 
Figura 11 : Gruixos de les parets ventriculars normalitzats per el pes corporal. VD: 

ventricle dret. IV: septe interventricular. VE: ventricle esquerre. Els valors corresponen al valor 

promig � SEM de 4 animals per grup. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari.  

 

 

Addicionalment, es va caracteritzar per ecocardiografia l’adaptació morfològica i 

funcional deguda a l’exercici. Aquests anàlisis només es van realitzar en els grups 

experimentals de 8 i 16 setmanes (Taula 6) ja que en el grup de 4 setmanes 

d’exercici no es van observar signes de hipertròfia.  

 

Els resultats obtinguts a les 8 setmanes mostren un increment significatiu en el gruix 

de la paret lliure del ventricle esquerre i en el septe interventricular. En canvi, les 

mesures del diàmetre de la llum del ventricle esquerre, no van mostrar canvis 

significatius. Aquestes dades indiquen que a les 8 setmanes d’exercici intens els 

animals havien desenvolupat una hipertròfia concèntrica. Per altre banda, els 

resultats obtinguts en el grup d’exercici de 16 setmanes mostren un increment 

significatiu tant en el gruix de les parets del ventricle esquerre, com en el diàmetre de 

la seva llum, demostrant una evolució cap a la hipertròfia eccèntrica. A més, el 

conjunt de resultats obtinguts (disminució en la ona S del flux de la vena pulmonar, 

augment  del temps de relaxació isovolumètrica i dilatació de l’aurícula) en els grups 

d’exercici a 8 i 16 setmanes, indiquen una disfunció diastòlica en el ventricle 

esquerre. El grup d’exercici a les 16 setmanes no solament va mostrar disfunció 

diastòlica en el ventricle esquerre sinò que també va presentar una disminució 

significativa en la funció sistòlica d’aquest ventricle. Per altre banda, les mesures 

realitzades en el ventricle dret van mostrar una disminució en la funció diastòlica en 

els animals sotmesos a exercici a les 8 i a les 16 setmanes.  
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Taula 6: Paràmetres ecocardiogràfics en animals sedentaris i exercici a les 8 i a les 16 
setmanes. Pc: Pes corporal. DVEd: Diàmetre del ventricle esquerre al final de la diàstole. 

DVEs: Diàmetre del ventricle esquerre al final de la sístole. IV: Gruix de la paret del septe 

interventricular. PpVE: Gruix de la paret posterior del ventricle esquerre. FE: Fracció d’Ejecció. 

Ric: Temps corregit de relaxació isovolumètrica. DVD: Diàmetre del ventricle dret. PllVD: 

Gruix de la paret lliure del ventricle dret. TAPSE: Excursió de l’anell tricuspide durant la 

sistole. Sm: velocitat de moviment en la paret lateral del ventricle dret. Velocitat E: Pic de 

velocitat de l’emplenament inicial. E DT: Desacceleració de la ona E. DAEs: Diàmetre de 

l’aurícula esquerra al final de la sístole. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 

 

Inicials (Setmana 0) 8 setmanes 16 setmanes 
 

Si (n=11) Ei (n=12) S8 (n=11) E8 (n=12) S16 (n=11) E16 (n=12) 

Dimensions i funció del VE 

DVEd/Pc      (cm/Kg) 3.01�0.07 3.01�0.05 1.59�0.04 1.72�0.03 1.39�0.05 1.63�0.02* 

DVEs/Pc      (cm/Kg) 1.43�0.07 1.51�0.06 0.79�0.03 0.83�0.03 0.72�0.03 0.94�0.03* 

IV/Pc            (cm/Kg) 0.55�0.01 0.56�0.01 0.31�0.01 0.38�0.01* 0.29�0.01 0.36�0.01* 

PpVE/Pc      (cm/Kg) 0.54�0.01 0.54�0.01 0.30�0.01 0.35�0.01* 0.27�0.01 0.32�0.01* 

Massa VE/Pc (g/Kg) 2.68�0.11 2.68�0.07 1.93�0.04 2.14�0.05 1.76�0.06 2.13�0.07* 

IV/DVEd 0.19�0.01 0.19�0.00 0.20�0.01 0.22�0.00* 0.21�0.01 0.22�0.01 

FE (%) 86.99�1.45 85.19�1.31 85.74�0.92 85.66�1.02 83.85�1.02 77.89�1.54* 

Ona S            (cm/s) 32.44�1.53 32.71�1.53 33.39�1.48 31.93�1.45 37.06�1.46 30.45�1.20* 

Ric                  (ms) 1.21�0.06 1.12�0.07 1.21�0.06 1.43�0.07* 1.29�0.05 1.49�0.06 

Dimensions i funció del VD 

DVD/Pc        (cm/Kg) 1.29�0.03 1.27�0.05 0.68�0.02 0.72�0.03 0.60�0.02 0.69�0.02 

PllVD/Pc      (cm/Kg) 0.10�0.02 0.11�0.03 0.06�0.01 0.06�0.01 0.06�0.01 0.07�0.01 

TAPSE          (cm) 3.38�0.68 3.16�0.14 3.41�0.11 3.61�0.09 3.80�0.09 3.43�0.09 

Sm                (cm/s) 8.13�0.68 8.57�0.40 9.42�0.45 9.21�0.47 10.37�0.59 8.99�0.36 

Velocitat E    (cm/s) 75.60�3.51 74.88�2.31 76.61�5.50 60.76�4.27* 63.81�3.63 49.55�3.41 

E DT              (ms) 36.54�1.48 33.15�2.07 34.43�1.39 35.69�3.28 28.49�2.04 44.07�4.31* 

E/A 1.08�0.06 1.20�0.07 1.03�0.05 0.88�0.07 1.03�0.06 0.87�0.05 

Dimensions auriculars 

DAEs/Pc     (cm/Kg) 1.83�0.06 1.87�0.03 0.98�0.03 1.13�0.02* 0.89�0.03 1.14�0.02* 
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4.1.1.2 Histopatologia i anàlisi del grau de fibrosi 
 

La tinció tricròmica de Masson (Figura 12) (específica per col·lagen) va mostrar un 

increment en les cèl·lules intersticials amb aparença de fibroblasts i un excés en la 

deposició de col·lagen al ventricle dret del grup d’animals sotmès a exercici durant 16 

setmanes. No es va observar deposició de col·lagen en el ventricle esquerre en cap 

dels grups experimentals. 

 

 
En la següent figura (Figura 13) es mostren microfotografies representatives del 

ventricle dret, tenyits amb la tinció de vermell de pricrosirius. Les imatges obtingudes 

concorden amb les obtingudes per la tinció de Masson. Les imatges mostren una 

deposició difusa de col·lagen i un desajust en l’arquitectura miocardíaca, sobretot en 

el ventricle dret dels animals sotmesos a exercici durant 16 setmanes. Aquest patró, 

no va ser observat en els ventricles esquerres de cap dels grups estudiats.  

Figura 12: Tricròmica de Masson. Imatges representatives de talls histològics de ventricle 

dret dels diferents grups experimental. A: Grups sedentaris. B: Grups exercici. Ampliació x 100. 

Deposició de col·lagen (blau fletxa). 



Resultats 

 
Figura 13: Vermell de picrosirius. Imatges representatives de talls histològics de ventricle 

dret dels diferents grups experimentals. A: Grups sedentaris. B: Grups exercici Ampliació x 

100. La fotografia corresponent al grup exercici de 16 setmanes presenta  deposició difusa de 

col·lagen (vermell, fletxa).  

 

L’anàlisi morfomètric semiquantitatiu de la deposició de col·lagen, va mostrar un 

increment  significatiu al ventricle dret en el grup sotmès a 16 setmanes d’exercici 

comparat amb el seu grup sedentari. En canvi, la fracció de col·lagen total al septe 

interventricular i a la paret lliure del ventricle esquerre varen romandre semblants 

entre els grups sedentari i exercici de tots els temps estudiats (Figura 14).  

Figura 14: Analis morfomètric de la deposició de col·lagen. VD: ventricle dret. IV: septe 

interventricular. VE: ventricle esquerre. Els resultats s’expressen com a valor promig � SEM 

de 4 animals per grup.  * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari.  
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La concentració de la hidroxiprolina (marcador específic de la deposició de col·lagen) 

es va analtizar als ventricles dret i esquerre (figura 15). Els resultats obtinguts en el 

ventricle esquerre, no van mostrar diferències significatives entre animals de vida 

sedentària i animals sotmesos a exercici en cap dels temps d’estudi. En canvi, els 

resultats obtinguts en el ventricle dret van mostrar un increment significatiu en la 

concentració d’hidroxiprolina en el grup de 16 setmanes d’exercici en comparació 

amb el seu grup d’animals sedentaris.

4.1.1.3 Immunofluorescència 

Per confirmar el procés de remodelat profibròtic en el cor, es va determinar la 

presència de miofibroblasts amb el marcatge contra l’anticòs �-SMA. Aquesta tinció 

es va realitzar únicament en els grups d’animals de 16 setmanes ja que és el temps 

d’estudi en el que es va observar la presència de remodelat fibròtic. Els miofibroblasts 

són un tipus de fibroblasts diferenciats, que es caracteritzen principalment per 

presentar una aparença mixta amb propietats de fibroblast i de cèl·lula de la 

musculatura llisa. En gran part, la seva importància radica en que tenen una major 

capacitat per sintetitzar col·lagen. Per tant, es troben en zones on s’estan produint 

processos de lesió i reparació. Donat que l’anticòs �-SMA és específic per els 

filaments d’actina de la musculatura llisa, també s’observa un marcatge positiu en les 

cèl·lules de la musculatura llisa dels vasos sanguinis. La tinció contra l’anticòs �-SMA 

va mostrar la presència de miofibroblasts a l’espai intersticial dels ventricles drets 

únicament en els animals que havien realitzat exercici (Figura 16). 

 

 

Figura 15: Determinació dels nivells d’hidroxiprolina. VD: ventricle dret. VE: ventricle 

esquerre. Els resultats corresponen al valor del promig � SEM de 4 animals per al grups 

sedentari a 4 i 8 setmanes; de 5 animals per als grups exercici de 4 i 8 setmanes; de 6 

animals per al grup sedentari a 16 setmanes i de 8 animals per al grup exercici a 16 

setmanes. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari.
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4.1.2. Anàlisi de l’expressió d’mRNA

L’expressió de TGF-�1, Fibronectina-1, MMP2, TIMP1, Procol·lagen-I i 

Procol·lagen-III, es va mesurar en cada una de les cambres del cor, en animals 

sedentaris i en animals sotmesos a exercici, en tots els temps d’estudi. En general, 

comparant els grups sedentaris i exercici, cap d’aquests marcadors va presentar 

diferències significatives en la seva expressió fins arribar al temps d’estudi de 16 

setmanes.  

 

Després de 16 setmanes d’exercici intens, l’expressió d’mRNA del TGF-�1 va 

mostrar un increment significatiu comparat amb el seu corresponent grup control tant 

a les aurícules com en el ventricle dret (Figura 17). 

Figura 16: Immunofluorescència de talls histològics del ventricle dret dels grups 

sedentari i exercici a 16 setmanes. Ampliació x 400. Marcatge d’�-SMA (verd) i contratinció 

dels nuclis amb iodur de propidi (vermell).  

 



Resultats 

 
Figura 17: Expressió d’mRNA del TGF-�1 a les quatre cambres cardíaques als diferents 

temps d’estudi, normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerre. VD: 

ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen al valor promig � SEM de 4 

animals per al grups sedentari a 4 i 8 setmanes; de 5 animals per als grups exercici de 4 i 8 

setmanes; de 6 animals per al grup sedentari a 16 setmanes i de 8 animals per al grup 

exercici a 16 setmanes. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 

 

L’expressió de Fibronectina-1 s’incrementa a les 8 setmanes d’exercici, de totes 

maneres no s’observen diferències significatives fins a les 16 setmanes d’exercici 

(Figura 18). L’expressió d’mRNA de Fibronectina-1, va mostrar un increment 

significatiu en el grup experimental de 16 setmanes d’exercici,  tant en l’aurícula detra 

com en el ventricle dret.  

 
 

 
Figura 18: Expressió d’mRNA de la Fibronectina-1 a les quatre cambres cardíaques als 

diferents temps d’estudi, normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula 

esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen al valor promig 

� SEM de 4 animals per al grups sedentari a 4 i 8 setmanes; de 5 animals per als grups 

exercici de 4 i 8 setmanes; de 6 animals per al grup sedentari a 16 setmanes i de 8 animals 

per al grup exercici a 16 setmanes. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 
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Resultats 

L’expressió de la MMP-2 va augmentar significativament a l’aurícula dreta, l’esquerra 

i al ventricle dret en els animals del grup de 16 setmanes d’exercici en comparació 

amb el seu grup sedentari (Figura 19).  

 
Figura 19: Expressió d’mRNA de la MMP-2 a les quatre cambres cardíaques als 

diferents temps d’estudi, normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula 

esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen al valor promig 

� SEM de 4 animals per al grups sedentari a 4 i 8 setmanes; de 5 animals per als grups 

exercici de 4 i 8 setmanes; de 6 animals per al grup sedentari a 16 setmanes i de 8 animals 

per al grup exercici a 16 setmanes. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 

 

L’expressió d’mRNA corresponent al TIMP-1, només va mostrar un increment 

significatiu en el ventricle dret del grup d’animals sotmesos a exercici durant 16 

setmanes, en comparació amb el seu corresponent grup control (Figura 20). 

 

 
 

Figura 20: Expressió d’mRNA del TIMP-1 a les quatre cambres cardíaques als diferents 

temps d’estudi, normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: 

ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen al valor promig � SEM de 4 

animals per al grups sedentari a 4 i 8 setmanes; de 5 animals per als grups exercici de 4 i 8 

setmanes; de 6 animals per al grup sedentari a 16 setmanes i de 8 animals per al grup 

exercici a 16 setmanes. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 
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Finalment, pel que fa a l’expressió d’mRNA dels procol·làgens, es va observar un 

increment significatiu del procol·lagen-I tant a l’aurícula dreta com en el ventricle dret 

dels animals sotmesos a exercici durant 16 setmanes (Figura 21).  

 
Figura 21: Expressió d’mRNA de Procol·lagen-I a les quatre cambres cardíaques als 

diferents temps d’estudi, normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula 

esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen al valorpromig � 

SEM de 4 animals per al grups sedentari a 4 i 8 setmanes; de 5 animals per als grups exercici 

de 4 i 8 setmanes; de 6 animals per al grup sedentari a 16 setmanes i de 8 animals per al 

grup exercici a 16 setmanes. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 

 

L’expressió d’mRNA del procol·lagen-III va mostrar diferències significatives 

únicament a l’aurícula dreta dels animals sotmesos a 16 setmanes d’exercici 

(Figura 22). 

 
Figura 22: Expressió d’mRNA del Procol·lagen-III a les quatre cambres cardíaques als 

diferents temps d’estudi, normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula 

esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen al valor promig 

� SEM de 4 animals per al grups sedentari a 4 i 8 setmanes; de 5 animals per als grups 

exercici de 4 i 8 setmanes; de 6 animals per al grup sedentari a 16 setmanes i de 8 animals 

per al grup exercici a 16 setmanes. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 
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4.1. 3. Anàlisis de Proteïnes per Western-Blot 

Per confirmar si els canvis obtinguts en l’expressió d’mRNA corresponien amb els 

nivells de síntesi proteica, es va mesurar per Western-Blot la quantitat de proteïna de 

TGF-�1, Fibronectina-1, MMP-2, TIMP-1, Col·lagen-I i Col·lagen-III en el miocardi de 

les diferents cambres del cor. Aquestes determinacions només es analitzar en els 

grups sedentari i esport a les 16 setmanes, ja que és el temps d’estudi on es van 

obtenir canvis en l’expressió de mRNA. 

 

La determinació dels nivells proteics de TGF-�1 va mostrar un increment significatiu 

en l’aurícula dreta, en l’esquerra i en el ventricle dret del grup d’animals sotmesos a 

exercici en comparació amb els animals de vida sedentària (Figura 23). En canvi, els 

nivells de la la quantitat de proteina de Fibronectina-1 no van mostrar diferències 

significatives entre els grups experimentals en cap de les cavitats (Figura 23).

 
La quantitat de proteïna mesurada per la MMP2 va ser significativament més elevada 

a les aurícules dels animals sotmesos a exercici, en comparanció amb els del grup 

sedentari (Figura 24). Tanmateix, l’expressió del seu inhibidor (TIMP-1) no va mostrar 

diferències significatives en cap de les cavitats (Figura 24). 

 

 

Figura 23: Nivells d’expressió proteica de TGF-�1 I Fibronectina-1 dels grups sedentari i 

exercici a 16 setmanes normalitzats per expressió de �-actina, en cada una de les 

quatre cambres cardíaques. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: 

ventricle esquerre. Els resultats estan expressats per valor promig � SEM de 6 animals per al 

grup sedentari i 8 animals per al grup control. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 
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Finalment, els nivells proteics dels col·làgens mostren, pel col·lagen-I, un increment 

significatiu en el teixit corresponent a les aurícules i el ventricle dret d’animals del 

grup d’exercici comparant amb els resultats obtinguts en el grup sedentari. En canvi, 

per al col·lagen-III no es van observar diferències en cap de les cavitats estudiades, 

entre els animals d’exercici i els sedentaris (Figura 25). 

 

 

Figura 24: Nivells d’expressió proteica de la MMP-2 i el TIMP-1 dels grups sedentari i 

exercici a 16 setmanes normalitzats per expressió de �-actina, en cada una de les 

quatre cambres cardíaques. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: 

ventricle esquerre. Els resultats estan expressats per valor promig � SEM de 6 animals per al 

grup sedentari i 8 animals per al grup control. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 

Figura 25: Nivells d’expressió proteica de Col·lagen-I i Col·lagen-III dels grups sedentari 

i exercici a 16 setmanes normalitzats per expressió de �-actina, en cada una de les 

quatre cambres cardíaques. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: 

ventricle esquerre.Els resultats estan expressats per valor promig � SEM de 6 animals per al 

grup sedentari i 8 animals per al grup control. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 



Resultats 

4.1.4. Canvis en la conducció elèctrica: remodelat elèctric 

Aquest estudi només es va realitzar a les 16 setmanes ja que és el temps d’estudi en 

el que es va observar la presència de remodelat fibròtic. Per mesurar la conductivitat 

del cor i la susceptibilitat a l’inducció d’arítmies es va introduir un catèter 

especialment dissenyat a l’àpex del ventricle dret. En els animals sotmesos a exercici 

es va detectar un lleuger retard en la conducció ventricular. Això es va poder 

observar per l’augment en la durada del fragment QRS (Taula 7). En canvi, el període 

refractari efectiu obtingut indica que no es van produir canvis en la repolarització 

(Taula 7). 

 

Taula 7: Paràmetres electrofisiològics del ventricle dret als grups sedentari i exercici a 
16 setmanes. PRVE: periòde refractari ventricular efectiu. Els resultats estan expressats per 

valor promig � SEM de 10 animals per al grup sedentari i 11 per al grup exercici.  * p < 0.05 

grup exercici vs grup sedentari. 

  Sedentari (n=10) Exercici (n=11) 

Durada fragment QRS             (ms) 23.5 � 0.4  25.2 � 0.6* 

Durada de l’ECG ventricular    (ms) 17.1 � 0.5 18.2 � 0.6 

PRVE                                       (ms) 39.8 � 1.1 43.2 � 1.3 

 

Per altre banda, durant l’estimulació ventricular programada, es va aconseguir induir 

una arítmia sostinguda en un 42% dels animals sotmesos a exercici, mentre que en 

els animals sedentaris només es va poder induir en un 6% (Figura 26). 

 

 - 72 -

Figura 26: Conducció elèctrica A) Inducció d’arítmies sostingudes (>10s) per estimulació 

elèctrica en animals sedentaris i exercici. B) Exemple de la gràfica de la arítmia ventricular 

polimòrfica obtinguda en una estimulació a un animal sotmès a exercici. 
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4.2. ESTUDI 2: AVALUACIÓ DE LA REVERSIÓ DE LA FIBROSI CARDÍACA 

INDUÏDA PER EXERCICI.  

En aquest estudi es va avaluar si aturar la rutina diària d’exercici podria revertir el 

procés fibrotic induït per l’exercici. El disseny experimental va incloure diferents 

temps d’estudi, concretament 2, 4 i 8 setmanes de repòs després de 16 setmanes 

d’exercici. 

4.2.1 Hipertròfia 

El pes corporal, el pes del cor, i la proporció entre el pes del cor i el pes corporal en el 

moment del sacrifici, estan resumits en la taula 8. Els animals que van realitzar 

exercici van mostrar una disminució significativa en el pes corporal en comparació 

amb els animals sedentaris en tots els temps estudiats. Aquestes diferències es van 

observar en el grup d’animals d’exercici i en els grups d’animals que després de 16 

setmanes d’exercici van passar per un periode de repòs. No obstant, el pes corporal 

va mostrar diferències significatives entre el grup d’animals d’exercici i els grups 

d’animals de repos de 4 i de 8 setmanes. Aquests resultats indiquen que el pes 

corporal es restableix després d’un temps de repòs. 

Taula 8: Pes corporal, pes del cor i proporció entre pes del cor/pes corporal. Els 

resultats corresponen a valors promig ± SEM de 4 animals en el cas de tots els grups 

sedentaris, i de 8 animals en el cas dels grups de 16 setmanes d’exercici i els diferents grups 

de reversibilitat.  * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. # p<0.05 grups de repòs vs grup 

exercici. 

 Pes corporal (g) Pes del cor (g) 
Pes del cor/ 

Pes corporal 

(x1000) 

S        (n=4) 453.67 � 4.91 1.03 � 0.07 2.26 � 0.15 
16 setmanes 

E        (n=8) 363.00 � 8.13* 1.17 � 0.02 3.22 � 0.09* 

S18    (n=4) 469.00 � 19.60 0.99 � 0.02 2.12 � 0.04 2 setmanes de 

repòs R2      (n=8) 372.30 � 14.94* 1.05 � 0.03 2.89 � 0.09*# 

S20    (n=4) 496.50 � 6.94 1.07 � 0.01 2.15 � 0.01 4 setmanes de 

repòs R4      (n=8) 412.00 � 17.82*# 1.06 � 0.04 2.62 � 0.04*# 

S24    (n=4) 538.00 � 1.63 1.17 � 0.03 2.17 � 0.06 8 setmanes de 

repòs R8      (n=8) 429.71 � 15.69*# 1.11 � 0.02 2.60 � 0.11*# 
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El pes del cor no va mostrar diferències entre cap dels grups experimentals. En canvi, 

la proporció entre el pes del cor en relació al pes corporal va mostrar diferencies 

significatives entre el grup sedentari i l’exercici, així com també entre el grup 

sedentari i els grups exercici + repós en tots els temps estudiats. A més, aquesta 

proporció també va presentar diferències significatives entre el grup d’animals 

sotmesos a exercici i tots els grups d’exercici + repós. Aquestes diferències indiquen 

que després d’un temps de repòs els canvis induïts per l’exercici comencen a revertir.  

 

Degut a que els diferents grups d’animals sedentaris (S, S18, S20 i S24) no van 

mostrar diferències entre ells en cap d’aquests paràmetres estudiats, d’ara en 

endavant es considerarà els animals de vida sedentària com a un únic grup d’estudi. 

 

La determinació del gruix de la paret ventricular dreta no va mostrar diferències 

significatives entre cap grup d’estudi. En canvi, les mesures del gruix de la paret del 

septe interventricular i de la paret lliure del ventricle esquerre, van mostrar un 

increment significatiu en els grups exercici i repòs de 2 setmanes respecte el grup 

sedentari. El resultats obtinguts en els grups de 4 i 8 setmanes de repòs mostren 

valors similars als obtinguts en els grups sedentaris. Aquests resultats indiquen que 

desprès d’un període de repòs té lloc un procés de reversió de la hipertròfia 

(Figura 27). 

 

Figura 27: Gruix de les parets ventriculars normalitzats per el pes corporal. VD: ventricle 

dret. IV: septe interventricular. VE: ventricle esquerre. Els valors corresponen al valor promig 

� SEM de 3 animals per cada grup * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. # p < 0.05 grup 

repòs vs grup exercici. 



Resultats 

4.2.2. Histopatologia i anàlisi del grau de fibrosi 
 

Les tincions tricròmica de Masson i de vermell de Picrosirius van mostrar un excés en 

la deposició de col·lagen en el grup exercici en comparació amb el grup sedentari. El 

tractament amb Losartan va prevenir l’acumulació de col·lagen (Figura 28). 

 

 

Figura 28: Tricròmica de Masson i Vermell de picrosirius. A la part superior, imatges 

representatives de talls histològics de ventricle dret tenyits amb la tricròmica de Masson. A la 

part inferior, imatges representatives de talls histològics de ventricle dret tenyits amb vermell 

de picrosirius. S: Sedentari, E: Exercici 16 stmanes, R2: Repòs 2 setmanes, R4: Repòs 4 

setmanes, R8: Repòs 8 setmanes. Ampliació x100. Les fletxes indiquen els llocs on es dóna 

un increment en la deposició de col·lagen. 

 

L’anàlisi morfomètric semiquantitatiu de la deposició de col·lagen va confirmar un 

increment significatiu en la deposició de col·lagen en el ventricle dret del grup sotmès 

a exercici, en comparació amb el grup sedentari, i una parcial regressió en els 

diferents grups de reversibilitat (Figura 29).
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Figura 29: Anàlisi quantitatiu de la deposició de col·lagen. VD: ventricle dret. IV: septe 

interventriculaR. VE: ventricle esquerre.  Els resultats s’expressen com a valor promig � SEM 

de 3 animals per a cada grup experimental.* p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 

# p < 0.05 grup repòs vs grup exercici. 

 
La determinació dels nivells d’hidroxiprolina va mostrar un increment significatiu en el 

grup d’animals sotmesos a exercici i els grups de repòs de 2 i 4 setmanes respecte el 

grup sedentari. A les 8 setmanes de repòs els nivells d’hidroxiprolina van retornar a 

nivells basals (Figura 30). 

 

Figura 30: Nivells d’hidroxiprolina en els diferents grups experimentals. VD: ventricle 

dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen a valors promig ± SEM de 4 animals en 

el grups sedentari, i de 8 animals en el cas dels grups de 16 setmanes d’exercici i els diferents 

grups de reversibilitat. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. # p<0.05 grups de repòs vs 

grup exercici. 
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Per confirmar el procés de reversió de la fibrosis, es va determinar la presència de 

miofibroblasts amb el marcatge contra l’anticos �-SMA. La tinció contra l’anticos �-

SMA va mostra una presència de miofibroblasts en el grup exercici i la seva 

presència va anar disminuint en funció del període de temps de repòs. (Figura 31). 

 

Figura 31: Immunofluorescència per �-SMA de talls histològics de ventricle dret dels 

diferents grups experimentals. S: Sedentari, E: Exercici 16 stmanes, R2: Repòs 2 

setmanes, R4: Repòs 4 setmanes, R8: Repòs 8 setmanes. Ampliacions x100 imatges de la 

part superior. Ampliacions x630, imatges de la part inferior. �-SMA (verd), contratinció dels 

nuclis amb iodur de propidi (vermell).  

 

4.2.3. Anàlisi de l’expressió d’mRNA

L’expressió de TGF-�1, Fibronectina-1, MMP2, TIMP1, Procol·lagen-I i 

Procol·lagen-III, es va mesurar en cada una de les cambres del cor, en animals 

sedentaris, en animals sotmesos a exercici i en els animals de repòs (2, 4 i 8 

setmanes).  

 

L’expressió d’mRNA de TGF-�1 va mostrar un increment significatiu a les aurícules i 

al ventricle dret dels animals d’exercici comparat amb el grup sedentari (Figura 32). 

L’expressió d’mRNA de TGF-�1 en els animals dels grups de repòs van mostrar una 

disminució significativa respecte els animals del grup d’exercici, retornant a valors 

basals (Figura 32). 
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L’expressió de Fibronectina-1 va mostrar un increment significatiu a l’aurícula dreta i 

el ventricle dret dels animals d’exercici comparat amb el grup sedentari (Figura 33). 

L’expressió d’mRNA de Fibronectina-1 en els animals dels grups de repòs van 

mostrar una disminució significativa respecte els animals del grup d’exercici, retornant 

a valors basals (Figura 33). 

 

Figura 32: Expressió d’mRNA del TGF-�1  a les quatre cambres cardíaques als diferents 

temps d’estudi, normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: 

ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen a valors promig ± SEM de 4 

animals en el grups sedentari, i de 8 animals en el cas dels grups de 16 setmanes d’exercici i 

els diferents grups de repòs. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. # p<0.05 grups de 

repòs vs grup exercici.

Figura 33: Expressió d’mRNA de la Fibronectina-1 a les quatre cambres cardíaques als 

diferents temps d’estudi, normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula 

esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen a valors promig 

± SEM de 4 animals en el grups sedentari, i de 8 animals en el cas dels grups de 16 

setmanes d’exercici i els diferents grups de repòs. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 

# p<0 05 grups de repòs vs grup exercici



Resultats 

L’expressió de MMP-2 va mostrar un increment significatiu a l’aurícula dreta i el 

ventricle dret dels animals d’exercici comparat amb el grup sedentari (Figura 34). 

L’expressió d’mRNA de MMP-2 en els animals dels grups de repòs van mostrar una 

disminució significativa respecte els animals del grup d’exercici, retornant a valors 

basals (Figura 34). 

Figura 34: Expressió d’mRNA de la MMP-2 a les quatre cambres cardíaques als 

diferents temps d’estudi, normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula 

esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen a valors promig 

± SEM de 4 animals en el grups sedentari, i de 8 animals en el cas dels grups de 16 

setmanes d’exercici i els diferents grups de repòs. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 

# p<0.05 grups de repòs vs grup exercici. 
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L’expressió d’mRNA corresponent al TIMP-1, no va mostrar cap diferencia 

significativa entre els diferents grups experimentals (Figura 35).   

Figura 35: Expressió d’mRNA del TIMP a les quatre cambres cardíaques als diferents 

temps d’estudi, normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: 

ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen a valors promig ± SEM de 4 

animals en el grups sedentari, i de 8 animals en el cas dels grups de 16 setmanes d’exercici i 

els diferents grups de repòs. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. # p<0.05 grups de 

repòs vs grup exercici  



Resultats 

L’expressió d’mRNA del procol·lagen-I va mostrar un increment significatiu a 

l’aurícula dreta i el ventricle dret dels animals d’exercici comparat amb el grup 

sedentari (Figura 36). L’expressió d’mRNA del procol·lagen-I en els animals dels 

grups de repòs van mostrar una disminució significativa respecte els animals del grup 

d’exercici, retornant a valors basals (Figura 36). 

Figura 36: Expressió d’mRNA del Procol·lagen-I a les quatre cambres cardíaques als 

diferents temps d’estudi, normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula 

esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen a valors promig 

± SEM de 4 animals en el grups sedentari, i de 8 animals en el cas dels grups de 16 

setmanes d’exercici i els diferents grups de repòs. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. 

# p<0.05 grups de repòs vs grup exercici. 
 

L’expressió d’mRNA del procol·lagen-III va mostrar un increment significatiu a 

l’aurícula dreta dels animals d’exercici comparat amb el grup sedentari (Figura 37). 

L’expressió d’mRNA del procol·lagen-III en els animals dels grups de repòs van 

mostrar una disminució significativa respecte els animals del grup d’exercici, retornant 

a valors basals (Figura 37).  

 - 80 -



Resultats 

 - 81 -

 
 

Figura 37: Expressió d’mRNA de Procol·lagen-III a les quatre cambres cardíaques als 

diferents temps d’estudi, normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula 

esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen a valors promig 

± SEM de 4 animals en el grups sedentari, i de 8 animals en el cas dels grups de 16 

setmanes d’exercici i els diferents grups de reversibilitat. * p < 0.05 grup exercici vs grup 

sedentari. # p<0.05 grups de reversibilitat vs grup exercici. 
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4.3. ESTUDI 3: EFECTE DEL LOSARTAN EN EL DESENVOLUPAMENT DE LA 

FIBROSI CARDÍACA 

 

En aquest estudi es va evaluar la possible prevenció del proces fibrotic induït per 

l’exercici mitjançant l’administració d’un inhibidor del receptor AT-1 de 

l’angiotensina-II. 

 

4.3.1 Hipertròfia cardíaca 

Igual que s’ha observat en els estudis anteriors, l’exercici va provocar una disminució 

en el pes corporal. Aquesta pèrdua de pes va mostrar diferències significatives entre 

el grup d’animals exercici i el grup sedentari. El tractament amb Losartan no va ser 

capaç de modificar aquesta pèrdua de pes (Taula 9). Els pesos del cor no van 

mostrar diferències significatives entre els diferents grups experimentals (Taula 9). No 

obstant, la proporció entre el pes del cor en relació al pes corporal, va mostrar 

diferències significatives entre els grups d’exercici i exercici + Losartan en 

comparació amb els seus respectius grups d’ animals sedentaris (Taula 9).  

Taula 9: Pes corporal, pes del cor i proporció entre pes del cor/pes corporal. Els 

resultats corresponen a valors promig ± SEM de 3 animals en els grups sedentari i sedentari + 

Losartan  i de 4 animals en el cas dels grups exercici i exercici + Losartan. * p < 0.05 grup 

exercici vs grup sedentari. $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs exercici + Losartan. # p < 0.05 

exercici vs exercici + Losartan. 

 

 Pes corporal Pes del cor 

Per del cor/ 

Pes corporal 

(x1000) 

Sedentari (n=3) 414.8 ± 13.98   1.027 ± 0.090 2.44 � 0.09 

Sedentari + Losartan (n=3) 382.5 ± 17.97  0.940 ± 0.090 2.45 � 0.25    

Exercici  (n=4) 357.1 ± 8.25 *  1.118 ± 0.050 3.08 � 0.06 * 

Exercici + Losartan (n=4) 339.7 ± 8.96  $ 1.025 ± 0.042 3.12 � 0.04  $ 
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La determinació del gruix de la paret ventricular dreta no va mostrar diferències 

significatives entre cap dels grups d’estudi. Els grups d’exercici i d’exercici + Losartan 

van mostrar un increment significatiu en els gruixos del septe interventricular i de la 

paret lliure del ventricle esquerre en comparació amb els seus respectius grups 

sedentaris (Figura 38). No obstant, el grup tractat amb Losartan va mostrar una 

reducció significativa del gruix de la paret lliure del ventricle esquerre en comparació 

amb el grup d’exercici no tractat (Figura 38). 

4.3.2. Histopatologia 
 

Les tincions tricròmica de Masson i de vermell de Picrosirius van mostrar un excés en 

la deposició de col·lagen en el grup exercici en comparació amb el grup sedentari. En 

el grup exercici + Losartan es va prevenir aquesta acumulació de col·lagen 

(Figura 39). 

Figura 38: Gruixos de les parets ventriculars normalitzats per el pes corporal. VD: 

ventricle dret. IV: septe interventricular. VE: ventricle esquerre. Els valors corresponen al valor 

promig � SEM de 2 animals per a als grups sedentaris i exercici; i de 3 animals per als grups 

sedentari + Losartan i exercici + Losartan de 16 setmanes. * p < 0.05 grup exercici vs grup 

sedentari. $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs exercici + Losartan; i , # p < 0.05 exercici vs 

exercici + Losartan. 



Resultats 

Figura 39: Tricròmica de Masson i Vermell de Pircrosirius dels diferents grups 
experimentals. S: Sedentari, S + LOS: Sedentari + Losartan, E: Exercici, E + LOS: Exercici + 

Losartan. A) Imatges representatives de talls histològics de ventricle dret tenyides amb la 

tricròmica de Masson. B) Imatges representatives de talls histològics de ventricle dret tenyides 

amb vermell de picrosirius. Ampliació x100. Les fletxes indiquen un increment en la deposició 

de col·lagen. 

 

3.3. Anàlisi de la expressió d’mRNA

L’expressió de TGF-�1, Fibronectina-1, MMP2, TIMP1, Procol·lagen-I i 

Procol·lagen-III, es va mesurar en cada una de les cambres del cor, en els grups 

d’animals sedentari i d’exercici tractats amb Losartan i sense tractar. 

 

L’expressió d’mRNA del TGF-�1 va mostrar un increment significatiu a l’aurícula 

dreta i el ventricle dret dels animals d’exercici comparat amb el grup sedentari (Figura 

32). L’expressió d’mRNA del TGF-�1 en el grup d’exercici tractat amb Losartan va 

mostrar uns valors significativament menors respecte els animals del grup d’exercici. 

El tractament amb Losartan va ser capaç de prevenir el increment de l’expressió de 

TGF-�1 provocat per l’exercici intens i continuat (Figura 40). 
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L’expressió de Fibronectina-1 va mostrar un increment significatiu a l’aurícula dreta i 

al ventricle dret dels animals d’exercici comparat amb el grup sedentari (Figura 41). 

L’expressió d’mRNA de Fibronectina-1 en el grup d’exercici tractat amb Losartan va 

mostrar uns valors significativament menors respecte els animals del grup d’exercici 

no tractats. El tractament amb Losartan va ser capaç de prevenir l’increment de 

l’expressió de Fibronectina-1 provocat per l’exercici intens i continuat (Figura 41). 

 

 

Figura 41: Expressió d’mRNA de la Fibronectina-1 a les quatre cambres cardíaques 

normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle 

esquerre. Els resultats corresponen a valors promig ± SEM de 3 animals en el cas dels grups 

sedentari i sedentari + Losartan;  i de 4 animals en el cas dels grups exercici i exercici + 

Losartan.  * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs 

exercici + Losartan. # p < 0.05 exercici vs exercici + Losartan. 

Figura 40: Expressió d’mRNA del TGF-�1  a les quatre cambres cardíaque, normalitzat 

per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle 

esquerre. Els resultats corresponen a valors promig ± SEM de 3 animals en el cas dels grups 

sedentari i sedentari + Losartan;  i de 4 animals en el cas dels grups exercici i exercici + 

Losartan. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs exercici 

+ Losartan. # p < 0.05 exercici vs exercici + Losartan. 



Resultats 

 

L’expressió de de la MMP-2  va mostrar un increment significatiu a l’aurícula dreta i al 

ventricle dret dels animals d’exercici comparat amb el grup sedentari (Figura 42). 

L’expressió d’mRNA de la MMP-2 en el grup d’exercici tractat amb Losartan va 

mostrar uns valors significativament menors respecte els animals del grup d’exercici 

no tractats. El tractament amb Losartan va ser capaç de prevenir l’increment de 

l’expressió de la MMP-2 provocat per l’exercici intens i continuat (Figura 42). 

Figura 42: Expressió d’mRNA de la MMP-2  a les quatre cambres cardíaques normalitzat 

per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle 

esquerre. Els resultats corresponen a valors promig ± SEM de 3 animals en el cas dels grups 

sedentari i sedentari + Losartan;  i de 4 animals en el cas dels grups exercici i exercici + 

Losartan.  * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs 

exercici + Losartan. # p < 0.05 exercici vs exercici + Losartan.
 

L’expressió d’mRNA corresponent a l’inhibidor TIMP-1 només va mostrar un 

increment significatiu en la seva expressió en el ventricle dret del grup d’animals 

d’exercici comparat amb el seu grup control. Aquest increment en l’expressió no es 

va produir en el grup d’exercici tractat amb Losartan, indicant l’efectivitat d’aquest 

tractament en la prevenció dels increments d’expressió provocats per l’exercici 

(Figura 43).   
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Figura 43: Expressió d’mRNA del TIMP-1 a les quatre cambres cardíaques, normalitzat 

per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle 

esquerre. Els resultats corresponen a valors promig ± SEM de 3 animals en el cas dels grups 

sedentari i sedentari + Losartan;  i de 4 animals en el cas dels grups exercici i exercici + 

Losartan. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs exercici 

+ Losartan. # p < 0.05 exercici vs exercici + Losartan.
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L’expressió d’mRNA del procol·lagen-I va mostrar un increment significatiu a 

l’aurícula dreta i esquerra dels animals d’exercici comparat amb el grup sedentari 

(Figura 44). L’expressió d’mRNA del procol·lagen-I en els animals del grup d’exercici 

tractat amb Losartan va mostrar una disminució respecte els animals del grup 

d’exercici, encara que només va ser estadísticament significativa a l’aurícula dreta. 

De totes maneres, el grup d’exercici tractat amb Losartan no van mostrar en cap cas 

un increment significatiu respecte als grups sedentaris. (Figura 44). 

 

Figura 44: Expressió d’mRNA del Procol·lagen-I a les quatre cambres cardíaques, 

normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle 

esquerre. Els resultats corresponen a valors promig ± SEM de 3 animals en el cas dels grups 

sedentari i sedentari + Losartan;  i de 4 animals en el cas dels grups exercici i exercici + 

Losartan.  * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs 

exercici + Losartan. # p < 0.05 exercici vs exercici + Losartan.
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L’expressió d’mRNA del procol·lagen-III va mostrar un increment significatiu a 

l’aurícula dreta dels animals d’exercici comparat amb el grup sedentari (Figura 37). 

L’expressió d’mRNA del procol·lagen-III en els animals del grup d’exercici tractat amb 

Losartan va mostrar una expressió significativament menor respecte els animals del 

grup d’exercici. Per tant, el tractament amb Losartan va ser capaç de prevenir el 

increment de l’expressió del procol·lagen-III provocat per l’exercici intens i continuat 

(Figura 45).  

 
 

3.4. Anàlisis de Proteïnes per Western-Blot

Per confirmar si els canvis obtinguts en l’expressió d’mRNA corresponien amb els 

nivells de síntesi proteica, es va mesurar per Western-Blot la quantitat de proteïna de 

TGF-�1, Fibronectina-1, MMP-2, TIMP-1, Col·lagen-I i Col·lagen-III en el miocardi de 

les diferents cambres del cor. Corroborant els resultats d’expressió de mRNA 

obtinguts per RT-PCR, després de 16 setmanes d’exercici, es va obtenir un 

increment significatiu en els nivells proteics de TGF-�1 tant en la aurícula dreta, com 

en l’esquerra i també en el ventricle dret del grup d’animals sotmesos a exercici en 

comparació amb els animals de vida sedentària (Figura 46). El tractament amb 

Losartan va ser capaç de prevenir aquests increments (Figura 46). 

Figura 45: Expressió d’mRNA del Procol·lagen-III a les quatre cambres cardíaques 

normalitzat per �-actina. AD: aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle 

esquerre. Els resultats corresponen a valors promig ± SEM de 3 animals en el cas dels grups 

sedentari i sedentari + Losartan;  i de 4 animals en el cas dels grups exercici i exercici + 

Losartan. * p < 0.05 grup exercici vs grup sedentari. $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs 

exercici + Losartan. # p < 0.05 exercici vs exercici + Losartan.
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Corroborant els resultats d’expressió de mRNA obtinguts per RT-PCR, després de 16 

setmanes d’exercici, es va obtenir un increment significatiu en els nivells proteics de 

Fibronectina-1 tant en la aurícula dreta, com en el ventricle dret del grup d’animals 

sotmesos a exercici en comparació amb els animals de vida sedentària. El tractament 

amb Losartan va ser capaç de prevenir aquest increment (Figura 47)

Figura 46: Nivells d’expressió proteica pel TGF-�1 normalitzat per �-actina. AD: aurícula 

dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats corresponen a 

valors promig ± SEM de 3 animals en el cas dels grups sedentari i sedentari + Losartan i de 4 

animals en el cas dels grups exercici i exercici + Losartan. * p < 0.05 grup exercici vs grup 

sedentari; $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs exercici + Losartan i  # p < 0.05 exercici vs 

exercici + Losartan
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La quantitat de proteïna mesurada per a la MMP2 va ser significativament més 

elevada en l’aurícula dreta dels animals sotmesos a exercici comparant amb el grup 

sedentari (Figura 48). El tractament amb Losartan va ser capaç de prevenir aquest 

increment. A més, el grup d’exercici tractat amb Losartan també va mostrar una 

disminució significativa en els nivells de proteïna en el ventricle dret respecte el grup 

d’exercici no tractat. (Figura 48) 

Figura 47: Nivells d’expressió proteica de Fibronectina-1 normalitzada per �-actina. AD: 

aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats 

corresponen a valors promig ± SEM de 3 animals en el cas dels grups sedentari i sedentari + 

Losartan  i de 4 animals en el cas dels grups exercici i exercici + Losartan. * p < 0.05 grup 

exercici vs grup sedentari; $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs exercici + Losartan i  # p < 0.05 

exercici vs exercici + Losartan. 



Resultats 

Figura 48: Nivells d’expressió proteica de MMP-2 normalitzats per �-actina. AD: aurícula 

dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats 

corresponen a valors promig ± SEM de 3 animals en el cas dels grups sedentari i sedentari + 

Losartan i de 4 animals en el cas dels grups exercici i exercici + Losartan. * p < 0.05 grup 

exercici vs grup sedentari. $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs exercici + Losartan. # p < 0.05 

exercici vs exercici + Losartan. 

 
La quantitat de proteïna mesurada pel TIMP-1 va ser significativament més elevada 

en les aurícules i el ventricle dret del grup d’animals sotmesos a exercici comparant 

amb el grup sedentari (Figura 49). El tractament amb Losartan va ser capaç de 

prevenir aquest increment (Figura 49). 
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Finalment, els nivells proteics dels col·làgens mostren, per al col·lagen-I, un increment 

significatiu l’aurícula dreta del grup d’animals sotmesos a exercici comparant amb el 

grup sedentari. El tractament amb Losartan va ser capaç de prevenir aquest increment 

(Figura 50).  

Figura 49: Nivells d’expressió proteica de TIMP-1 normalitzats per �-actina. AD: aurícula 

dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats 

corresponen a valors promig ± SEM de 3 animals en el cas dels grups sedentari i sedentari + 

Losartan i de 4 animals en el cas dels grups exercici i exercici + Losartan. * p < 0.05 grup 

exercici vs grup sedentari. $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs exercici + Losartan. # p < 0.05 

exercici vs exercici + Losartan. 

Figura 50: Nivells d’expressió proteica de Col·lagen-I normalitzats per �-actina. AD: 

aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats 

corresponen a valors promig ± SEM de 3 animals en el cas dels grups sedentari i sedentari + 

Losartan i de 4 animals en el cas dels grups exercici i exercici + Losartan. * p < 0.05 grup 

exercici vs grup sedentari. $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs exercici + Losartan. # p < 0.05 

exercici vs exercici + Losartan
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Els nivells d’expressió per al col·lagenIII van mostrar un increment significatiu a 

l’aurícula esquerra i al ventricle dret dels animals sotmesos a exercici en comparació 

amb el grup d’animals de vida sedentària. El tractament amb Losartan va prevenir 

aquests increments. A més, els nivells de proteïna a l’aurícula dreta del grup d’exercici 

tractat amb Losartan va mostrar una disminució significativa en comparació amb els 

nivells de proteïna del grup d’exercici no tractat (Figura 51). 

Figura 50: Nivells d’expressió proteica de Col·lagen-I normalitzats per �-actina. AD: 

aurícula dreta. AE: aurícula esquerra. VD: ventricle dret. VE: ventricle esquerre. Els resultats 

corresponen a valors promig ± SEM de 3 animals en el cas dels grups sedentari i sedentari + 

Losartan i de 4 animals en el cas dels grups exercici i exercici + Losartan. * p < 0.05 grup 

exercici vs grup sedentari. $ p < 0.05 sedentari + Losartan vs exercici + Losartan. # p < 0.05 

exercici vs exercici + Losartan
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5. DISCUSSIÓ 
 

Una llegenda de l’antiga Grècia diu que Filípides va córrer 250 Km en dos dies per 

sol·licitar ajuda als espartans quan Atenes estava sent envaïda. Més tard, quan se li 

va encomanar córrer cap Atenes per declarar la victòria dels grecs davant els perses, 

en la batalla de Marató, després de córrer els 25 Km que separaven les dues 

poblacions, es va desplomar i va caure mort. Es podria hipotetitzar que patia algun 

tipus d’anomalia en les artèries coronàries, que va tenir un accident cerebral, o sofria 

alguna mena de cardiomiopatia ventricular congènita, com passa en alguns atletes de 

la regió del Veneto (248). En l’actualitat, es sap que l’exercici crònic indueix canvis 

hemodinàmics que alteren les condicions de càrrega del cor i generen adaptacions 

estructurals (77;79;108).  

 

Generalment, aquests canvis estructurals han estat considerats avantatjosos, no 

perjudicials, i formen part del conjunt d’adaptacions del cor a l’exercici que s’engloben 

en el cor d’atleta (80;83;108). No obstant, existeix la necessitat d’establir models animals 

per tal d’avaluar l’efecte de practicar diferents modalitats d’exercici d’alt rendiment a 

llarg termini, donada la seva creixent popularitat (249) i la seva possible associació 

amb el risc de patir repetides lesions cardiovasculars i arítmies (14;16;250). En l’actualitat 

existeix un creixent interès en saber si l’exercici és el culpable de les morts sobtades 

de futbolistes i altres esportistes d’èlit que han aparegut últimament en diferents 

medis de comunicació. Donar resposta a les preguntes que es plantegen sobre els 

riscs associats a l’exercici, és necessari no només per garantir la seguretat dels 

atletes sinó també per a protegir la reputació de l’exercici com una de les 

intervencions més eficaces pel bé de la salut (5;8;73;251). 

 

Aquest treball descriu un model d’exercici crònic en animals i demostra l’existència 

d’una relació entre la pràctica d’exercici intens i perllongat en el temps amb la 

presència de processos de remodelat per fibrosi en diverses regions del cor.  

 

El model establert es va dissenyar per avaluar la naturalesa dels canvis induïts per 

l’exercici en el cor, seguint la seva evolució al llarg del temps. Per fer-ho, es va 

programar l’entrenament de resistència en diferents temps d’estudi (4, 8 i 16 

setmanes). A partir de les 8 setmanes d’entrenament és quan es van començar a 

observar canvis significatius en els paràmetres estudiats. De totes maneres, els 

canvis més importants no es van observar fins a les 16 setmanes d’exercici. Per això, 

les 16 setmanes d’exercici ha estat el temps d’estudi escollit en la majoria dels 

experiments realitzats en aquest treball. Després de 16 setmanes d’exercici intens, es 
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van observar canvis en la morfologia i funció cardíaca. A més també es van observar 

diferencies en el contingut fibrós del teixit, un increment en l’expressió de diferents 

marcadors de fibrosi i una major susceptibilitat a la arítmia. En conjunt, tot això 

suggereix que l’exercici crònic pot promoure la remodelació en el teixit cardíac i 

facilitar l’aparició d’arítmies.  

 

Els nostres resultats mostren un increment significatiu en el gruix de les parets del 

ventricle esquerre a partir de les 8 setmanes d’exercici intens. A més, la massa 

cardíaca total va ser significativament major en tots els temps d’estudi. L’avaluació 

dels talls histològics no va mostrar signes d’edema ni d’infiltració de cèl·lules 

inflamatòries. En canvi, es va obserbar un augment en la mida dels miocits. Per tant, 

l’increment en el pes del teixit es podria atribuir a aquest augment en la mida dels 

miòcits. A més, a les 16 setmanes es va mesurar individualment la massa del teixit de 

cada una de les cambres cardíaques i en tots els casos van mostrar un increment 

significatiu respecte a les cambres del grup sedentari. Aquests resultats coincideixen 

amb els descrits en altres estudis experimentals que utilitzen models animals 

d’exercici similars al nostre i també observen un increment en la massa de les 

cavitats cardíaques (232;236). Tot plegat indica que el protocol d’exercici establert en 

aquest treball indueix el desenvolupament d’hipertròfia associada a l’exercici.  

 

Per confirmar el desenvolupament d’hipertròfia cardíaca, es van mesurar les 

dimensions de les cavitats i el gruix de les parets cardíaques per ecocardiografia. El 

grup d’animals que va realitzar exercici durant 16 setmanes, presentava una marcada 

dilatació en la llum del ventricle esquerre. En conjunt amb l’increment en el gruix de la 

paret del ventricle esquerre, aquests resultats indiquen que com a conseqüència de 

la pràctica intensa d’exercici, es va produir un procés d’hipertròfia eccèntrica (252;253). 

L’hipertròfia eccèntrica és un esdeveniment freqüent en esportistes que realitzen 

activitats de resistència aeròbiques, com curses de marató, triatlons, ciclisme, 

etcètera, ja que forma part del conjunt d’adaptacions del cor d’atleta. Per tant, que els 

nostres animals de 16 setmanes d’exercici hagin desenvolupat hipertròfia eccèntrica 

comfirma la utilitat d’aquest model experimental com a eina per l’estudi dels canvis en 

el cor provocats per una pràctica extrema d’exercici. 

 

Mitjançant aquest model hem observat que 16 setmanes d’exercici provoquen 

disfunció diastòlica en el ventricle dret amb una tendència a la dilatació. Aquests 

resultats també han estat reçentment descrits en esportistes de resistència d’alt nivell 

(250). A més, pel que fa al ventricle esquerre, hi ha un estudi que descriu que 12 

setmanes de jogging són suficients per induir un increment en el gruix de la paret 
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ventricular esquerra en individus prèviament sedentaris (254). Els nostres resultats 

coincideixen amb els que han obtingut en aquest estudi ja que a partir de les 8 

setmanes d’exercici també hem observat signes hipertròfia i disfunció en el ventricle 

esquerre, conjuntament amb la dilatació de l’aurícula esquerra. Tots aquests resultats 

demostren que l’exercici intens i continuat provoca canvis estructurals que podrien 

distorsionar la funció cardíaca. 

 

Al llarg dels estudis realitzats en la present tesi doctoral, s’ha avaluat la hipòtesi inicial 

de que l’exercici intens provoca un seguit de càrregues de pressió i volum que poden 

causar petites lesions cardíaques. L’acúmul d’aquestes lesions provocades per 

l’exercici, amb el pas del temps, podrien induir respostes maladaptatives com el 

remodelat i la fibrosi. Els procesos de remodelat i fibrosi poden conduir a una 

posterior disfunció del teixit cardíac, d’una manera semblant a la que es troba en 

estats patològics com la sobrecàrrega crònica que té lloc durant l’insuficiència 

cardíaca o la hipertensió (255;256). La presència de fibrosi cardíaca demostra 

l’existència de remodelat estructural i a més afavoreix l’aparició i el manteniment 

d’arítmies (110;111). Alhora, l’aparició d’arítmies facilita el remodelat elèctric. En 

condicions normals la deposició de col·lagen en el cor és baixa, en canvi, en estats 

patològics com la hipertròfia, el infart de miocardi i la fallida cardíaca, es dóna un 

marcat increment en aquesta deposició (206). En el nostre model animal, s’ha detectat 

fibrosi en el teixit miocardíac mitjançant la l’observació i quantificació de la deposició 

de col·lagen en talls histològics, la determinació dels nivells d’hidroxiprolina, i per 

l’anàlisi de l’expressió de marcadors profibròtics i components de la matriu 

extracel·lular. A més, mitjançant técniques immunohistològiques es va localitzar una 

presència important de miofibroblasts, essent aquest un tipus cel·lular força atípic en 

el teixit cardíac saludable (257). En conjunt aquests resultats demostren que els 

nostres animals van desenvolupar fibrosi intersticial després de 16 setmanes 

d’exercici intens. La presència de fibrosi en el teixit cardiac es va observar en paral·lel 

amb el desenvolupament de la disfunció diastòlica, indicant que aquesta alteració en 

la capacitat de distensió del teixit es podría atribuïr a la presència de fibrosi. En 

aquest sentit, diversos estudis realitzats amb models animals d’exercici agut, mostren 

la formació de teixit de cicatrització en el cor i també l’expressió elevada de 

marcadors de dany cardíac immediatament després d’una sessió intensa d’exercici 

(231;258). Tant els nostres resultats com els d’aquests estudis relacionen l’exercici amb 

alteracions en la bioquímica del teixit cardíac. 

 

Els animals que van realitzar 16 setmanes d’exercici intens van mostrar un increment 

significatiu en la expressió de TGF-�1, tant en el ventricle dret com en les dues 
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aurícules. El TGF-�1 és un potent estimulador de la producció de col·lagen en els 

miofibroblasts cardíacs (38) i condueix al desenvolupament de fibrosi. Hi ha molts 

estudis experimentals que relacionen els increments d’aquesta citocina amb la 

transformació fenotípica dels fibroblasts i el desenvolupament de fibrosi cardíaca 

(141;158-160;259;260). Al mateix temps, es va observar una major expressió en diversos 

components de la matriu extracel·lular com la fibronectina-1, els col·làgens, la MMP-2 

i el TIMP-1. El col·lagen tipus I determina la rigidesa del múscul cardíac, mentre que 

el col·lagen tipus III té més capacitat de distensió i en determina l’elasticitat. Per tant, 

la relació entre el col·lagen tipus I i el col·lagen tipus III determina la rigidesa del teixit 

cardíac (261). Al llarg dels nostres experiments, hem pogut observar que, després de 

16 setmanes d’exercici, es dóna un increment significatiu tant en l’expressió de 

mRNA com en la síntesi proteica del col·lagen tipus I, en la meitat dreta del cor. En 

canvi l’expressió i la síntesi de col·lagen tipus III es manté sense canvis. Aquests 

resultats indiquen que l’exercici crònic incrementa la rigidesa cardíaca en algunes 

cambres cardíaques per mitjà de l’alteració de l’estructura i composició natural de la 

matriu extracel·lular, explicant la disfunció diastòlica observada a les 

ecocardiografies.  

 

El contingut en col·lagen del miocardi depèn de l’equilibri entre la seva síntesi i 

degradació. El metabolisme del col·lagen extracel·lular, està estrictament regulat per 

l’activitat coordinada de les MMPs i els TIMPs (262), l’expressió dels quals es regulada 

per citocines i factors de creixement alliberats al medi principalment pels fibroblasts. 

La MMP-2 és un enzim proteolític que en estat activat indueix la disrupció de les 

proteïnes de la matriu extracel·lular i promou la fibrogènesi (263). L’activitat 

extracel·lular de la MMP-2 está regulada parcialment per l’inhibidor tissular TIMP-1 

(264). És important conèixer la relació entre l’activitat de MMPs i TIMPs durant 

qualsevol procés fibròtic ja que permet valorar l’estat de la matriu. En els nostres 

estudis, es va obtenir un increment en l’expressió de mRNA de l’MMP-2, tant a les 

aurícules com en el ventricle dret del grup sotmès a exercici, a partir de les 8 

setmanes, que va esdevenir significatiu a les 16 setmanes. En quant als resultats 

obtinguts per a l’expressió d’mRNA del TIMP-1, també es van observar petits 

increments en els grups exercici de 8 setmanes, a les dues aurícules i al ventricle 

dret. A les 16 setmanes es van continuar observant aquests increments que 

únicament van ser estadísticament sigificatius en el ventricle dret. A nivell proteic, es 

va obtenir un increment significatiu en la síntesi de MMP-2 a les dues aurícules en els 

animals sotmesos a exercici durant 16 setmanes.  Per contra, els nivells de proteïna 

pel TIMP-1 van romandre sense canvis entre els diferents grups i en totes les 

cambres.  
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Una possible explicació per aquests resultats, seria la següent: davant de la situació 

de sobrecàrrega que es produeix durant l’exercici, el teixit miocardíac activa un seguit 

de mecanismes que inicien els processos adaptatius. En primer lloc, els miòcits 

responen a la creixent càrrega d’estrès incrementant la seva mida. Al fer-ho es 

produeix el primer fenomen observat, la hipertròfia. Per tal de crear l’espai necessari, 

els fibroblasts cardíacs comencen a expressar MMPs que degraden la matriu 

extracel·lular (263;265). Durant aquest procés es poden produir petites lesions. Algunes 

d’aquestes lesions podrien comportar la mort d’algun miòcit, i per tant, iniciarien un 

procés de recanvi i pèrdua cel·lular. Tant la mort cel·lular com la degradació de la 

matriu extracel·lular generen espais buits entre els miòcits. Els fibroblasts reemplacen 

aquests espais buits, i expressen TGF-�1, un reconegut factor de creixement de 

fibroblasts i un dels estímuls responsables de la diferenciació d’aquests a 

miofibroblasts (266). El TGF-�1 actua promovent la quimiotaxis i l’activitat 

sintetitzadora de col·lagen de fibroblasts i miofibroblasts. Els miofibroblasts, 

generalment apareixen en situacions patològiques com la fibrosi intersticial 

progressiva, que es pot observar en diferents òrgans com a conseqüència de 

diversos tipus de danys (267;268). En aquestes situacions, els miofibroblasts proliferen i 

secreten proteïnes de la matriu extracel·lular, especialment col·lagen tipus I i 

col·lagen tipus III (267-271). Tot plegat promou la desestructuració i l’expansió de la 

matriu extracel·lular, que finalment, pot acabar causant alteracions en la conducció 

elèctrica entre els miòcits, forçant l’aparició de vies alternatives i circuits de reentrada.  

 

Els increments observats tant en l’expressió i síntesi de TGF-�1 i MMP-2, com en la 

deposició de col·lagen induïts per l’exercici apareixen en funció del temps. A més, 

aquests canvis són específics per cada una de les cambres, ja que el ventricle 

esquerre aparentment no està afectat. Assumint que l’exercici incrementa les 

condicions de càrrega del cor en totes les cambres per igual (252), sembla raonable 

pensar que s’obtindrà un major remodelat profibròtic en aquelles cambres que tenen 

una paret més feble i per tant acusen més la situació de sobrecàrrega. Recolzant 

aquests raonaments, un estudi clínic ha descrit que durant la pràctica d’exercici de 

resistència es produeixen unes condicions de càrrega majors en el ventricle dret que 

en l’esquerre (272;273). Aquesta sobrecàrrega en el ventricle dret, podria ser la causa 

de la disfunció transitòria que s’observa immediatament després d’una practica 

intensa d’exercici (274). En aquest sentit, sembla ser que els gruixos de paret  (més 

primes en les aurícules i en el ventricle dret) són els responables de que aquestes 

cambres siguin més susceptibles a patir processos de remodelat (275). Seguint amb 

aquèsta hipòtesi un estudi va descriure una sobre-expressió regional de factors de 

creixement i deposició de col·làgens en el ventricle dret però no en l’esquerre en un 
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model animal de sobrecarrega crònica de volum, comparable amb el nostre model 

d’entrenament de resistència (276). Aquesta absència de fibrosi en el ventricle 

esquerre coincideix amb els resultats obtinguts en altres models d’exercici crònic 

(277;278). A més, el fet que ni nosaltres ni estudis semblants trobin canvis típics de 

remodelat fibròtic en el ventricle esquerre coincideix amb la descripció clàssica 

d’hipertrofia fisiològica en el cor d’atleta (252). 

 

Actualment es disposa de molta informació respecte els canvis que l’exercici produeix 

en en la morfología i funcionalitat del cor obtinguda per mètodes no invasius com 

l’ecocardiografia (253;279). En canvi, la disponibilitat de dades referents a l’histologia o 

a paràmetres bioquímics propis del miocardi provinents d’atletes de resistència, són 

més escassos. En tot cas, existeixen alguns estudis basats en casos clínics que 

presenten evidències post-mortem de la presència de fibrosi miocardíaca en atletes 

de resistència (18;280;281). En aquest sentit, recentment s’ha demostrat un augment en 

l’expressió de marcadors de fibrosi en el plasma d’atletes veterans (203). 

Desafortunadament, aquest estudi no va poder determinar si l’origen d’aquest 

increment era cardíac o no. Per tant, el nostre estudi representa la primera evidència 

directa de remodelació cardíaca potencialment adversa com a conseqüència de 

l’exercici físic de llarga durada. A més, a diferència dels resultats provinents d’estudis 

clínics, els resultats presentats en aquest treball han estat obtinguts en un ambient 

controlat i per tant hi ha menys variables que podrien haver-hi influenciat.  

 

Els mecanismes mitjançant els quals l’exercici crònic promou la fibrosi cardíaca no es 

coneixen. Diversos estudis experimentals suggereixen que els processos de 

remodelació cardíaca fisiològica i patològica impliquen diferents vies de senyalització 

(282;283). Generalment, els resultats que presenten aquests estudis han estat obtinguts 

a partir d’experiments realitzats en les primeres fases de l’adaptació. Per tant, no es 

poden extrapolar a les conseqüències que pot tenir la sobrecàrrega cardíaca 

secundaria a l’exercici intens a llarg termini. Altres estudis, han demostrat que 

l’estimulació excessiva dels sistemes fisiològics pot desencadenar respostes 

maladaptatives (284;285). Aquests resultats dónen suport a la nostra hipòtesi segons la 

qual la suma de petites agressions produïdes per l’exercici intens, a llarg termini, 

poden acabar produint un remodelat per fibrosi.  

 

En l’actualitat, nombrosos estudis clínics suggereixen que l’exercici d’alt rendiment 

podria estar associat amb un increment en el risc de patir arítmies (15;16;250;272;286-290). 

Un dels aspectes més importants dels nostres estudis és que el remodelat observat 

després de l’activitat física facilita l’aparició arítmies, inclús en absència d’un altre 
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substrat de fons. La fibrosi cardíaca i el desordre en l’estructura i composició del 

miocardi que se l’hi associa pot proporcionar l’heterogeneïtat elèctrica necessària per 

promoure els circuits de reentrada i la aritmogènesi (272). En aquest sentit, tant la 

sobrexpressió de TGF-�1, com els increments en els col·làgens i les MMPs han estat 

relacionats amb un major risc de patir arítmies auriculars (207;291) i ventriculars (292). 

Per això, es va avaluar l’inducibilitat d’arítmies mitjançant la realització d’estudis 

d’electrofisiologia en viu en els grups d’animals de 16 setmanes. En un 42% dels 

animals que havien estat sotmesos a exercici es va induir una arítmia ventricular 

sostinguda, en front de només el 6% dels animals de vida sedentària. A més, amb 

aquests estudis també es va observar un increment en la durada de l’interval QRS en 

els animals sotmesos a exercici, el que indica que s’està donant una conducció 

ventricular més lenta. Per tant, és molt possible que la fibrosi observada en els 

nostres animals esportistes proporcioni aquest increment en la susceptibilitat a les 

arítmies. 

 

Després de confirmar la hipòtesi inicial de que l’exercici intens i continuat pot 

provocar el desenvolupament de fibrosi en el teixit cardíac, es va voler provar la 

capacitat de reversió del remodelat cardíac produït en els nostres animals 

esportistes. La reversió dels canvis morfològics característics del cor d’atleta ha estat 

observada en profesionals d’elit un cop han deixat de competir (293). Nosaltres hem 

avaluat si un període de repòs pot revertir els canvis profibròtics induïts per 

l’entrenament de resistència en el cor dels animals sotmesos a exercici. Després de 

16 setmanes d’exercici, es van establir tres temps de repòs (2, 4, i 8 setmanes) per 

valorar quin era el temps òptim per estudiar l’efecte que té aturar l’exercici en la 

reversió dels danys. Es van avaluar diferents paràmetres cardíacs per determinar la 

presència de fibrosi i l’estat del remodelat estructural. Els resultats d’aquesta 

interrupció de l’exercici, van evidenciar que després de 8 setmanes de repòs, 

pràcticament tots els paràmetres cardíacs alterats tornaven a la normalitat. La pèrdua 

de pes provocada per l’exercici es va començar a recuperar després de 4 setmanes 

de repòs. De la mateixa manera, la proporció entre el pes del cor i el pes corporal, 

que en tot moment va mostrar diferències significatives entre els grups sotmesos a 

exercici i els seus respectius grups sedentaris, també va començar a mostrar signes 

de recuperació després de 2 setmanes de repòs. Aquesta aparent reversió en la 

hipertròfia cardíaca es va confirmar amb les mesures dels gruixos de les parets 

cardíaques. Els resultats obtinguts van mostrar una regressió en la hipertròfia del 

ventricle esquerre a partir de les 4 setmanes de repòs. Per tant, els nostres resultats 

coincideixen amb les observacions fetes en individus entrenats que descriuen que 

després d’un temps de repòs la paret del ventricle esquerre presenta un gruix 
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normal (293). A partir de les histologies es va poder observar que de tots els grups de 

l’estudi, el grup d’animals que va córrer 16 setmanes va ser el que va presentar una 

major deposició de col·lagen. Tant la seva quantificació per morfometria en la tinció 

de picrosirius com la valoració en els nivells d’hidroxiprolina van confirmar aquesta 

observació. En aquesta mateixa direcció, els resultats que es van obtenir durant 

l’avaluació de l’expressió d’mRNA de TGF-�1, MMP-2, fibronectina-1, col·lagen tipus 

I, i col·lagen tipus III, també van mostrar que el major increment es trobava en el grup 

d’exercici de 16 setmanes. Els grups de repòs van mostrar un retorn cap a uns nivells 

d’expressió semblants als nivells d’expressió del grup d’animals sedentaris. A més, la 

valoració de la presència de miofibroblasts per immunohistoquímica, va mostrar 

marcatges positius d’�-SMA, únicament en mostres de ventricle dret del grup 

d’animals sotmesos a exercici i del grup de repòs de 2 setmanes. Aquest resultat 

indica que la presència de miofibroblasts en el teixit cardíac va anar disminuïnt 

progressivament a mesura que transcorria el temps de repòs. Per tant, els nostres 

resultats demostren que un determinat període de repòs és capaç d’aturar i revertir el 

procés patològic originat per la pràctica d’exercici intens i de llarga durada.  

 

Tot i que el repòs reverteix el procés d’hipertròfia generat per l’exercici i atura 

l’expressió de factors de creixement i proteïnes que afavoreixen el remodelat, no 

proporciona una solució definitiva al problema. La fibrosi miocardíaca intersticial 

progressiva i la fibrosi perivascular contribueixen a un increment en la rigidesa del 

miocardi i, en conseqüència també al desenvolupament de disfunció diastòlica, a més 

de ser un substrat potencial per a l’aparició d’arítmies. Per tant, la reversió del 

remodelat aritmogènic té una gran importància clínica. El repòs pot revertir 

l’hipertròfia provocada per l’exercici i frenar l’expressió de marcadors profibròtics, 

però no pot revertir els canvis provocats per l’arítmia. Per tant, els efectes 

beneficiosos del repòs són limitats i caldría considerar altres mecanismes per revertir 

els processos de remodelat per fibrosi. En tot cas, el repòs hauría de servir com a 

mesura preventiva i per ajustar el protocol d’entrenament físic als canvis que 

s’observen en la morfologia cardíaca, abans de que tinguin lloc fenòmens més greus 

com el remodelat o l’aparició d’arítmies. Tenint en compte que l’esport de competició 

està fonamentat en un espiral de superació que sempre va creixent, la intensitat 

d’entrenament i l’esforç sempre són majors. Aconseguir concienciar a aficionats i 

profesionals d’esports de resistència que canviïn els hàbits d’entrenament o les 

modalitats esportives és molt difícil si no existeix un consens absolut en els riscos 

potencials que aquesta activitat pot comportar per la seva salut. 
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Davant d’aquestes consideracions cal reconèixer la necessitat de realitzar més 

estudis que esclareixin els mecanismes que participen en el remodelat per fibrosi 

provocat per exercici intens i de llarga durada. Altres questions que serien importants 

abordar, inclourien determinar la relació entre la intensitat de l’exercici i el remodelat, i 

si el procés de reversió del remodelat requereix un cessament complet de l’activitat o 

simplement moderar el programa d’entrenament.   

 

Disposar de tractaments per la prevenció de la fibrosi cardíaca és de vital importància 

per evitar futurs esdeveniments cardiovasculars (56;204;294;295). L’angiotensina-II és un 

estímul molt potent per la progressió del remodelat cardíac i juga un paper important 

en el desenvolupament de la fibrosi cardíaca (109;134;296). Hi ha estudis que afirmen 

que l’angiotensina-II circulant té un paper central en la progressió de la fibrosi 

intersticial i la hipertròfia en pacients hipertensos (297;298). A més, està descrit que el 

seu bloqueig mitjançant antagonistes del seu receptor AT1 té efectes antifibròtics 

(299;300). Per això en aquest treball s’ha avaluat l’efecte d’utilitzar un fàrmac 

antagonista selectiu del receptor AT1 en el desenvolupament de fibrosi provocada 

per l’exercici. 

 

Diversos estudis han descrit que la hipertròfia ventricular esquerra detectada per 

ecocardiografia pot ser un predictor independent de la morbiditat i mortalitat en 

individus amb una pressió sanguínia elevada (301) i en la població en general (302). En 

la literatura científica es troben molts estudis que avaluen els beneficis terapèutics 

dels inhibidors de l’enzim convertidor de l’angiotensina o de la intervenció 

d’antagonistes del receptor AT1 en la reducció de la hipertrofia del ventricle esquerre 

(303;304). D’acord amb aquests estudis, els nostres resultats mostren que el tractament 

amb Losartan redueix significativament el desenvolupament d’hipertròfia en el 

ventricle esquerre del grup d’animals sotmesos a exercici. A més, els resultats 

obtinguts en quant a l’expressió d’mRNA dels diferents marcadors de fibrosi, mostren 

que el grup sotmès a exercici i tractat amb Losartan presenten uns valors 

significativament menors que el grup d’exercici no tractat. Concretment,  vam obtenir 

un increment significatiu en l’expressió de mRNA de TGF-�1, MMP-2, Fibronectina-1, 

col·lagen tipus I, i col·lagen tipus III com a conseqüència d’una pràctica intensa i 

continuada de l’exercici físic. El tractament amb Losartan va poder reduir tots aquests 

increments en l’expressió de mRNA a nivells de control, evidenciant l’efecte 

beneficiós del bloqueig de la via de la renina-angiotensina en la prevenció del 

remodelat profibròtic del teixit cardíac secundari a l’exercici. Els efectes antifibròtics 

del bloqueig del receptor AT1 de l’angiotensina-II han estat també descrits en altres 

estudis (299;300). Els nostres resultats estàn d’acord amb els obtinguts per Chen i 
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colaboradors, on demostren que els antagonistes del receptor AT1 prevenen la 

inducció inicial de TGF-�1 i el posterior desenvolupament de fibrosi cardíaca (305). Per 

tant aquests resultats obren la porta a la possibilitat d’utilitzar tractaments 

farmacològics per la prevenció dels efectes adversos de l’exercici sobre el teixit 

cardíac. 
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6. CONCLUSIONS

El model animal desenvolupat proporciona un instrument útil per investigar els 

mecanismes fisiopatològics produïts per una practica esportiva intensa.  

 

La practica esportiva intensa indueix el desenvolupament de fibrosi cardíaca. Aquesta 

progressa al llarg del temps a mida que s’acumulen hores d’exercici i s’observa 

principalment al ventricle dret. 

 

El desenvolupament de fibrosi cardíaca està precedit per l’establiment d’hipertròfia 

cardíaca que es comença a observar a les 4 setmanes d’exercici intens. 

 

 A les 16 setmanes d’exercici intens ja està establert el procés fibròtic, mediat per un 

augment en els nivells de TGF-�1, Fibronectina-1 MMP-2, TIMP-1 i col·lagen I i III. 

 

La fibrosi cardíaca contribueix a incrementar la rigidesa del teixit i per tant la disfunció 

diastòlica. A més, facilita el desenvolupament d’arítmies. 

 

Aturar l’entrenament durant un període de temps és capaç de revertir la hipertrofia i la 

fibrosi induïda per l’exercici.   

 

El bloqueig del receptor AT1 de l’angiotensina evita el desenvolupament de fibrosi 

cardíaca induïda per exercici. 
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Clinical Perspective

Despite the well-recognized benefits of exercise-training in healthy individuals and in patients 

with cardiovascular disease, there has been increasing evidence suggesting that chronic high-

level exercise practice (as in athletic contexts) can increase the risk of developing cardiac 

arrhythmias. Both atrial tachyarrhythmias (particularly atrial fibrillation) and (much more rarely) 

potentially-malignant  ventricular arrhythmias have been associated with sustained high-level 

endurance training. There have been debates about whether these arrhythmias are due to 

undiagnosed underlying cardiac arrhythmogenic diseases, with chronic exercise being a 

triggering factor, or whether high-intensity chronic exercise can actually be a primary cause of 

arrhythmia susceptibility. To provide insights into the ability of sustained high-level exercise to 

cause arrhythmogenic cardiac remodeling, we applied an experimental model in which male 

rats were trained to run vigorously 1 hour daily for 16 weeks, and compared to a parallel group 

of sedentary control rats. We found that intense chronic exercise induced morphological and 

functional changes characteristic of the “athlete’s heart” as described in humans, along with 

extracellular-matrix changes and  fibrosis affecting all chambers except the left ventricle. 

Ventricular arrhythmia susceptibility to programmed electrical stimulation was enhanced in 

exercise-trained rats. The fibrotic changes caused by16 weeks of vigorous exercise-training 

were reversible within several weeks of exercise cessation. These results, if confirmed in 

humans, suggest that chronic vigorous endurance exercise-training may cause cardiac 

remodeling that serves as a substrate for arrhythmia-vulnerability. Our findings may have 

important potential implications for arrhythmia risk assessment and management in individuals 

performing high-level exercise-training.  
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ABSTRACT 

Background: Recent clinical studies suggest that endurance sports may promote 

cardiac arrhythmias. The aim of this study was to use an animal model to evaluate 

whether sustained intensive exercise-training induces potentially-adverse myocardial 

remodeling, and thus creates a potential substrate for arrhythmias. 

Methods and Results: Male Wistar rats were conditioned to run vigorously for 4, 8 

and 16 weeks, while time-matched sedentary rats served as controls. Serial 

echocardiograms and in vivo electrophysiological studies at 16 weeks were obtained in 

both groups. After euthanasia, ventricular collagen deposition was quantified by 

histological and biochemical studies, and mRNA and protein expression of TGF-β1, 

fibronectin-1, MMP-2, TIMP1, procollagen-I and procollagen-III were evaluated in all 

four cardiac chambers. At 16 weeks, exercise rats developed eccentric hypertrophy 

and diastolic dysfunction, together with atrial dilation. In addition, collagen deposition in 

the right ventricle (RV) and mRNA and protein expression of fibrosis markers in both 

atria and RV were significantly greater in exercise than in sedentary rats at 16 weeks. 

Ventricular tachycardia could be induced in 5/12 (42%) of exercise rats versus only 

1/16 (6%) of sedentary rats (p=0.05). The fibrotic changes caused by 16 weeks of 

intensive-exercise were reversed following 8-week exercise cessation. 

Conclusions: In this animal model, we documented cardiac fibrosis following long-

term intensive exercise-training, together with changes in ventricular function and 

increased arrhythmia inducibility. If our findings are confirmed in humans, the results 

would support the notion that chronic vigorous endurance exercise-training may in 

some cases promote adverse remodeling and produce a substrate for cardiac 

arrhythmias. 

Key words: Exercise, myocardial fibrosis, arrhythmia. 
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INTRODUCTION 

Regular physical activity confers benefits that are widely recognized, such as improved 

cardiovascular risk-profiles and prevention of coronary heart disease and diabetes.1,2

Regular exercise also directly and positively affects cardiac physiology (e.g. increased 

myocardial oxygen supply and enhanced myocardial contractility), both in the general 

population3 and in patients with cardiovascular disease.4

Chronic exercise induces hemodynamic changes and alters the loading conditions of 

the heart, with specific effects depending on the type of sport and intensity, that are 

most evident among athletes.5 Cardiac adaptations in highly-trained subjects include 

increased left (LV) and right ventricular (RV) diameters, enlarged left atrial (LA) 

dimensions and increased cardiac mass and LV wall-thickness.5,6 These changes, 

together with a preserved ejection fraction, have classically characterized the 

physiology of the "athlete’s heart".5

Despite the evident benefits of an active lifestyle,1-4 numerous observational studies 

have raised concerns that high-level exercise-training may be associated with 

increased cardiac-arrhythmia risk and even primary cardiac arrest.7 Initial observations 

from our group and others,8-13 later confirmed by a large epidemiological study,14 have 

shown that long-lasting endurance training may promote atrial fibrillation (AF). Complex 

ventricular tachyarrhythmias (VTs) can also occur in highly-trained individuals,15 which 

according to recent studies16,17 often originate from a mildly dysfunctional RV, even 

after excluding RV pathologies like arrhythmogenic RV cardiomyopathy. 

These findings raise the possibility that chronic endurance exercise may promote the 

development of certain cardiac arrhythmias. Some authors have speculated that the 

cardiac remodeling following sustained physical activity may create an arrhythmogenic 

substrate.8,17 Although information on athletes is insufficient, arrhythmia susceptibility 

has been extensively related to myocardial fibrosis in other clinical contexts.18 Tissue-

fibrosis appears as a reparative process for damaged myocardial parenchyma and 
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results in accumulation of fibrillar collagen deposits, which may favor reentry and 

consequently arrhythmogenicity.18

The present study was designed to develop a rat model of chronic, intensive 

endurance exercise, to test whether regular intense physical training can induce 

cardiac structural changes, particularly fibrosis, thereby generating a substrate for 

cardiac arrhythmias. 
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METHODS  

Experimental design

This study conformed to European Community (Directive 86/609/EEC), Spanish and 

Canadian guidelines for the use of experimental animals and was approved by the 

institutional animal research ethics committees. Pathogen-free, 4-week old, male 

Wistar rats weighing 100-125 g (Charles River) were housed in a controlled 

environment (12:12-h light-dark cycle) and fed rodent chow/tap water ad libitum.

Animals were randomly assigned to sedentary (Sed) or intensive-exercise (Ex) groups. 

To assess time-course changes, animals in both groups were studied at 4, 8 and 16 

weeks. The exercise program was based on a previously-validated protocol.19 Ex rats 

underwent daily running training sessions on a treadmill. The treadmill had different 

lanes to serve as corridors for each animal and had a grid in the back that administered 

a small electrical shock on contact to ensure that animals ran effectively. The electrical 

shock was of constant intensity (0 to 2 mA), sufficient to encourage the animal to run 

without being harmful. The protocol included a 2-week progressive training-program, 

starting with a 10-min running session at 10 cm/s and increased gradually to steady-

state 60-min running at 60 cm/s. Thereafter, animals were trained at this level five days 

a week for 4, 8 or 16 weeks. Investigators observed the treadmill sessions daily to 

ensure effective running. Only rats that mastered the running training and ran 

spontaneously with a maximum cumulative shock-time of 15 s per 1-hour training-

session were included in the study. Sedentary rats were housed and fed in the same 

conditions.  

An additional series of rats underwent 16 weeks of training followed by discontinuation 

of exercise (DEx) to assess the reversibility of exercise-induced changes. DEx-rats 

were assessed after 2, 4 or 8 weeks of exercise-cessation. Sedentary rats housed and 

fed in the same conditions over the same period served as DEx-controls.  
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Animals were sacrificed three days after the end of the training program to avoid acute 

responses, or after 2, 4 or 8 weeks from last running-session in DEx groups. Hearts 

were quickly removed, weighed, dissected into LV, RV, LA and right atrium (RA) and 

then frozen in liquid nitrogen at -80°C, or fixed for histological studies.  

For detailed methods of echocardiography, electrophysiological study, tissue imaging 

and biochemical studies, see Online Data Supplement.  

Statistical analysis

Data are expressed as mean±SEM. Statistical analysis was generally carried out with 

two-way ANOVA. For heart-weight and hydroxyproline experiments, exercise and time-

point were main effects. Morphometric, RT-PCR and echocardiographic results were 

analyzed with two-way, repeated-measures ANOVA, using exercise as one main effect 

and either cardiac chamber (morphometric and RT-PCR experiments) or time-point 

(echocardiography) as the repeated-measures main effect. Picrosirius-red and 

hydroxyproline deconditioning studies were analyzed with one-way ANOVA. In the 

case of a significant interaction by 2-way ANOVA or a significant difference on 1-way 

ANOVA, Bonferroni-corrected t-tests were used to assess Sed versus Ex group-

differences. In the absence of interaction, P-values are shown for significant main-

effect differences. Ex versus Sed immunoblots and electrophysiological-testing results 

were compared with t-tests for non-paired samples. Fisher’s exact test was used to 

compare frequency-variables. Detailed specifications of statistical analysis in each 

figure are provided in the Online Supplement. Two-tailed P<0.05 was considered 

significant. 
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RESULTS

Cardiac remodeling following chronic intensive exercise-training 

Cardiac mass was significantly increased in Ex groups at all time-points (Figure 1A). 

Values for individual cardiac chambers, available at 16 weeks, were significantly 

increased in Ex-rats (Table 1). No significant changes were observed in the LV/RV 

mass ratio. Direct measurement of wall thickness (WT) (Figure 1B) confirmed 

significant increments in post-mortem interventricular septum (IVS) and LV free-wall 

(FW)-thickness after 8 weeks of intensive-exercise, which were maintained at 16 

weeks (Figure 1C). No significant differences were observed in RV FW-thickness. 

To evaluate further cardiac morphological and functional adaptation to chronic 

intensive-exercise, serial echocardiograms were performed in a subset of Ex and Sed 

rats. Because morphological LV-hypertrophy was not observed before 8 weeks, 

echocardiograms were performed only at baseline and after 8 and 16-week training. 

Ex-rats developed concentric LV-hypertrophy at 8 weeks, manifested by increased LV 

wall-thicknesses and IVS/LVDd ratio (for definition of echocardiographic abbreviations 

and results, see Table 2), evolving to eccentric hypertrophy/ventricular dilatation at 16 

weeks. Ex-rats also showed evidence of LV diastolic dysfunction at 8-16 weeks 

(decreased S-wave in pulmonary-vein flow, increased IVRTc), along with LA-

enlargement. A slight but statistically-significant decrease in LV systolic function was 

also observed in Ex-rats at 16 weeks. Evidence of RV diastolic dysfunction also 

occurred at 8-16 weeks (decreased E-wave velocity, prolonged E DT).  

Intensive exercise-training promotes chamber-specific ultrastructural remodeling

We next evaluated tissue-fibrosis. Figure 2A shows representative photomicrographs 

of picrosirius-red stained RV-sections from Sed and Ex rats. Diffuse interstitial collagen 

deposition associated with disturbances in myocardial architecture was observed in RV 
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FWs of Ex-rats after 16-week training. No differences were observed in the LV (Online 

Figure 1A). Morphometric quantification confirmed a gradual increase in RV-FW 

collagen with training (Figure 2B). No differences in collagen-density were observed in 

IVS or LV-FW. Increased collagen in the RV of Ex-rats at 16 weeks was also noted on 

Masson Trichrome-stained images (Figure 3A).  

To independently quantify fibrous-tissue content, the amount of hydroxyproline, a 

modified amino acid specifically found in collagen, was determined. After 16 weeks of 

intensive-exercise, animals showed significant increases in RV hydroxyproline-content 

(Figure 3B), with no significant differences observed in LV (Online Figure 1).  

Messenger-RNA expression of TGF-β1, fibronectin-1, MMP-2, TIMP1, procollagen-I 

and procollagen-III was measured in all cardiac chambers of Sed and Ex groups. After 

4 and 8-week exercise, no significant changes were observed (Online Table 1). The 

results at 16 weeks are shown in Figure 4. TGF-β1, fibronectin-1 and MMP-2 mRNA-

expression was significantly increased in RA, LA and RV of Ex rats compared to Sed 

(Figures 4A, 4B and 4C respectively). The only significant difference for TIMP1 mRNA-

expression was found in RA (Figure 4D). Finally, mRNA-expression of procollagen-I 

was significantly increased in RA and RV of Ex rats (Figure 4E), whereas procollagen-

III was significantly increased in both RA and LA of Ex rats (Figure 4F). 

Alterations in protein-expression corresponding to mRNA-changes were assessed by 

Western-blot analysis for TGF-β1, fibronectin-1, MMP-2, TIMP1, collagen-I and 

collagen-III. TGFβ-1 protein-levels were significantly increased in both atria and RV of 

Ex rats (Figure 5A). Fibronectin showed no significant changes (Figure 5B). MMP-2 

protein-expression was significantly increased in RA and LA of Ex-rats (Figure 5C) 

whereas TIMP1 was unchanged (Figure 5D). In parallel with results for procollagen-I 

mRNA-expression, collagen-I protein-levels were significantly greater in both RA and 

RV of Ex rats (Figure 5E); however, collagen-III was unchanged (Figure 5F).  
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These results confirm the development of significant extracellular-matrix (ECM) 

changes after 16-week intensive-endurance exercise, with fibrosis clear in the RV but 

not LV. 

Chronic intensive-exercise increases ventricular arrhythmia-vulnerability 

We then evaluated whether ventricular remodeling by 16-week Ex led to changes in 

electrophysiological parameters and/or arrhythmia susceptibility. In vivo 

electrophysiological study was performed with a customized catheter inserted into the 

RV apex. Ex rats showed evidence of a slight delay in ventricular conduction, 

manifested by longer QRS-duration (Table 3). No changes were noted in repolarization 

based on ventricular effective refractory periods. During programmed stimulation with 

up to 3 extrastimuli, sustained VT (>10 s) was induced in 5/12 (42%) of Ex rats versus 

1/16 (6%) of Sed rats (p=0.05, Figure 6).  

Remodeling reverses with detraining 

To determine whether potentially-adverse ventricular remodeling is reversible after 

exercise-cessation, we compared rats allowed to recover after discontinuation of 

exercise (DEx groups) to age-matched Sed controls. Although showing some 

regression, cardiac mass remained significantly greater in all DEx groups compared to 

their Sed counterparts (Figure 7A).  

Since all Sed groups (Sed 16 weeks, and Sed-DEx2, Sed-DEx4 and Sed-DEx8) 

presented equivalent data (not shown), for morphometric measurements, 

hydroxyproline levels, histology and mRNA analyses, results for the 16-week Sed 

group were used for comparisons. Wall-thickness increases induced by 16 weeks of 

intensive-exercise resolved progressively in both IVS and LV-FW (Figure 7B). In 
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contrast, no differences in RV wall-thicknesses were found among Ex, Sed and all DEx 

groups.  

We then evaluated whether the fibrotic changes induced by 16 weeks of intensive-

exercise were also reversed by exercise-discontinuation. Histopathology studies with 

Masson’s Trichrome and picrosirius red confirmed a gradual decrease in collagen 

content during deconditioning (Figures 7C and 7D). Similarly, collagen quantification 

based on image-analysis of picrosirius-red stained tissues confirmed regression of 

fibrosis in the RV following deconditioning (Figure 7E). Correspondingly, hydroxyproline 

content in RV decreased progressively during deconditioning, and became 

nonsignificantly-different from Sed rats and significantly lower than in Ex rats at 16 

weeks after exercise-cessation (Figure 7F). In accordance with these results, mRNA 

studies showed significant reversal in exercise-enhanced profibrotic markers within 2 

weeks of deconditioning (Figure 8). Together, these results suggest substantial 

reversibility of vigorous endurance training-induced cardiac remodeling following the 

cessation of exercise-training. 
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DISCUSSION 

The present study describes cardiac remodeling in a rat model of chronic, intensive 

exercise-training, demonstrating changes in cardiac function, fibrous-tissue content, 

fibrotic markers and arrhythmia susceptibility following chronic endurance training, with 

substantial reversibility following exercise-cessation. If results are similar in humans, 

then our findings suggest that chronic, intensive exercise can promote chamber-

specific remodeling and provide a substrate for arrhythmogenesis.  

Cardiac remodeling following intense endurance exercise-training 

As previously described in other models,19-21 we found significant LV hypertrophy at 8 

weeks of training. At 16 weeks, LV dilatation was also observed, leading to eccentric 

hypertrophy. LV hypertrophy may have accounted for the impaired diastolic function 

observed after 8 and 16 weeks of exercise, which in turn was associated with LA 

dilatation. All these findings are consistent with the features of the "athlete's heart” 

described in humans,5 and support the potential relevance of our training program. Of 

note, we also observed RV diastolic dysfunction, with a trend to RV dilatation and 

systolic dysfunction after 16 weeks of exercise, findings that have recently been 

described in high-level endurance-sport practitioners.17

Chamber-specific myocardial fibrosis after intensive exercise-training 

Perhaps our most noteworthy finding is the demonstration of myocardial fibrosis 

following long-term, intensive exercise-training. RV-fibrosis was documented by 

collagen quantification in histological sections and analysis of hydroxyproline content. 

These observations were functionally paralleled by the development of RV diastolic 

dysfunction, with impaired relaxation potentially related to fibrotic infiltration. Moreover, 

we noted an increase in mRNA and protein-expression of a series of fibrotic markers in 
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the RV as well as in both atria. TGF-β1 expression was increased in RA, LA and RV 

after 16 weeks of intensive-exercise. TGF-β1 is a potent stimulator of collagen-

producing cardiac myofibroblasts22 and leads to fibrosis development. Experimental 

studies have reported that both genetic ablation of TGF-β1 in mice23 and treatment with 

anti-TGF-β1 antibodies24 inhibit fibrosis development, indicating that TGF-β1 plays a 

major role in collagen turnover. We also noted enhanced expression of other major 

components of the ECM control system, including fibronectin-1, collagens, MMP2 and 

its inhibitor TIMP1. Collagen-I determines the stiffness of cardiac muscle, whereas 

collagen-III is more distensible. Thus, the collagen-I/collagen-III ratio can be a marker 

of the ECM-determinants of cardiac stiffness.25 We observed a significant increase in 

collagen-I protein-expression in right-sided cardiac chambers following 16 weeks of 

intensive-exercise, whereas collagen-III expression remained unchanged, indicating 

that chronic, intensive exercise could increase cardiac stiffness in these chambers via 

altered ECM-composition, a notion that was supported by echocardiographic evidence 

of diastolic dysfunction. These findings were accompanied by over-expression of 

mRNA and protein levels of MMP2. MMP2 is a proteolytic enzyme: activation of MMP2 

induces disruption of ECM proteins and promotes fibrogenesis. Together, these results 

indicate the presence of a milieu favoring the development of myocardial interstitial 

fibrosis, characterized by alterations in fibroblast growth factors and ECM imbalance. 

Although extensive data have been published on echocardiographic remodeling with 

exercise,6,26 less information is available regarding cardiac histological and biochemical 

remodeling in endurance athletes. A recent study demonstrated increased turn-over of 

fibrosis markers in plasma from veteran athletes,27 although cardiac origin was not 

assessed. Data in abstract form also suggest the development of ventricular fibrosis 

based on magnetic-resonance imaging in endurance athletes.28 Our finding of cardiac 

fibrosis represents the first direct evidence of potentially-adverse cardiac remodeling 

following long-term, intensive exercise. 
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The mechanisms by which chronic, intensive exercise may promote cardiac fibrosis are 

unknown. It is possible that long-term cardiac overload plays a role by promoting 

physiological remodeling in early phases that may eventually become maladaptative in 

the long term. Experimental studies support the idea that physiological and pathological 

cardiac remodeling involve different signaling pathways,29 but recent data have 

demonstrated that excessive stimulation of physiological systems can result in 

maladaptative responses.30,31 Whether this or other mechanisms are involved in the 

profibrotic cardiac remodeling observed in our model is a matter to be addressed in 

future studies.  

Of note, tissue fibrosis in this model of chronic, intensive exercise was chamber-

specific, since the LV did not appear to be affected. There are two potential 

explanations for this finding. First, assuming that exercise increases loading conditions 

on all cardiac chambers,5 it is reasonable to suppose that greater profibrotic remodeling 

develops in chambers suffering greater degrees of overload. In this regard, clinical 

studies have described higher loading conditions on the RV than on the LV during 

endurance sports,32 leading to transient RV dysfunction immediately following 

exercise.33 Second, it has been suggested that intrinsically-thinner walls could make 

the atria, and also the RV, more susceptible to remodeling.17,18 The absence of 

significant fibrosis in the LV agrees with previous models of chronic exercise20,21 and 

supports the normal functionality of the LV of the “athlete's heart".5 Supporting this 

idea, an animal model of chronic volume overload with similarities to loading-condition 

changes in endurance training showed regional over-expression of growth factors and 

increased collagen deposition in the RV but not the LV.34
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Intense exercise-training and arrhythmogenic remodeling 

Despite its benefits for overall health,1-4 numerous clinical studies in recent years have 

suggested that chronic high-level exercise might be associated with an increased risk 

of cardiac arrhythmias, mainly AF and ventricular arrhythmias originating from the RV.8-

16 One important aspect of this study is that the remodeling observed after chronic, 

intensive exercise-training could represent a potential substrate for arrhythmias. 

Cardiac fibrosis and associated myocardial disarray provide electrical heterogeneity 

and promote reentrant circuits and arrhythmogenesis.18 It has been reported that atrial 

over-expression of TGF-β1 in transgenic mice is sufficient to generate a fibrotic 

substrate that supports AF.35 Similarly, increases in procollagen and MMPs have been 

related to increased risks of atrial and ventricular arrhythmias.36-38 We assessed this 

hypothesis by evaluating the inducibility of ventricular arrhythmias during in vivo 

programmed-stimulation studies, and noted inducible sustained VT in 42% of rats 

subjected to intensive exercise for 16 weeks, compared to only 6% of sedentary rats. In 

the presence of increased QRS duration, indicating ventricular conduction-slowing, and 

the absence of changes in electrophysiological parameters reflecting repolarization like 

ventricular refractory period, these results suggest that the cardiac fibrosis observed in 

our model could play a role in producing the increased arrhythmia susceptibility we 

observed in exercise rats. 

Reversibility 

Clinical studies have reported regression of the morphological changes characteristic 

of the “athlete’s heart” after long-term detraining.39 The reversibility of arrhythmogenic 

remodeling is of potentially great clinical importance, because it would imply that 

deleterious rhythm consequences of long-term endurance training can be expected to 

disappear following cessation of intense physical training. We accordingly assessed 

whether a period of rest could allow for reversion of the profibrotic changes induced by 
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endurance training in our model. The results of our exercise-discontinuation study 

demonstrate that, after 8 weeks of detraining, virtually all the abnormal cardiac-

remodeling parameters resulting from intense exercise-training regressed to control 

levels.  

More studies will be needed to ascertain the mechanisms that participate both in the 

promotion and the reversal of the fibrotic remodeling associated with long-term 

exercise and detraining, respectively. In addition, follow-up clinical studies are indicated 

to establish whether similar remodeling changes can be demonstrated in humans, and 

if so whether they are reversible. 

Potential Limitations 

We cannot exclude the possibility that our exercise-training protocol involving 

conditioning shocks might have induced emotional stress in Ex-rats. Maximum efforts 

were taken to minimize stress responses. Rats that did not adapt to treadmill exercise 

or received excessive shocks (>15 s/hour) were excluded from the study.  

It is difficult to estimate precisely how our exercise program translates into human 

activity. As a rough approximation, considering that the typical rat life-expectancy is 2-

2.5 years, our 18-week exercise protocol (2 weeks of progressive training + 16 weeks 

of intensive exercise) would be equivalent to ~10 years of daily exercise-training in 

humans. According to previous studies in rodents,40,41 the intensity of our program 

would correspond to approximately 85% of maximum oxygen uptake, equivalent to 

physical activity at about 90% of predicted maximum heart rate in man.42 Our results, 

therefore, cannot be directly extrapolated to more mild or moderate forms of exercise. 

In addition, we only studied remodeling-reversal with complete exercise-cessation, 

which is unlikely in high-level athletes. Whether similar recovery is achieved by simply 

reducing the intensity of a training program is uncertain.  
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Only young male rats were tested in this study. Age- and gender-related factors could 

significantly influence exercise-related cardiac remodeling and were not analyzed in 

our study. Further work in other animal models, studies of age and gender effects on 

exercise-induced remodeling, and follow-up analyses in human populations would all 

be of great interest. 

The functional consequences of cardiac remodeling have been specifically assessed 

by passive pressure-strain curves in papillary muscles or LV pressure-volume curves.43

Because of limited availability of hearts and the need to obtain tissue-samples for 

histological and biochemical studies, we decided to study both functional and 

morphological consequences of chronic intensive exercise by performing serial 

echocardiograms, thus obtaining a maximum of information while being able to use 

each rat as its own control.  

Conclusions 

This study shows that long-term intense endurance-training promotes heart-chamber 

specific remodeling and ventricular arrhythmia susceptibility in an animal model.  

Cessation of endurance-training was able to arrest and even reverse this pathological 

process. These findings, if reproduced in humans, could have potentially-important 

implications for arrhythmia risk and its management in individuals involved in high-level 

athletic training and practice. 
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Table 1. Tissue mass in Sedentary and Exercise rats after 16 weeks of training.  

Sedentary (n=9) Exercise (n=10)

RA/BW (g/Kg) 0.091±0.006 0.144±0.020*

LA/BW (g/Kg) 0.083±0.010 0.153±0.020**

RV/BW (g/Kg) 0.357±0.019 0.433±0.029*

LV/BW (g/Kg) 1.837±0.057 2.212±0.098**

IVS (g/Kg) 0.444±0.026 0.644±0.100

LV FW (g/Kg) 1.394±0.052 1.568±0.160

LV/RV mass index 5.227±0.259 5.264±0.329

*p<0.05,**p<0.01, non-paired t-test Exercise vs Sedentary. RA:right atrium; LA:left 

atrium; LV:left ventricle; IVS:interventricular septum; FW:free wall; BW:body weight. 
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Table 3. Ventricular electrophysiological parameters at 16 weeks. 

Sedentary (n=10) Exercise (n=11)

QRS duration (ms) 23.5±0.4 25.2±0.6*

V-duration (ms) 17.1±0.5 18.2±0.6

VERP (ms) 39.8±1.1 43.2±1.3

*p<0.05, non-paired t-test Ex vs Sed group. V-duration:ventricular-electrogram duration; 

VERP:ventricular effective refractory period. 
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FIGURE LEGENDS  

Figure 1:  (A) Mean±SEM cardiac mass-changes indicated by heart weight/body weight (HW/BW) ratios. 

(Sed: n=4, 4, 6 for 4, 8, 16 weeks respectively; Ex: n=5, 5, 8 for 4, 8, 16 weeks; two-way ANOVA).  (B) 

Schema indicating areas studied for ventricular-hypertrophy assessment. (C) Mean±SEM ventricular 

wall-thickness (WT) indexed to body weight (BW). LV FW=Left-ventricular free-wall; IVS=interventricular 

septum; RV FW=Right-ventricular free-wall. (n=4 rats/group; two-way ANOVA, repeated 

measure=region). **p<0.01,***p<0.001, for Bonferroni-adjusted t-test (correction-factor-3), Ex vs Sed. 

Figure 2: (A) Picrosirius-stained photomicrographs of right-ventricular sections. At 16-week Ex, there is 

widespread interstitial collagen deposition with disarray of myocardial architecture (arrow). (B) 

Mean±SEM collagen content in right-ventricular free-wall (RV FW), interventricular septum (IVS) and left-

ventricular free-wall (LV FW). (n=4/group/time-point; two-way ANOVA, repeated 

measure=region).*p<0.05, for Bonferroni-adjusted t-test (correction-factor=3), Ex vs Sed.  

Figure 3: (A) Masson Trichrome-stained photomicrographs of right-ventricular sections. Increased 

collagen deposition (blue staining, arrow) is present in Ex group at 16 weeks. (B) Mean±SEM 

hydroxyproline-content in right-ventricular free-wall (RV FW). n=4 (Sed, 4 and 8 weeks), n=6 (Sed, 16 

weeks), n=5 (Ex, 4 and 8 weeks) and n=8 (Ex 16 weeks); two-way ANOVA, no repeated measures. 

***p<0.001 for Bonferroni-adjusted t-test (correction-factor=3), Ex vs Sed. 

Figure 4: Mean±SEM mRNA-expression of fibrotic markers (A) TGF-β1, (B) fibronectin-1, (C) MMP2, (D) 

TIMP1, (E) procollagen-I, and (F) procollagen-III at 16 weeks in Sed and Ex groups, quantified by real-

time PCR and normalized to β-actin. n=6 (Sed) and n=8 (Ex); two-way ANOVA, repeated 

measure=region.. *p<0.05,**p<0.01,***p<0.001 for Bonferroni-adjusted t-test (correction-factor=4), Ex vs 

Sed.
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Figure 5: Mean±SEM protein-levels of fibrotic markers (A) TGF-β1, (B) fibronectin-1, (C) MMP2, (D) 

TIMP1, (E) collagen-I, (F) collagen-III, analyzed by immunoblot (examples shown above bar-graphs) and 

normalized to β-actin in Sed and Ex groups at 16 weeks. n=6 (Sed) and n=8 (Ex); non-paired t-

test,*p<0.05,**p<0.01 Ex vs Sed.  

Figure 6: (A) Inducibility of sustained (>10-s) ventricular arrhythmias by programmed electrical 

stimulation; Fisher’s exact test, Ex vs Sed. (B) An example of polymorphic VT-induction by ventricular 

stimulation in an Ex rat. 

Figure 7: Reversibility of remodeling. Sed=time-matched sedentary control for 16-wk Ex and 2-, 4-, 8-

week exercise-cessation for DEx2, DEx4, DEx8 in panel A, and time-matched sedentary control for 16-

week Ex in other panels. (A) Mean±SEM heart weight/body weight (HW/BW) ratio (two-way ANOVA, no 

repeated measure; Bonferroni correction factor=7). (B) Mean±SEM wall-thickness/body-weight ratio (two-

way ANOVA, repeated measure=region; Bonferroni correction-factor=21). (C) Right-ventricular Masson 

Trichrome-stained photomicrographs. (D) Picrosirius red-stained photomicrographs. (E) Mean±SEM 

collagen-content (picrosirius red). (F) Mean±SEM hydroxyproline content in RV. E-F analyses: one-way 

ANOVA; Bonferroni correction-factor=7. *p<0.05,**p<0.01,***p<0.001 Ex vs Sed. †p<0.05, ††p<0.01, 

†††p<0.001 DEx vs Ex by Bonferroni-adjusted t-test. 

Figure 8: Mean±SEM mRNA-expression of fibrotic markers (A) TGF-β1, (B) fibronectin-1, (C) MMP2, (D) 

TIMP1, (E) procollagen-I, and (F) procollagen-III at 16 weeks in Sed and Ex groups and in all DEx 

groups, quantified by real-time PCR and normalized to β-actin. n=4 (Sed) and n=6 (Ex and all DEx 

groups). Two-way ANOVA, repeated measure=region. *p<0.05, **p<0.01,***p<0.001, Bonferroni-adjusted 

t-test, (correction factor=7) for main-effect group comparisons.  
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SUPPLEMENTARY METHODS 

Echocardiography

Transthoracic echocardiographic studies were performed at baseline, 8 weeks, and 16 weeks 

in both exercise (Ex) and sedentary (Sed) groups, in all cases with the rats having been at rest 

during a minimum of 6 hours. The procedure was performed under general anesthesia with 

2% isoflurane, using a phased-array probe 10S (4.5-11.5 Megaherz) in a Vivid 7 Dimension 

system (GE Healthcare Ultrasound, Horten, Norway). The M-mode spectrum was traced in 

parasternal long axis view at the level of the aortic valve, left atrial dimension at end-cardiac 

systole (LADs) and right ventricular (RV) dimension (RVD) and wall thickness (RVWT) at end-

cardiac diastole were measured in this view. The M-mode spectrum was also obtained in 

parasternal short axis view at the level of papillary muscle, and left ventricular (LV) dimension 

at both end-cardiac diastole (LVDd) and systole (LVDs) were measured. The thickness of LV 

anterior wall and that of LV posterior wall at end-cardiac diastole were also measured in this 

view. Given that animals differed in size during the study, all dimensions were indexed for 

body weight. LV mass was calculated and corrected for small animals using the formula 

suggested by Reffelmann et al.1 The Teicholz method was employed to calculate LV volumes 

(LVV = (7/(2.4+D))*D3, where D is LV diastolic and/or systolic dimension). LV ejection fraction 

(EF) was calculated using the formula packed in the Vivid 7 system ((LVVd-LVVs)/LVVd*100).  

Pulsed-wave Doppler (PW) was used to record trans-mitral, trans-tricuspid, and pulmonary 

venous flow (TMF, TTF, PVF) in apical 4-chamber view. Peak velocity in early filling E and E 

wave deceleration time (E DT) were measured in TMF and TTF, and peak velocity in systolic 

S wave and diastolic D wave were measured in PVF. Mitral lateral, septal, and tricuspid lateral 

annulus moving velocity during early filling Em were derived by tissue Doppler imaging (TDI) in 

apical 4-chamber view. Tricuspid annulus plane systolic excursion (TAPSE) was measured by 

M-mode echocardiography, and RV lateral wall systolic moving velocity Sm was obtained by 

TDI in apical 4-chamber view. Continuous-wave (CW) Doppler at the conjunction of LV inflow 

and outflow was recorded in apical 5-chamber view, LV isovolumic relaxation time (IVRT) was 
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measured, and corrected (IVRTc) by R-R intervals taken from simultaneously recorded 

ECGs.2 The average of 3 consecutive cardiac cycles was used for each measurement, with 

the operator being blinded to treatment assignment. Special care was taken to get similar 

imaging at follow up study.  

 

In vivo electrophysiological study

At 16 weeks, a subgroup of rats from Ex and Sed groups underwent in vivo 

electrophysiological study (EPS). The procedure was performed under general anesthesia 

with 2% isoflurane. After analgesia with buprenorphine (0.03-0.05 mg/Kg), a 1.9F octapolar 

electrocatheter (Scisense FTS-1913A-1018, London (ON), Canada) was introduced into the 

right ventricle through the right jugular vein. Surface ECG (lead I) and intracardiac 

electrograms were recorded on a computer through an analog-digital converter (IOX 1.585, 

EMKA Technologies, Paris, France) for monitoring and later analysis and measurement. 

Programmed right-ventricular stimulation was performed at a cycle length of 150 ms to 

determine the ventricular effective refractory period (VERP). QRS duration and the duration of 

the ventricular intracavitary electrogram were measured as indices of ventricular conduction. 

For assessment of inducibility of ventricular arrhythmias, double and triple extrastimulation 

techniques were administered to a minimal coupling interval of 30 ms, during spontaneous 

sinus rhythm and following a 9-beat train at a cycle length of 150 ms. Right-ventricular burst 

pacing at rates of 80 to 60 ms cycle length was also performed if no sustained arrhythmias 

were induced with 2-3 extrastimuli. Sustained ventricular tachycardia (VT) was defined as 

episode of ventricular arrhythmia lasting � 10 s induced by ventricular stimulation. 

 

Histology and morphometry

Total cardiac mass was assessed by heart-weight-to-body-weight ratio. Individual-chamber 

mass was assessed by chamber-weight-to-body-weight ratios. Relative LV to RV hypertrophy 



R1 2010/938282 4

was evaluated according to the formula proposed by Fulton (LV free-wall (FW) 

weight+interventricular-septum (IVS) weight/RV weight).3  

For histological studies, the hearts were perfused with a fixative solution (10% neutral-buffered 

formalin) at a pressure of 80 cm H2O, immersed in the fixative for 12 – 24 h, and embedded in 

paraffin. Ventricular hypertrophy was evaluated morphometrically by direct measurement of 

ventricular wall thickness in all the heart sections (analySIS Image Processing software, Soft 

Imaging System, Germany) at RV FW, IVS and LV FW levels. Differences in ventricular-size 

were controlled by indexing wall-thickness to body-weight.  

Heart sections were stained with Masson’s trichrome to identify connective tissue and collagen 

deposition. Additionally, sections from the RV and LV were stained with picrosirius-red for 

quantification of collagen deposition using analySIS Image Processing software (Soft Imaging 

System GMBH, Germany), as previously described.4 Perivascular collagen was excluded from 

this measurement.  

Hydroxyproline content

Ventricular hydroxyproline content was measured using the method described by Woessner.5 

Samples of RV and LV were homogenized and then hydrolyzed in 6M HCl for 18 h at 110ºC. 

The hydrolysate was then neutralized with 2.5M NaOH and analyzed for hydroxyproline 

content after addition of chloramine T, perchloric acid and dimethylaminobenzaldehyde. 

Samples were read for absorbance at 550 nm in a spectrophotometer. Results are expressed 

as μg of hydroxyproline per mg dried tissue sample.  

 

mRNA analysis

Total RNA was extracted from 50 to 100 mg of a section of the right atrium (RA), left atrium 

(LA), RV and LV using Trizol® reagent (Invitrogen Corporation, CA, USA) according to the 

manufacturer's protocol. RNA integrity and loading amounts were assessed by examining 
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UV/VIS at a multiple wave lengths following the ND-3300 user manual V2.5, instructions (ND-

3300, NanoDrop Technologies, USA). Analysis of transforming growth factor-�1 (TGF-�1), 

Fibronectin-1, metalloproteinase 2 (MMP2), tissue inhibitor of metalloproteinases 1 (TIMP1), 

procollagen-1 (Proc-I) and procolagen-3 (Proc-III) mRNA expression was obtained by Real-

Time PCR. One �g total mRNA was converted to cDNA with the iScript cDNA (Bio-Rad 

Laboratories, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. 100 ng of cDNA was 

amplified by the iCycler IQTM version 3.1 (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) using Applied 

Biosystems (Applied Biosystems, CA, USA) TaqMan gene expression assays (Rn00572010-

m1 for TGF-�1, Rn00569575-m1 for fibronectin, Rn02532334-s1 for MMP2, Rn00587558-m1 

for TIMP1, Rn01526721-m1 for Proc-I, Rn01437675-m1 for Proc-III and Rn00667869-m1 for 

Actin, which was used as a housekeeping reference). Data were analyzed with the �Ct 

method as previously described.6 

SDS-PAGE and Western blot

Protein samples were extracted using Nonidet P-40 buffer. SDS-PAGE was performed on 5%-

13% acrylamide gels. Proteins were electrotransferred to nitrocellulose membrane and probed 

with primary antibodies. The antibodies used included mouse monoclonal anti-TGF-�1 

(ab27969, dilution1/2000), mouse monoclonal anti-MMP2 (ab7032 dilution 1/1000), rabbit 

polyclonal to TIMP1 (ab61224 dilution 1/1000), mouse monoclonal to collagen-I (ab6308 

dilution 1/1000) (all of them acquired from Abcam plc, Cambridge, UK); rabbit polyclonal anti-

fibronectin ( BP8025, dilution 1/1000) (Acris Antibodies GmbH, Herford, Germany) and rabbit 

polyclonal to collagen-III (dilution 1/500) (Santa Cruz Biotechnology, Ca, USA), and mouse 

monoclonal anti-actin (dilution (1/1000) (Chemicon-Millipore Co, MA, USA), which served as a 

housekeeping reference. The membranes were incubated with the corresponding peroxidase-

conjugated secondary antibodies, washed, and then incubated with ECL reagents (GE 

Healthcare Europe GmbH; Freigburg; GE) before exposure to high performance 
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chemiluminescence films. Gels were calibrated using Bio-Rad standard proteins (Hercules, 

CA) with markers covering a 7-240 kDa range. 

Films were scanned by using image-editing software NIH ImageJ software for densitometric 

analysis of immunoreactive bands.  

 

Statistical analysis

Data are expressed as mean±SEM. Statistical analysis was generally carried out with two-way 

ANOVA, with the exceptions described in detail below. In the case of a significant interaction 

by 2-way ANOVA or a significant difference on 1-way ANOVA, Bonferroni-corrected t-tests 

were used to assess Sed versus Ex group-differences, except as otherwise indicated. All P-

values shown were obtained by multiplying the P value for the non-paired t-test by the 

correction factors indicated below. In the absence of interaction, P-values are shown for 

significant main-effect differences. Ex versus Sed immunoblots and electrophysiological-

testing results were compared with t-tests for non-paired samples. Fisher’s exact test was 

used to compare frequency-variables.  

Detailed specifications of statistical analysis in each figure: 

Figure 1A: An analysis of variance model, including exercise group (sedentary, exercise), 

time-point (4 weeks, 8 weeks and 16 weeks) and the interaction term (exercise x time-point) 

was performed. Each heart weight was obtained on a separate heart so there are no repeated 

measures. The interaction was not significant, so the overall group effect is presented. 

Exercise group effect was significant and is depicted in the figure. 

Figure 1C: A repeated measure analysis model, including exercise group (sedentary, 

exercise), repeating factor ventricular wall (as results were obtained for right ventricular free 

wall, interventricular septum and left ventricular free wall in each heart) and the interaction 

term (exercise x ventricular wall) was performed at each time point (4 weeks, 8 weeks and 16 

weeks). At 4 weeks, neither the interaction term nor the exercise group effect were significant. 
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At 8 and 16 weeks, interaction term was significant at the 0.05 level, so comparisons between 

exercise groups within each ventricular wall were done. The Bonferroni-corrected t-test 

(correction factor 3) was used to control for the family-wise error rate by reporting the adjusted 

p-value for every comparison. 

Figure 2B: A repeated measure analysis model, including exercise group (sedentary, 

exercise), repeating factor ventricular wall (since results were obtained for right ventricular free 

wall, interventricular septum and left ventricular free wall in each heart) and the interaction 

term (exercise x ventricular wall) was performed at each time-point. At 4 and 8 weeks, neither 

the interaction term nor the exercise-group effect were significant. At 16 weeks, the interaction 

term was significant at the 0.01 level, so comparisons between exercise groups (sedentary vs 

exercise) within each ventricular wall were done. The Bonferroni-corrected t-test (correction 

factor 3) was used to control for the family-wise error rate by reporting the adjusted p-value for 

every comparison  

Figure 3B A two-way analysis of variance model, including exercise group (sedentary, 

exercise), time-point (4 weeks, 8 weeks or 16 weeks) and the interaction term (exercise x 

ventricular wall) was performed. Each measurement was from a separate heart so there were 

no repeated measures. The interaction term was significant at the 0.01 level, so comparisons 

between exercise groups (sedentary vs exercise) within each time-point were done. The 

Bonferroni-adjusted t-test (correction factor 3) was used to control for the family-wise error rate 

by reporting the adjusted p-value for every comparison  

Figure 4: A repeated measure analysis of variance model, including exercise group 

(sedentary, exercise), repeating factor cardiac chamber (right atrium, left atrium, right ventricle 

and left ventricle) and the interaction term (exercise x cardiac chamber) was performed for 

each individual fibrosis marker. The interaction term was significant for all the fibrosis markers 

at the 0.05 level, so comparisons between exercise groups (sedentary, exercise) within each 

cardiac chamber were done (four comparisons per chamber). The Bonferroni-corrected t-test 
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(correction factor 4) was used to control for the family-wise error rate by reporting the adjusted 

p-value for every comparison 

Figure 5: In Figure 5, all Western blots for all Sed and Ex samples for one region were 

obtained on a single gel to ensure comparability. Because technical factors can greatly affect 

results between gels, the results for one region (which were done on one gel) cannot be 

compared in a valid way to results from another region (which because of limits on the number 

of samples that can be loaded on each gel had to be performed on a separate gel). Therefore, 

there were no repeated measures in Figure 5 and Sed vs Ex were compared by nonpaired t-

test within each region. 

Figure 6: The proportions of inducibility of ventricular arrhythmias were compared with the 

Fisher exact test. 

Figure 7A: An analysis of variance model, including exercise group (sedentary, exercise), 

deconditioning-time (exercise, deconditioning 2 weeks, deconditioning 4 weeks and 

deconditioning 8 weeks) and the interaction term (exercise x deconditioning-time) was 

performed. Each heart weight was obtained on a separate heart so there are no repeated 

measures. The interaction was significant at the 0.05 level. Consequently, comparisons 

between exercise groups (exercise vs sedentary) within each deconditioining time-point (4 

comparisons), and between the exercise group at different deconditioning-times (Ex vs DEx2, 

Ex vs DEx4 and EX vs DEx8, 3 comparisons) were done. The Bonferroni-adjusted t-test 

(correction factor 7) was used to control for the family-wise error rate by reporting the adjusted 

p-value for every comparison. 

Figure 7B: A repeated measures analysis of variance model, including exercise-deconditioning 

group (sedentary, exercise, deconditioning 2 weeks, deconditioning 4 weeks and 

deconditioning 8 weeks), repeating factor ventricular wall (since results were obtained for right 

ventricular free wall, interventricular septum and left ventricular free wall in each heart) and the 

interaction term (exercise-deconditioning x ventricular wall) was performed. The interaction 

was significant at the 0.01 level, so comparisons between exercise groups (Sed vs Ex, DEx2, 
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DEx4 and DEx8, and Ex vs DEx2, DEx4 and DEx8, accounting for 7 comparisons) within each 

ventricular wall (3 ventricular walls) were done. The Bonferroni-corrected t-test (correction 

factor 21) was used to control for the family-wise error rate by reporting the adjusted p-value 

for every comparison. 

Figure 7E and 7F: For these data sets, results for only one sedentary group (corresponding to 

16-week exercise) were available. One-way ANOVA was therefore applied. The main-effect 

factor was group and was a statistically-significant determinant of the dependent variable. 

Pairwise comparisons (Bonferroni-corrected t-tests) were performed between Sed and each 

Ex or DEx group (4 comparisons) and between Ex and each DEx group (3 comparisons); thus, 

a Bonferroni correction factor of 7 was used. 

Figure 8: A repeated measures analaysis of variance model, including exercise-deconditioning 

group (sedentary, exercise, deconditioning 2 weeks, deconditioning 4 weeks, deconditioning 8 

weeks), repeating factor cardiac chamber (right atrium, left atrium, right ventricle, left ventricle) 

and the interaction term (exercise/deconditioning x cardiac chamber) were performed for each 

fibrosis marker (each panel). The interaction term was not significant for any of the fibrosis 

markers, so only the overall group effect is presented. Exercise/deconditioning group effect 

was significant for all fibrosis markers at the level of 0.001, so comparisons among 

exercise/deconditioning groups were obtained (Sed vs Ex, DEx2, DEx4 and DEx8 to look for 

differences in comparison to baseline, and Ex vs DEx2, DEx4 and DEx8 to establish the DEx 

groups with significant recovery, accounting for a total of 7 comparisons per fibrosis marker). 

The Bonferroni-corrected t-test (correction factor 7) was used to control for the family-wise 

error rate by reporting the adjusted p-value for every comparison.  

Table 1: Comparisons by non-paired t-test between Ex and Sed. 

Table 2: A repeated measures analysis of variance, including exercise group (sedentary, 

exercise), repeating factor time-point (each rat has echocardiographic data at baseline, 8 and 

16 weeks) and the interaction term (exercise x time-point) was performed. Interaction was 

significant at the 0.05 level for LVDd/BW, LVDs/BW, IVS/BW, PW/BW, LV mass/BW, EF, S 
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wave PV, IVRTc, E DT, and LADs/BW. For these, comparisons between groups (Ex, Sed) 

were performed at each time-point (baseline, 4 weeks, 8 weeks). The Bonferroni-corrected t-

test was used to control the family-wise error rate (correction factor 3). Interaction was not 

significant but there was a significant group effect (Ex vs Sed) for IVS/LVDd and E veloc.  

Table 3: Comparisons by non-paired t-test between Ex and Sed. 

Online Table 1: A repeated measure analysis of variance model, including exercise group 

(sedentary, exercise), cardiac chamber (right atrium, left atrium, right ventricle and left 

ventricle) and the interaction term (exercise x cardiac chamber) was performed for each 

separate fibrosis markers. Neither interaction term nor exercise group effect were found to be 

significant in any of the fibrosis markers.  

Online Figure 1: An analysis of variance model, including exercise group (sedentary, 

exercise), time-point and the interaction term (exercise x ventricular wall) was performed. 

Neither interaction term nor exercise group effects were found to be significant for any of the 

time-points.
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS 

Supplementary Figure 1: (A) Representative picrosirius-red stained photomicrographs of left 

ventricular sections obtained from the interventricular septum and the left ventricular free wall. (B) 

Mean±SEM hydroxyproline-content in left ventricle (whole tissue). n=4 (Sed, 4 and 8 weeks), n=6 

(Sed, 16 weeks), n=5 (Ex, 4 and 8 weeks) and n=8 (Ex 16 weeks). Two-way ANOVA (exercise and 

timepoint as main factors). 

 


