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RESUMO

LEITE, Luciano Bernardes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2022.
Efeitos do treinamento fisico combinado sobre a morfologia e a funcao
cardiopulmonar em ratos com hipertensao arterial pulmonar. Orientador: Antdnio
José Natali. Coorientadores: Emily Correna Carlo Reis e Miguel Araujo Carneiro
Junior.

Objetivo: Investigar os efeitos do treinamento fisico combinado de intensidade
moderada, durante o desenvolvimento da hipertensdo arterial pulmonar (HAP)
induzida por monocrotalina (MCT), sobre a morfologia e a fungédo cardiopulmonar em
ratos. Metodologia: Ratos Wistar (idade: ~ 2 meses; massa corporal: ~200g) foram
divididos em dois grupos de 7 animais cada, para avaliar a sobrevivéncia: Sedentario
Hipertenso Sobrevivéncia (SHS); e Exercicio Hipertenso Sobrevivéncia (EHS). Outros
ratos Wistar da mesma idade e peso foram divididos em trés grupos de 14 animais
cada, para avaliar as demais variaveis: Sedentario Controle (SC); Sedentario
Hipertenso (SH) e Exercicio Hipertenso (EH). Os ratos dos grupos SHS, SH e EH
receberam uma injecéo intraperitoneal (60 mg/kg) de MCT, enquanto os do grupo SC
receberam o mesmo volume de solucédo salina. Todos os ratos foram testados para a
velocidade maxima de corrida (VMC) em esteira e a carga maxima carregada (CMC)
durante a escalada antes do inicio do experimento, aos 12 e 14 dias apds a injecao
de MCT, respectivamente, assim como no final do protocolo experimental (19 e 21
dias apéds injecdo de MCT, respectivamente). A avaliagdo ecocardiografica foi
realizada no 22° dia apo6s a aplicacao de MCT. Os animais dos grupos EHS e EH
foram submetidos a um programa de treinamento fisico combinado: exercicio aerébico
[corrida em esteira (60 min/dia; 60% da velocidade méaxima de corrida)]; e exercicio
resistido [escalada em escada vertical (15 escaladas; 60% da carga maxima)], em
dias alternados, 5 dias/semana (segunda a sexta-feira), por aproximadamente 4
semanas. Os ratos dos grupos SHS e EHS chegaram ao 6bito com o desenvolvimento
da HAP. A eutanasia dos animais dos grupos SC, SH e EH foi realizada na mediana
de sobrevivéncia dos ratos do grupo SHS (23° dia apds injecdo de MCT). Apés a
eutanasia, o coracao e os pulmdes foram removidos, pesados e processados para as
andlises de interesse. Nos tecidos do ventriculo direito (VD) e pulmao direito foram
realizadas analises histomorfométricas. Em midcitos isolados do VD foram analisadas
a contragdo e o Ca?* intracelular transiente. Resultados: Os ratos do grupo EHS



tiveram mediana de sobrevivéncia maior (29 dias) que os do grupo SHF (23 dias; p <
0,05). O treinamento combinado aumentou a tolerancia ao esforco fisico (TTF: 27,6%;
CMC relativa: 24,3%). A HAP aumentou a resisténcia da artéria pulmonar (reducéo da
TA/TE) e reduziu a funcéo do VD (reducao da TAPSE). Por outro lado, o treinamento
fisico combinado preveniu o aumento da resisténcia da artéria pulmonar e a redugéao
da funcao do VD. Em nivel tecidual, a HAP aumentou a massa do corac¢ao, do VD e 0
percentual de colageno. Porém, o treinamento fisico combinado reduziu a massa do
VD e o percentual de colageno. No pulmao direito, a HAP aumentou o percentual de
septo alveolar e reduziu o percentual de alvéolos pulmonares. Contudo, o treinamento
fisico combinado preveniu a redugdo do percentual de alvéolos pulmonares e o
aumento do percentual septo alveolar. Em midcitos isolados do VD, a HAP reduziu a
amplitude de contracdo e a velocidade de contragdo e relaxamento. Todavia, o
treinamento fisico combinado preveniu a redugcédo da amplitude de contracdo e das
velocidades de contracéo e relaxamento. Ademais, a HAP reduziu a amplitude e as
velocidades até o pico e de decaimento do Ca?* intracelular transiente. Entretanto, o
treinamento fisico combinado preveniu a reducdo da amplitude e das velocidades até
o pico e de decaimento do Ca?* intracelular transiente. Concluséo: O protocolo de
treinamento fisico combinado aplicado previne o aumento da resisténcia da artéria
pulmonar, a disfuncao sistolica do VD e o remodelamento adverso do VD e do pulméao
direito, além de promover beneficios na contracdo e no Ca?* intracelular transiente de
miocitos isolados do VD em ratos com HAP induzida por MCT. Juntos, estes
beneficios contribuem para melhorar a tolerancia ao esforgo fisico e a sobrevivéncia

destes ratos.

Palavras-chave: Treinamento fisico combinado. Hipertensdo pulmonar. MCT.
Midcitos isolados. Contragdo. TAPSE.



ABSTRACT

LEITE, Luciano Bernardes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2022. Effects
of combined physical training on morphology and cardiopulmonary function in
rats with pulmonary arterial hypertension. Advisor: Antonio José Natali. Co-
advisors: Emily Correna Carlo Reis and Miguel Araujo Carneiro Junior.

Objective: To investigate the effects of moderate-intensity combined physical training,
during the development of monocrotaline (MCT)-induced pulmonary arterial
hypertension (PAH), on morphology and cardiopulmonary function in rats.
Methodology: Wistar rats (age: ~2 months; body mass: ~200g) were divided into two
groups of 7 animals each, to assess survival: Sedentary Hypertensive Survival (SHS);
and Exercise Hypertensive Survival (EHS). Other Wistar rats of the same age and
weight were divided into three groups of 14 animals each, to evaluate the other
variables: Sedentary Control (SC); Hypertensive Sedentary (SH) and Hypertensive
Exercise (HE). Rats in the SHS, SH and EH groups received an intraperitoneal
injection (60 mg/kg) of MCT, while those in the SC group received the same volume of
saline. All rats were tested for maximum running speed (VMC) on a treadmill and
maximum carrying load (CMC) during climbing before the start of the experiment, and
at 12 and 14 days after MCT injection, respectively, as well as at the end of the
experimental protocol (19 and 21 days after MCT injection, respectively).
Echocardiographic evaluation was performed on the 22" day after MCT application.
The animals in the EHS and EH groups underwent a combined physical training
program: aerobic exercise [Treadmill running (60 min/day; 60% of maximum running
speed)]; and resistance exercise [Vertical ladder climbing (15 climbs; 60% of maximum
carrying load)], every other day, 5 days/week (Monday to Friday), for approximately 4
weeks. Rats in the SHS and EHS groups died with the development of PAH. The
euthanasia of the animals in the SC, SH and EH groups was performed at the median
survival rate of the rats in the SHS group (23" day after MCT injection).
Histomorphometric analyzes were performed on the right ventricle (RV) and right lung
tissues. Cell contraction and intracellular Ca?* transient were analyzed in isolated RV
myocytes. Results: Rats in the EHS group had longer survival (29 days) than those in
the SHF group (23 days; p < 0.05). Combined physical training increased physical
effort tolerance (TTF: 27.6%; relative CMC: 24.3%). PAH increased pulmonary artery



resistance (TA/TE reduction) and reduced RV function (TAPSE reduction). On the
other hand, combined physical training prevented the increase in pulmonary artery
resistance and the reduction in RV function. At the tissue level, PAH increased heart
and RV mass and collagen percentage. However, combined physical training reduced
RV mass and collagen percentage. In the right lung, PAH increased the percentage of
alveolar septum and reduced the percentage of pulmonary alveoli. Nevertheless,
combined physical training prevented the reduction in the percentage of pulmonary
alveoli and the increase in the percentage of alveolar septum. In isolated RV myocytes,
PAH reduced the contraction amplitude and the contraction and relaxation velocities.
Nonetheless, combined physical training prevented the reduction in contraction
amplitude and contraction and relaxation velocities. Furthermore, PAH reduced the
amplitude and velocities to peak and decay of the intracellular Ca?* transient. However,
the combined physical training prevented the reduction in the amplitude and velocities
to peak and decay of the intracellular Ca?* transient. Conclusion: The combined
physical training protocol applied prevents increases in pulmonary artery resistance,
RV systolic dysfunction and adverse remodeling of the RV and right lung, in addition
to promotes benefits to contraction and intracellular Ca?* transient in isolated RV
myocytes in mice with MCT-induced PAH. Together, these benefits contribute to

improve physical effort tolerance and survival in these rats.

Keywords: Combined physical training. Pulmonary hypertension. MCT. myocytes
isolated. Contraction. TAPSE.
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1. INTRODUCAO

A hipertensao pulmonar (HP) é uma doenca rara e multifatorial, responséavel
por uma elevada taxa de mortalidade devido as diversas complicacbes
cardiovasculares e respiratérias que a mesma pode causar [1]. Atualmente a HP é
classificada em 5 categorias, sendo estas divididas de acordo com a sua etiologia
clinica. 1) hipertensao arterial pulmonar (HAP); 2) HP associada a doenca cardiaca
esquerda; 3) HP por doenca pulmonar e/ou hip6xia crbnica; 4) HP associada a doenca
trombética ou embdlica; e 5) HP associada a mecanismos multifatoriais [1].

Dentre os tipos de HP, o mais comum é a HAP que é definida como
vasculopatia pulmonar, caracterizada por pressdo arterial pulmonar média em
repouso acima de 25 mmHg e pressao capilar pulmonar menor que 15 mmHg ou
pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo < 15 mmHg e da resisténcia vascular
pulmonar (RVP) > 3 unidades Wood medidas por cateterismo cardiaco [2, 3]. Isso
ocorre devido ao fluxo sanguineo restrito na circulacdo arterial pulmonar, a
combinacdo de disfuncdo endotelial e aumento da contratilidade das pequenas
artérias pulmonares, que sao eventos subsequentes a proliferagdo e remodelacao das
células musculares lisas endoteliais, trombose in situ, resisténcia a apoptose,
inflamacéo e fibrose mediada por um dramatico remodelamento da matriz extracelular
das artérias e arteriolas pulmonares, que por sua vez conduz para aumento da RVP
e, em ultima instancia, na falha cardiaca [4, 5].

Dentre as caracteristicas patoldgicas que caracterizam a HAP, destacam-se, o
remodelamento da artéria pulmonar, inflamacéo, fibrose, trombose [5]. Além disso, em
alguns vasos essas caracteristicas patolégicas podem levar a obstrucao do lumen do
vaso, causando lesdes vasculares complexas que sao conhecidas como lesdes
plexiformes, comprometendo assim toda a circulagdo pulmonar e gerando aumento
da RVP [6]. Dessa forma, esse aumento da RVP leva a um aumento da pés carga do
ventriculo direito (VD), que de forma cronica desenvolve hipertrofia e dilatacdo
causando uma diminuicdo do volume sistélico, comprometendo toda funcédo a
cardiopulmonar [7].

Os sintomas mais comuns presentes em pacientes com HAP sao dispneia e
fadiga que afetam a capacidade fisica e a qualidade de vida dos individuos
diagnosticados com a doenca [8]. Além disso, estudos tem mostrado que a

intolerancia ao esforgo fisico também é uma caracteristica da doenca e ocorre devido
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a reducao do débito cardiaco e disfuncéo respiratoria [9]. Porém, estes sintomas sao
comuns em outras doengas o que na maioria das vezes dificulta um diagnostico
precoce da HAP [10, 11].

Portanto, a HAP é uma doenca de diagnostico complexo e dificil pois necessita
de investigagdes invasivas e uma experiéncia significativa no processo de avaliagao
do paciente [12]. Dessa forma, as diretrizes recomendam que o diagnostico da doenca
seja realizado por centros especializados no tratamento de doengas pulmonares [12-
14]. Atualmente os métodos mais utilizados para diagnéstico da doenca sédo o
cateterismo direto e a ecocardiografia transtoracica [12].

O cateterismo direto € um método que avalia a gravidade da insuficiéncia
hemodinamica e a vasorreatividade da circulagcdo pulmonar, fornecendo assim um
diagnéstico definitivo da HAP [15]. Porém, apesar do cateterismo ser um método
seguro, ele é invasivo e pouco pratico [12]. Dessa forma a ecocardiografia tem se
mostrado uma alternativa interessante, pratica e eficaz no diagnostico de pacientes
em risco de desenvolvimento da HAP. O método é capaz de fornecer uma avaliacao
precisa sobre a fung¢éo cardiaca do individuo [12].

Dentre os parametros avaliados pelo ecocardiograma que séo frequentemente
observados em pacientes com HAP estdo: dilatagdo do atrio e ventriculo direito;
achatamento do septo interventricular; aumento da resisténcia da artéria pulmonar
(estimado pala razdo tempo de aceleracao (TA) e ejecéao (TE), disfuncao ventricular
direita e dilatacao das veias cavas e hepéaticas [16]. Ademais, a excursao sistélica no
plano do anel da tricuspide (TAPSE) também ¢é considerada um parametro
hemodinamico importante no prognostico da HAP, ela representa a fungédo do VD [17].
Dessa forma, quando um paciente apresenta disfuncao ventricular direita os valores
normais da TAPSE estao reduzidos [18].

Desse modo, a ecocardiografia tem se mostrado um método nao-invasivo
bastante til clinicamente, pois fornece uma avaliagado multidimensional da circulagéo

pulmonar facilitando o diagnéstico precoce da doenca [19].
1.1. Epidemiologia da hipertensao arterial pulmonar
Embora seja considerada uma doenca rara, as complicacdes impostas pela

HAP aos pacientes e a alta taxa de mortalidade em um curto espaco de tempo desde

o seu diagnéstico faz com que essa doencga seja um grave problema publico de saude.
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Atualmente a HAP possui incidéncia de 5,8 casos por milhdo de pessoas no mundo e
prevaléncia de 15 a 22 casos por milhao de individuos [20, 21]. Atualmente no Brasil
existem aproximadamente 2 milhdes de individuos com HAP [20].

Em estudo realizado de 1981 a 1985 pelo National Institutes of Health dos
Estados Unidos da América (EUA), verificou-se que a idade média de diagndstico da
HAP era de 36 + 15 anos, enquanto a média de sobrevivéncia era de 2,8 anos [22].
No estudo realizado por Ogawa et al. [23], observou-se que com o passar dos anos
houve um aumento na média de sobrevivéncia. Pacientes diagnosticados com HAP
apresentaram media de sobrevivéncia de 14,9 + 0,8 anos com taxas de sobrevivéncia
de 1,5 e 10 anos de 98%, 96% e 78% respectivamente, no Jap&o. Esse aumento nas
taxas de sobrevivéncia foi associado a disponibilidade de drogas para tratamento da
HAP. Adicionalmente, houve também um aumento na idade média de diagnédstico da
doenca, chegando a 65 + 15 anos [24]. No estudo de Kodur et al. [25] constatou-se
que pacientes acima de 55 anos diagnosticados com HAP demonstraram um
rendimento inferior no teste de caminhada de 6 minutos, um maior risco de
hospitalizacdo, necessidade de transporte imediato ou morte. Todas estas mudancas
na epidemiologia da HAP, podem ter sido influenciadas por diversos fatores, dentre
eles destacam-se: modificacdes na classificagdo da doenga, melhora no diagnéstico
e maior acesso aos tratamentos disponiveis [10].

Em relacdo aos pacientes diagnosticados com a doencga, sabe-se que ha uma
incidéncia maior nas mulheres em comparacao aos homens, sendo que a razao dessa
predominancia até o presente momento ainda permanece desconhecida [10, 26].
Ainda, segundo Manes et al., [27], a idade média de diagndstico da doenca € menor
em mulheres, por outro lado os homens apresentam maior risco de mortalidade devido
a influéncia dos horménios sexuais, principalmente o estrogénio, que apesar de
favorecer o desenvolvimento da HAP, ele pode diminuir algumas complicacdes
causadas pela doenca.

No Brasil, foi feito um levantamento prospectivo de casos incidentes de HAP
entre 2008 e 2013, com um total de 178 pacientes diagnosticados com a doenga [28].
Observou-se uma média de 46 anos no diagnostico e uma razao mulheres/homens
de 3,3:1. Além disso, a HAP idiopética foi a mais comum encontrada no pais (28,7%),
seguida da HAP causada por alguma doenca do tecido conectivo (25,8%) e

esquistossomose (19,7%).
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Dessa forma, ressalta-se a necessidade que novos estudos sobre a HAP sejam
realizados com o objetivo de melhorar o diagndstico, entender a fisiopatologia da
doenca e consequentemente melhorar o tratamento da mesma. Quanto a
fisiopatologia da doenca, ao longo dos anos a utilizacao de modelos animais na HAP
tém contribuido de forma significativa para o entendimento dos diversos prejuizos
causados pela doenca e o0s possiveis tratamentos experimentais que podem
promover beneficios neste publico [29].

1.2. Modelo de hipertensao arterial pulmonar induzida por monocrotalina

O modelo animal de HAP induzida por MCT é um dos mais utilizados por
diversos pesquisadores em todo mundo devido a sua simplicidade técnica, facilidade
de reproducao dos experimentos e o baixo custo em comparagédo a outros modelos
[30, 31]. Além disso, este modelo também € capaz de mimetizar a HAP humana,
devido as caracteristicas desenvolvidas ao longo da doenca como: remodelamento
vascular, proliferagdo de células musculares lisas, disfun¢do endotelial, aumento da
expressao de citocinas inflamatérias e falha do VD [32, 33].

A MCT é um alcaloide pirrolizidinico encontrado nos caules, folhas e sementes
de plantas do género Crotalaria sp [34]. Atualmente, sado utilizadas trés formas de
desenvolvimento da HAP em modelos animais: uma dose de 40 mg/kg, dividida em
duas aplicagdes de 20 mg/kg com um intervalo de 7 dias entre elas; uma Unica dose
de 40 mg/kg; e uma unica dose de 60 mg/kg. A dosagem de 60 mg/kg caracteriza
uma HAP progressiva severa, pois apresenta um nivel elevado de toxidade, hipertrofia
cardiaca patoldgica e lesdao pulmonar aguda [35, 36]. As dosagens de 40 mg/kg sado
caracterizadas por uma HAP mais estavel com preservacao principalmente do débito
cardiaco [35].

Dentre estes modelos, o mais utilizado ao longo dos anos foi a dosagem de 60
mg/kg de MCT para desenvolvimento da HAP [36]. Sabe-se que nesse modelo
inicialmente ocorre um desequilibrio entre os fatores vasodilatadores e
vasoconstritores na vasculatura pulmonar, sendo que ha uma diminuigdo do primeiro
em detrimento do segundo [37]. Estudos mostram que ratos tratados com MCT para
desenvolvimento da HAP apresentam uma redugao da expressao da proteina quinase
B (Akt), da 6xido nitrico sintase endotelial [38, 39] na vasculatura pulmonar, gerando
prejuizos na vasodilatacao arterial. Ja no estudo de Ahmed et al. [40], os ratos com
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HAP além de reduzirem a expressdao da eNOS, também tiveram uma reducao
consideravel nos niveis séricos de 6xido nitrico, o que contribui de forma significativa
para o remodelamento da vasculatura pulmonar.

Segundo Shah et al. [41], o mecanismo pelo qual a MCT leva ao
desenvolvimento da HAP incluem o metabolismo da MCT no figado pela enzima
citocromo-P450 em derivados pirrolicos, em especial a dehidromonocrotalina, que sao
responsaveis pelo dano inicial do endotélio vascular. Porém, especula-se que este
composto inicialmente desenvolve uma lesdo endotelial direta que, de forma crénica,
causa uma progressao irreversivel dessa disfuncéo endotelial e, eventualmente, leva
ao desenvolvimento da doenca [42]. Wilson et al. [43] sugerem que o aumento de
células inflamat6rias mononucleares na camada adventicia de vasos intra-acinares
leva ao aumento da pressdao arterial pulmonar e, por consequéncia, ao
remodelamento vascular que sdo caracteristicas principais do modelo de HAP
induzida por MCT em ratos. Sabe-se que horas apds a aplicacdo de MCT os animais
ja desenvolvem danos no endotélio vascular. Logo na primeira semana, ha um
aumento do dano endotelial, aumento de infiltrado inflamatério e edema vascular. Em
seguida, na segunda semana, observa-se o aumento da pressao arterial pulmonar
caracteristico do modelo [44].

Ademais, por exame ecocardiografico, observou-se reducao da razao entre o
tempo de aceleracdo e o tempo de ejecao (TA/TE), que caracteriza o aumento da
resisténcia da artéria pulmonar, que resulta em aumento da pés carga do VD em ratos
com HAP induzida por MCT [45, 46]. Além disso, observa-se também nestes animais
uma diminuigdo da TAPSE que é um importante parametro de avaliagdo da funcéo do
VD [47-49]. Estudos tém indicado que ratos tratados com MCT apresentam maior
espessura da parede e do diametro diastdlico final do VD, reducao do volume sistélico
e do débito cardiaco, bem como prejuizos na irrigacao pulmonar e sistémica [40, 47-
49].

O modelo de HAP induzida por MCT também é caracterizado por promover
aumento de apoptose das células endoteliais, proliferacdo de células musculares lisas
e resisténcia destas células a apoptose [41]. Em relagdo a histologia da vasculatura
pulmonar, observa-se neste modelo hiperplasia da camada intima, hipertrofia da
camada média e espessamento da camada adventicia [50]. Estudos indicam que a
MCT causa também aumento das células inflamatérias (Ex.: macréfagos, células
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dendriticas e mastocitos) e citocinas (Ex.: interleucinas 1 e 6) que s&o observadas
principalmente nos estagios iniciais do remodelamento vascular na HAP [51, 52].
Outro érgao bastante afetado pela MCT é o pulmao. Estudos indicam aumento
da massa do pulméo, da espessura do septo alveolar e reducéo da area dos alvéolos,
0 que contribui de forma significativa para o processo de hematose e dispneia [53-55].
Todas essas alteragdes estéo relacionadas ao aumento da inflamacgéao causada pela
MCT no pulméo, que leva a redugdo no numero de alvéolos pulmonares devido a
apoptose e presenca de alvéolos colapsados e hemorragicos. Estas alteracdes

prejudicam a funcionalidade pulmonar [56, 57].

1.3. Tratamento da hipertensao arterial pulmonar

Ao longo dos anos o tratamento de individuos com HAP mudou de forma
significativa, o prognéstico da doenca era dificil e a sobrevida de 69% dos pacientes
erade 1 ano e 38% de 5 anos [58, 59]. Porém, mais recentemente, com o surgimento
de terapias especificas para tratamento da HAP houve um aumento significativo na
taxa de sobrevivéncia dos pacientes de um, trés, cinco e sete anos em 85%, 68%,
57% e 49%, respectivamente, a partir do diagnéstico da doencga [60].

Os principais medicamentos para tratamento da HAP sao direcionados a
vasculatura pulmonar, como os bloqueadores dos canais de célcio (Ca?),
antagonistas dos receptores de endotelina, agonistas do receptor e analogos de
prostaciclina, que tém como principal objetivo 0 aumento da vasodilatagao e redugéo
da vasoconstricdo arterial. Além disso, antidiuréticos, anticoagulantes e o uso de
oxigénio sdo consideradas medidas para tratamento suporte em pacientes com HAP
[1].

Porém, além do tratamento medicamentoso a pratica regular de exercicio fisico
tem sido reconhecida e recomendada para o tratamento das doencgas cardiacas [61].
Nos ultimos anos, evidéncias em estudos com humanos [62-68] e com modelos
animais [69-74] indicam que o treinamento fisico promove efeitos benéficos em
individuos com HAP. Dentre os principais beneficios do exercicio fisico em humanos
e em ratos com HAP destacam-se: a melhora da capacidade funcional e da funcéao
cardiaca global; e 0 aumento da tolerancia ao esforco fisico e da eficiéncia ventilatoria
[75, 76].
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Em modelo animal, no estudo realizado por Soares et al. [72], verificou-se que
a corrida voluntaria, caracterizada como exercicio intervalado de intensidade
moderada a vigorosa, realizada durante o desenvolvimento da doenga, aumenta a
sobrevivéncia e a tolerancia ao esforgo fisico em ratos com HAP induzida por MCT.
Além disso, o0 modelo de exercicio utilizado nesse estudo atenua o aumento da
resisténcia da artéria pulmonar, retarda a remodelagao adversa do VD e os prejuizos
da HAP na contratilidade e no Ca?* intracelular transiente de midcitos isolados do VD.
Adicionalmente, no estudo realizado por Natali et al. [71] verificou-se que a corrida
voluntaria melhora a contratilidade celular em miécitos isolado do VD e aumenta a
sobrevivéncia de ratos com HAP induzida por MCT.

O estudo realizado recentemente por Silva et al. [73] revela que a corrida de
intensidade moderada em esteira, realizada durante o desenvolvimento da doenca,
promove aumento na tolerancia ao esforgo fisico, previne o0 aumento da resisténcia
da artéria pulmonar, a progressao dos prejuizos da HAP na contragcéo celular e no
Ca?* intracelular transiente em midcitos isolados do VD de ratos com HAP induzida
por MCT. Neste estudo, o treinamento fisico também preveniu a remodelacao adversa
do ventriculo direito e do pulm&o direito. Adicionalmente, o estudo realizado por
Schmidt et al. [77] mostrou que o treinamento de corrida em esteira, realizado
previamente, restaura as disfungdes diastdlica e sistdlica do VE, o que esta associado
a prevencao de atrofia de miécitos e fibrose. No estudo de Souza-Rabbo et al. (43),
observou-se que o treinamento fisico aerdbico realizado em esteira aumenta a
sobrevivéncia, previne a hipertrofia patolégica do VD e reduz o estresse oxidativo em
ratos com HAP induzida por MCT.

Em pacientes com HAP, o estudo de Weinstein et al. [66] mostrou que aqueles
pacientes que participaram de um programa de treinamento fisico aerébico em esteira
realizado 3 vezes por semana, durante 10 semanas, tiveram a tolerancia ao esforgo
fisico aumentada e a fadiga reduzida. Em outro estudo, também com o treinamento
aerdbico realizado em esteira, verificou-se que tal modelo de treinamento aumenta a
tolerancia ao esforgo fisico, previne a disfungéo diastolica do ventriculo esquerdo e
promove melhoras na qualidade de vida de mulheres com HAP [78].

Por outro lado, estudos que avaliam efeitos do treinamento resistido, tanto em
humanos como em modelos animais com HAP s&o escassos. Em pacientes de HAP,
até o presente momento, ndo ha estudos que tenham avaliado o efeito do treinamento
resistido realizado de forma isolada. No entanto, estudos realizados em pacientes com
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insuficiéncia cardiaca e doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) revelam que ha
um efeito benéfico do treinamento resistido nesse publico [79, 80]. Por exemplo, o
estudo de Dean et al. [79] indica que o treinamento resistido, composto por sessdes
de dinamometria de preensdao manual e por exercicios com pesos livres, melhora a
funcao vascular periférica em pacientes com insuficiéncia cardiaca. Em outro estudo,
o treinamento resistido, composto por sessdes de exercicios para o quadriceps
(extensao dinamica e isométrica do joelho com o quadril em 90° de flexao) realizados
em forma de circuito, aumentou a forca muscular, melhorou o estado clinico, a
capacidade de exercicio e a qualidade de vida dos pacientes com falha cardiaca [80].

No estudo realizado por Silva et al. [81], em pacientes com DPOC, observou-
se que o treinamento resistido (resisténcias elasticas e aparelhos de musculacao
tradicionais) foi capaz de promover um aumento da forga e da massa muscular e uma
diminuicédo dos niveis de citocinas pré-inflamatérias.

Todavia, em modelo animal, recentemente, Soares [74] mostrou que o
treinamento resistido (escalada em escada vertical), aumentou a tolerancia ao esforco
fisico e atenuou as disfuncbes da contratiidade do VE. Neste mesmo estudo o
treinamento resistido preservou a fragéo de ejecéo e de encurtamento, a amplitude de
encurtamento e as velocidades de contracdo e relaxamento em cardiomiécitos
isolados do VE. Ademais o treinamento resistido também preveniu o aumento da
fibrose do ventriculo esquerdo e do colageno tipo | e manteve o colageno tipo lll.

Em outro estudo realizado por Portes [82] mostrou que o treinamento resistido
prévio (escalada em escada vertical) previne o aumento da resisténcia da artéria
pulmonar (reducdo da TA/TE) e prejuizos na funcéo do VD (TAPSE) em ratos com
HAP induzida por MCT. Neste mesmo estudo, o treinamento resistido prévio preveniu
a disfungao sistélica, a hipertrofia patolégica do VD e a atrofia muscular esquelética
dos ratos com HAP [82].

Além disso, estudos principalmente com o modelo experimental do rato
espontaneamente hipertenso (SHR — Spontaneously Hypertensive Rat) mostram
efeitos benéficos do treinamento resistido no sistema cardiovascular [83, 84]. Por
exemplo, em estudo recente realizado por Moura [83], verificou-se que o treinamento
resistido realizado em escada vertical preveniu o remodelamento causado pela
hipertensao sistémica e promoveu melhoras nas propriedades mecanicas e proteicas
em ratos SHR. Em estudo realizado por Perrilhdo et al. [84], que também utilizou o
protocolo de escada vertical em ratas SHR, observou-se que o treinamento resistido
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foi capaz de aumentar a forca muscular, reduzir a pressao arterial, frequéncia
cardiaca, tempo de relaxamento isovolumétrico e conteudo de colageno total.

Porém, estudos recentes tém mostrado que o treinamento fisico combinado,
composto por sessdes de treinamento fisico aerdbico e resistido de baixa e moderada
intensidade, tem sido recomendado como uma ferramenta eficaz no controle de
fatores de risco para doencgas cardiovasculares e recomendado pelas Sociedades de
Hipertensao [85-88]. O estudo realizado por Maiorana et al. [89] revela que pacientes
com insuficiéncia cardiaca que realizaram o treinamento aerébico (ciclismo) e resistido
(musculagdo para membros inferiores e superiores) tiveram melhoras na fungéo
vascular dependente e independente do endotélio e melhora na capacidade
vasodilatadora maxima. Em relacdo a HAP, o estudo realizado por Gonzélez-Saiz et
al. [90] indica que o treinamento fisico combinado composto por sessdes de
treinamento muscular inspiratério especifico, aerébio e resistido promove melhoras
significativas na poténcia muscular e em outras variaveis funcionais de individuos com
HAP. Em estudo realizado por Kabitz et al. [91], pacientes com HAP que foram
submetidos a um protocolo de treinamento combinado composto por sessbes de
treinamento intervalado em bicicleta ergométrica, caminhada, halteres, treinamento
respiratérios e exercicios de flexibilidade, apresentaram melhoras na for¢ca muscular
respiratéria e na tolerancia ao esforgo fisico. Adicionalmente, o estudo de Mainguy et
al. [92], que também utilizou um programa de treinamento combinado composto por
sessoOes de treinamento em bicicleta ergométrica, caminhada, treino com halteres em
um unico grupamento muscular e treinamento respiratério, indica que esse protocolo
de exercicio melhora a capacidade de exercicio e a qualidade de vida em pacientes
com HAP e insuficiéncia cardiaca direita.

Dessa forma, observa-se que ambos os tipos de treinamento fisico, aerdbico e
resistido, realizados isoladamente ou de forma combinada, parecem promover
beneficios ao organismo acometido pela HAP. Porém, os mecanismos pelos quais 0
treinamento fisico combinado promove beneficios aos individuos com HAP ainda
permanecem pouco conhecidos. Portanto, estudos que avaliem os efeitos do
treinamento fisico combinado sobre a morfologia e fungdo cardiopulmonar na HAP,
juntamente com os mecanismos subjacentes a essas adaptacdes, sdo de interesse

para a ampliacdo do conhecimento neste tema.



25

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Investigar os efeitos do treinamento fisico combinado de intensidade moderada,
durante o desenvolvimento da HAP induzida por MCT, sobre a morfologia e a funcéo

cardiopulmonar em ratos.

2.2. Especificos

Verificar se o treinamento fisico combinado de intensidade moderada, durante
o desenvolvimento da HAP induzida por MCT em ratos, afeta:
a) A sobrevivéncia;
b) A tolerancia ao esforgo fisico aerdbico e resistido;
¢) A hemodinamica cardiaca e dimensdes do VD;
d) A amplitude de contracdo e as velocidades de contracdo e de relaxamento de
cardiomiocitos isolados do VD;
e) A amplitude e as velocidades de liberagdo do Ca2+ intracelular transiente e de
decaimento do Ca?* intracelular transiente;
f) A morfometria tecidual do VD (contagem de midcitos, colageno total, capilarizacao
e infiltrado infamatério);

g) A morfometria tecidual do pulmao (percentual alvéolos e septos alveolares).
3. HIPOTESES

v" HO: O treinamento fisico combinado de intensidade moderada, durante o desen-
volvimento da HAP induzida por MCT, nao tera efeitos sobre a morfologia e a fun-
cao cardiopulmonar em ratos;

v" HI: O treinamento fisico combinado de intensidade moderada, durante o desenvol-
vimento da HAP induzida por MCT, tera efeitos benéficos sobre a morfologia e a

funcdo cardiopulmonar em ratos.
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4. METODOLOGIA
4.1. Animais e desenho experimental

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal. O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA-UFV) sob o
protocolo n® 02/2021.

Foram utilizados 56 ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar, com 6
semanas de idade, peso corporal de ~200 g foram utilizados. Os animais foram
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UFV.
Os animais foram alojados em caixas de polietileno (até 5 animais por caixa) e
receberam agua filtrada e ragdo comercial ad libitum. O ambiente foi mantido em
temperatura de 23 = 1°C, regime de luminosidade de 12/12 horas (escuro/claro) e
umidade relativa de ~ 60%. A cronologia dos experimentos esta ilustrada na figura 1.

Inicialmente, foi realizada a andlise de sobrevivéncia dos animais. Os animais
foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais:

e Sedentario Hipertenso Sobrevivéncia (SHS, N=7) - animais que receberama so-
lucdo de MCT, nao foram submetidos ao treinamento fisico combinado e foram
mantidos em suas respectivas caixas até chegarem ao 6bito.

e Exercicio Hipertenso Sobrevivéncia (EHS, N=7) - animais que receberam a
solugéo de MCT, foram submetidos ao treinamento fisico combinado até manifes-
tarem os sinais clinicos de falha do VD (ex. perda de 10 g do peso corporal de um
dia para outro e/ou dispneia; cianose; letargia) e foram mantidos em suas res-

pectivas caixas até chegarem ao ébito.

Posteriormente, para avaliar os efeitos do treinamento fisico combinado du-
rante o desenvolvimento da HAP os animais foram divididos em trés grupos experi-
mentais:

e Sedentario Controle (SC, N=14) - Animais ndo submetidos ao treinamento fisico
combinado e que receberam solugéo salina;

e Sedentario Hipertenso (SH, N=14) - Animais nao submetidos ao treinamento fisico
combinado e que receberam solugcdo de MCT;

e Exercicio Hipertenso (EH, N=14) - Animais submetidos ao treinamento fisico
combinado e que receberam solugcdo de MCT;
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Figura 1. Desenho experimental. A linha na horizontal indica os dias de experimento.

As setas indicam os eventos que ocorreram ao longo do experimento.
4.2. Inducao da hipertensao arterial pulmonar

Os animais dos grupos SHS, EHS, SH e EH receberam uma unica injegéo
intraperitoneal (60 mg/kg de massa corporal) de MCT (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EUA) dissolvida em solucao salina (NaCl 140 mM; pH 7,4) [71]. Os animais do grupo
SC receberam o mesmo volume de solugéo salina (NaCl 140 mM; pH 7,4).

4.3. Protocolo de treinamento fisico combinado

O treinamento fisico combinado de intensidade moderada foi realizado em
esteira rolante elétrica (treinamento aerdbico) e em escada adaptada para ratos
(treinamento resistido) 5 dias/semana (segunda a sexta-feira), por aproximadamente
4 semanas nos animais do grupo EHS e 3 semanas do grupo EH . Cada tipo de
exercicio foi realizado em um dia, de forma alternada. Diversos estudos tém justificado
a utilizacdo do treinamento fisico combinado em dias alternados pela tentativa de
equalizagao do volume de treinamento [93-95]. Além disso, segundo Sale [96], quando
o treinamento fisico aerdbico e resistido é realizado no mesmo dia ha um prejuizo no
desenvolvimento da forca muscular.

Para determinar as intensidades de cada tipo de treinamento, os ratos foram
avaliados previamente quanto a velocidade de corrida na esteira e carga maxima

carregada na escada vertical.
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4.3.1. Teste de velocidade maxima de corrida

Foi utilizado o modelo de treinamento de corrida em esteira (Figura 2). A
velocidade maxima de corrida (VMC) foi medida para estabelecer a intensidade do

treinamento aerdébico.

Figura 2. Esteira ergométrica para ratos.

Os ratos foram familiarizados com a esteira rolante elétrica (AVS Projetos®,
Sao Paulo, Brasil) por 2 semanas. Na semana 1, os animais foram submetidos a um
curto periodo de exercicio leve (5 min, sem inclinagao, 5 m/min) por 3 dias (alternados
com o treinamento resistido). Na semana 2 (10 min/dia, sem inclinagao, 5m/min) por
3 dias (alternados com o treinamento resistido). Quarenta e oito horas ap6s o periodo
de adaptacao foi realizado o teste de tolerancia ao esforgo fisico.

A VMC foi avaliada por um protocolo de exercicio progressivo em esteira, como
previamente descrito [97]. A intensidade inicial da corrida foi de 5m/min e foram feitos
incrementos de 3m/min a cada 3 minutos, sem inclinagdo, até a fadiga. O momento
da fadiga foi definido e o teste foi interrompido quando os animais ndo mantiveram a
corrida de acordo com a velocidade da esteira [97]. Ao término foi registrado o tempo
total e a velocidade de maxima de corrida atingida por cada rato. Este foi realizado em
3 momentos: 2 dias apds a familiarizagdo do animal com o equipamento, no 12°e 19°
dias apds a aplicacdo da MCT. O tempo total até a fadiga (TTF) foi utilizado como
indice de tolerancia ao esforgo fisico aerobico.
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4.3.2. Treinamento fisico aerobico

Os animais dos grupos EHS e EH foram submetidos a um protocolo de
treinamento de corrida de intensidade moderada em esteira [98]. O treinamento foi
iniciado 24h apo6s a aplicagcdo da MCT, usando-se esteira rolante elétrica (AVS
Projetos®, Sao Paulo, Brasil). O treinamento foi realizado 2/3 dias por semana,
alternados com o treinamento resistido, 60 minutos por dia. Cada sessao consistiu em
um periodo de aquecimento (5 min; velocidade: 20 % da VMC), outro de treinamento
(50 min; velocidade: 60 % da VMC) e outro de desaquecimento (5 min; velocidade: 20
% da VMC). Na primeira semana, a velocidade inicial foi de 5m/min e incrementos de
3m/min a cada 3 minutos, até atingir 60% da VMC. Ao final da segunda semana de
treinamento as intensidades de corrida foram reajustadas, de acordo com a VMC

obtida no teste de tolerancia ao exercicio.
4.3.3. Teste de carga maxima carregada
Foi utilizado o modelo de exercicio resistido denominado escalada em escada

vertical (Figura 3). A carga maxima carregada (CMC) foi medida para estabelecer a

intensidade do treinamento resistido.
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Figura 3. Escada vertical e aparato para sobrecarga externa para realizacdo do
treinamento resistido [83].
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Inicialmente, os ratos foram familiarizados por 2 semanas ao modelo de
exercicio que consiste em escalar uma escada vertical (Altura: 1,1 m; Largura: 0,18
m; Espacamento entre degraus: 2 cm; Inclinacdo: 80°) com carga proporcional
colocada em um aparato fixado na cauda.

Na primeira semana, os animais foram estimulados a realizar de 8 a 12
escaladas (repeticoes), e permanecerem no topo da escada por 120 segundos em
uma caixa de polipropileno. Na segunda semana, o animal realizou 3 escaladas
carregando um recipiente de carga adaptado (~15 gramas), sem peso, fixado na parte
proximal da cauda por uma fita adesiva.

Para a realizagdo do teste, na escalada inicial o rato escalava a escada
carregando 75% do seu peso corporal. Apés completar a escalada com sucesso e
obedecido o intervalo de descanso (120 segundos), um peso adicional de 30 gramas
foi adicionado para a proxima escalada. Este procedimento foi sucessivamente
repetido até que o rato ndo pudesse realizar a escalada até o topo da escada. O peso
maximo com o qual o rato conseguiu fazer a escalada foi considerado a carga maxima
carregada.

O teste de carga maxima carregada foi realizado em 3 momentos: 4 dias apo6s
a adaptacado ao modelo de exercicio, no 14° e 21° dias ap6s a aplicacdo da MCT. A
CMC absoluta e relativa foram (Divisdo da CMC absoluta pelo peso corporal do

animal) utilizadas como indice de tolerancia ao esforgo resistido.

4.3.4. Treinamento fisico resistido

Os animais dos grupos EHS e EH foram submetidos a um protocolo de
treinamento resistido adaptado [99]. O treinamento resistido foi iniciado 48h apds a
aplicacdo de MCT, usando-se uma escada vertical adaptada para ratos (Figura 3). De
acordo com o teste de carga maximo individual, os animais realizaram o treinamento
resistido 2/3 dias por semana alternado com o treinamento aerdbico, durante
aproximadamente 4 semanas. Cada sessao de treinamento resistido consistiu em 15
escaladas por sessdo com um intervalo de 1 minutos entre as escaladas [87]. As
sessdes de treinamento foram realizadas com intensidade de 60% da carga maxima

atingida nos testes maximos, portanto intensidade moderada.
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4.4. Ecocardiografia

O exame ecocardiografico foi realizado no 22° dia apds a primeira injecao de
MCT. Resumidamente, os animais foram imobilizados por anestesia (Isoflurano 3%
em oxigénio 100% para inducéo e a 1,5% para manutencao, em fluxo constante de
1L/min; Isoflurano, BioChimico, ItatiaiaRJ, Brasil) e as imagens foram obtidas
enquanto os animais permaneciam em decubito lateral. Estudos bidimensionais com
taxa de amostragem rapida de 120 fps (frame per second) em Modo M foram
realizados utilizando o sistema de ultrassom MyLabTM30 (Esaote, Genoa, ltalia) e
transdutores de 10 MHz de frequéncia nominal. O ecocardiograma transtoracico
bidimensional e o Modo M foram obtidos em velocidade de varredura de 200mm/s
ajustados de acordo com a frequéncia cardiaca. Os valores de tempo de aceleragéao
(TA) e de ejecao (TE) do VD foram obtidos por meio do Doppler pulsatil.

A avaliacdo da funcao sistdlica do VD foi mensurada a partir da excursao
sistélica no plano anular da vélva tricuspide (TAPSE - Tricuspid Annular Plane Systolic
Excursion). Para tal, foi utilizado o modo M com cursor posicionado na porgéolateral
do plano anular da tricuspide. Mediu-se 0 encurtamento da base para o apice durante
a sistole, identificando o anulo lateral da valva tricispede, a distancia diastélica e
sistdlica final. A coleta das imagens foi realizada de acordo com as recomendacdes
da Sociedade Americana de Ecocardiografia, e essas foram, em seguida,
armazenadas para posterior andalise [100]. Os seguintes parametros relacionados ao
VD foram avaliados: fungcdo sistdlica, por meio da TAPSE, do TA e TE, e,
posteriormente, calculou-se a razdo TA/TE.

4.5. Coleta de amostras

Os animais dos grupos SHS e EHS foram deixados em suas respectivas caixas
até que estes chegassem ao 6bito. Determinados os dias apds a injecdo de MCT em
gue os Obitos ocorreram, foi realizada a analise de sobrevivéncia em ambos os grupos.
A eutanasia dos animais dos grupos SC, SH e EH foi realizada na mediana de
sobrevivéncia do grupo SHS (23° dia apés injecao) ou quando os animais dos grupos
SH e EH manifestaram sinais clinicos de falha do VD. Todos os animais sofreram
eutanasia por decapitacdo, sem utilizacdo de anestesia prévia, usando-se uma

guilhotina proépria para o uso em roedores (Insight EB 271). Ap6s eutanasia, o coracao
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e o0 pulmao direito foram dissecados, pesados e processados para as andlises de
interesse, conforme descrito a seguir. A tibia direita foi dissecada e teve seu

comprimento mensurado.

4.6. Analises histoldgicas e morfometria do ventriculo direito e pulmao

As analises histoldgicas e morfométricas foram realizadas conforme descrito
anteriormente (29). Em suma, fragmentos de amostras do VD e pulmao direito foram
colhidos, fixados em formalina a 10%, desidratados em etanol, clarificados em xilol e
embebidos em parafina. Os blocos foram seccionados transversalmente em cortes
histoldgicos de 5 um de espessura e posteriormente corados com hematoxilina-eosina
(H & E) e montados em laminas de histologia. Para evitar analises repetidas da mesma
area histolégica, as sec¢des foram avaliadas em semi-séries, usando uma de cada 10
seccgoes.

Para as analises histomorfométricas, as laminas foram visualizadas em
fotomicroscopio de campo claro (Olympus BX-53, Tokyo, Japan) e as imagens
capturadas, utilizando uma camera digital (Olympus AX-70; Tokyo, Japan). As
analises estereoldgicas foram realizadas em dez imagens aleatérias (aumento de 20x)
de cada animal/érgao. Os parametros avaliados foram quantificados utilizando uma
grade com 266 intersecdes, sobreposta as imagens, totalizando 2.660 pontos para
cada animal/6rgao. As estruturas de interesse para cada érgao foram contadas e 0s
valores expressos em porcentagem. Todas estas medidas foram realizadas utilizando-
se o software Image-pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). As
pranchas foram montadas com auxilio do programa GraphPad Prism 8.01.

4.6.1. Histomorfometria do ventriculo direito

Para andlise histomorfométrica do VD, utilizaram-se duas orientagdes: a
orientagao longitudinal para mensuragao do percentual de cardiomiécitos (citoplasma
e nucleo), vasos sanguineos, infiltrado inflamatério e colageno total, quantificados
usando o Software Image J® (National Institute of Health, USA). A orientacédo
transversal foi utilizada para quantificacdo da area de seccdo transversa do
cardiomiécito. Para analise na orientacao transversal, foram utilizadas 30 células de
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cada animal, quantificadas utilizando o Software Image ProPlus 4.5 (Media
Cybernetics; Silver Spring, USA).

4.6.2. Histomorfometria do pulmao direito

Na analise histomorfométrica do pulmao, utilizou-se a borda superior do lobo
direito para a quantificacdo do percentual de septos alveolares e alvéolos pulmonares.
Usou-se, também, o Software Image J® (National Institute of Health, USA).

4.7. Isolamento dos cardiomiocitos

Os miécitos do VD foram isolados enzimaticamente, conforme descrito
anteriormente (30). Apds a eutanasia, realizou-se uma toracotomia e o coracgéo foi
rapidamente removido, pesado em balanca de precisdao (modelo AG 200, Gehaka,
Brasil) e lavado em solucao béasica contendo 750 mM de CaClz (Solucao A; Item
4.11.1) para retirar 0 excesso de sangue antes da perfusdo das solucdes de
isolamento. Apds este procedimento, o coragéo foi transferido para uma placa de petri,
a aorta ascendente foi fixada com um fio de sutura em uma agulha de ago inoxidavel
modificada (canula), e o coracao isolado foi colocado em um sistema de perfusao
(Langendorff adaptado) e perfundido com a solugédo de isolamento (Solucéo A; Item
4.17), em um fluxo constante até que os vasos coronarios estivessem limpos.

Em seguida, trocou-se a solucdo de canulacdo para solucido livre de Ca?*
contendo 0,1 mM de acido tetracético etilenoglicol (EGTA) (Solugéo B; ltem 4.11.1),
durante 6 minutos, para o rompimento dos discos intercalares entre os cardiomiocitos.
Posteriormente, o coracao foi perfundido com a solugdo contendo 30 mg.ml-1 de
colagenase tipo Il (Worthington, EUA), 3 mg.mL de protease e 100 uM de CaCl2
(Solugao C; ltem 4.8.1), durante 10 minutos, para destruicao das fibras extracelulares.
Todas as solugdes utilizadas no procedimento de isolamento foram oxigenadas (O2
100% — White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de 37°C. Ao final da
perfusdo os ventriculos foram separados dos atrios e pesados em balanca de precisao
(Gehaka — Brasil, modelo AG 200). O ventriculo direito foi removido, pesado e
colocado em frasco contendo solucdo enzimatica (Solucéo C; ltem 4.11.1). O frasco
foi agitado moderadamente durante 5 minutos, em “banho-maria” a temperatura de

37°C, sendo o tecido cardiaco oxigenado (Oz2 100% — White Martins, Brasil). Em
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seguida, o conteudo do frasco foi filtrado e centrifugado (3000 rpm) por 10 segundos.
O sobrenadante foi removido e os cardiomiocitos suspendidos na solugao basica
contendo 750 mM de CaClz. Esse processo foi repetido duas vezes. Os cardiomidcitos
foram armazenados em refrigerador para as anélises, que foram feitas em até quatro

horas apods o isolamento.
4.8. Mensuracao do comprimento e largura celular

Os midcitos isolados foram acomodados em uma camara experimental e
banhados por solucdo de perfusdao em temperatura ambiente (~25°C). As imagens
das células foram captadas por uma camera (MyoCam, lonoptix, Milton, MA, EUA)
acoplada a um microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100, Melville, NY EUA). Em
seguida, as imagens foram visualizadas horizontalmente, com aumento de 400x por
meio de lente de imersao em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon, Melville, NY EUA) no monitor
de um microcomputador, utilizando um programa de captacédo de imagens (M-Vision
5XX, lonoptix, Milton, MA, EUA).

O comprimento celular foi determinado a partir da medicao da imagem da célula
gerada no monitor, desde a borda direita até a borda esquerda, no ponto médio da
largura do cardiomidcito (Figura 4). A largura celular foi determinada medindo-se a

imagem gerada no monitor, desde a borda superior até a borda inferior.
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Figura 4. Representagéo das dimensdes de cardiomidcito do VD. As linhas indicam
como foram obtidos o comprimento (verde) e largura (amarelo) [101].

Para mensuracédo do comprimento e da largura dos cardiomidcitos, utilizou-se
uma régua de precisdo de 1 milimetro. Na calibragdo do sistema, cada centimetro
correspondia a 12 micrédmetros. Somente foram utilizadas, para as medigdes, as
células que estavam em boas condi¢des, com as bordas e as estriacbes sarcomeéricas

bem definidas, relaxadas em repouso, sem apresentar contracoes espontaneas.
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4.9. Mensuracao da contratilidade celular

As contragbes dos cardomidécitos do VD foram mensuradas por meio da técnica
de alteracao do comprimento usando-se o sistema de deteccao de bordas (lonwizard,
lonoptix, EUA) montado num microscépio invertido (Nikon Eclipse — TS100, Japéo)
equipado com uma lente objetiva de imersdao em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA),
conforme descrito anteriormente (27).

Em resumo, os cardiomidcitos isolados foram acomodados na camara
experimental montada em um microscopio invertido e banhados por solugédo
banhados pela solugédo de perfusao tampao (solucao tampao HEPES; ltem 4.11.2) a
temperatura de 37°C. Os cardiomiocitos foram estimulados externamente na
frequéncia de 5 Hz (10 Volts, duragdo de 5 ms) usando-se um estimulador elétrico
(Myopacer, Field Stimulator, lonoptix, EUA). A imagem do cardiomidcito em avaliagéo
foi capturada por uma camera (Myocam, lonoptix, EUA) acoplada ao microscopio
invertido, utilizando-se um programa de deteccao de imagens (lonwizard, lonoptix,
EUA - frequéncia de 240 Hz).

Os movimentos de contracao e relaxamento do miécito foram capturados pelo
sistema de deteccdo de bordas (lonwizard, lonoptix, EUA) e armazenados para
analise posterior das propriedades mecanicas. Foram utilizados para os
experimentos, somente os cardiomiécitos que estavam em boas condi¢des, com as
bordas (direita e esquerda) e as estriacbes sarcoméricas bem definidas, relaxados em
repouso, sem apresentar contragdes involuntarias. As variaveis analisadas foram:
amplitude de contracao, velocidade de contracéo e velocidade de relaxamento (Figura
5).
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Figura 5. Tracado representativo da contracao celular [83].
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4.10. Mensuracgao do Ca?* intracelular transiente

As medidas do Ca?* intracelular transiente de cardiomidcitos isolados do VD
foram realizadas conforme descrito anteriormente (31). Em suma, as medidas foram
feiras utilizando-se um microscépio invertido (Nikon Eclipse — TS100, EUA) equipado
com uma lente objetiva de imersao em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA).

Os cardiomidcitos isolados foram incubados com o indicador fluorescente de
Ca?*, permedvel a membrana plasmatica, Fura-2 acido aminopolicarboxilico (Fura-
2AM, ThermoFisher, Waltham, EUA). Esse marcador foi preparado em uma solugao
estoque a base de dimetilsulféxido — DMSO (50 ul de DMSO em 50ug de Fura-2 AM).
Adicionou-se 10ul dessa solugédo em 4 ml de meio celular contidos em tubo falcon
envolvido com folha fina de aluminio. A solucéo foi agitada em superficie plana por 10
min (velocidade + 120x/mim). Em seguida, o tubo foi centrifugado (3.000 rpm),
removeu-se o0 sobrenadante e os cardiomiécitos foram resuspendidos em 4ml de
solucao Tyrode contendo 750 mM de CaClz (solulugéo A; ltem 4.17).

ApoOs esse procedimento, os cardiomiocitos foram levados para um refrigerador
(52 C) por 30 min. Todo esse procedimento descrito anteriormente foi realizado sem
exposicao da solugéo e células a luz. Apés os 30 min de descanso, o Ca?* intracelular
transiente foi medido utilizando-se um sistema de excitacdo dupla que detecta a
fluorescéncia excitada por luz UV com comprimento de 340 e 380nm (lonoptix — EUA).
Os cardiomiécitos incubados com Fura-2 foram colocados em uma camara
experimental, montada em um microscopio invertido, e foram banhados pela solugao
de perfusao tampao (solucao tampao HEPES, ltem 4.11.2) em temperatura ambiente.

O cardiomiécito em avaliagao foi posicionado dentro de uma janela ajustavel,
com bordas aparentes, e estimulados externamente na frequéncia de 5 Hz (40 Volts,
duracdo de 5 ms) usando-se um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator,
lonoptix, EUA). A emissao de fluorescéncia foi detectada entre 340 e 380 nm, por um
tubo fotomultiplicador. A fluorescéncia registrada é a razao entre as excitacoes de 340
e 380 nm. Foram utilizados somente os cardiomiécitos que estavam em boas
condi¢bes, com as bordas (direita e esquerda) e as estriagdes sarcoméricas bem
definidas, relaxados em repouso, sem apresentar contracdes involuntarias. Os
registros foram sempre feitos até quatro horas apés o isolamento dos cardiomiécitos.
As variaveis analisadas foram: Amplitude de Ca?* intracelular transiente, velocidade
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de liberagcdo do Ca?* intracelular transiente e velocidade de decaimento do Ca?*

intracelular transiente (Figura — 6).
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Figura 6. Tracado representativo do Ca?* intracelular transiente [83]

4.11. Composicao das solucoes

4.11.1. Solucoes de isolamento
As solucdes utilizadas para o isolamento dos cardiomiocitos foram feitas

usando-se um litro de uma solugao basica com agua ultrapura (Milli Q), com a seguinte

composicao (em mM): NaCl (130) — 7,6 g/I; MgCl2 (1,43) - 0,28 g/I; KCI (5,4) — 0,4 g/l;
(HEPES) (10) — 0,062 g/I; glicose (10) — 1,8 g/I; taurina (20) — 2,38 ¢/I; e creatina (10)

—1,3 g/l. O pH foi ajustado em 7,4 em temperatura ambiente.

e Solucao A: Para fazer a solugéo de isolamento contendo 750 mM de Ca?*, foram
adicionados 375 ul de CaClz (1 M) em 500 ml da solucéo basica
e Solucao B: Para a solugéo de isolamento livre de Ca?*, foram adicionados 250
de EGTA (100 mM) em 250 ml da solucao bésica.
Solucao C: Para a solucao enzimatica de isolamento, foram adicionados 0,030 g

[ J
de colagenase e 0,003g de protease em 30 mL da solugéo basica.
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4.11.2. Solucao de perfusao-tampao hepes

Para a mensuragéo da contratilidade celular e do Ca?* intracelular transiente,

0s midcitos foram banhados com uma solugéo fisioldgica contendo (em mM):

e Solucao estoque: NaCl (113) — 65,99 ¢g/I; HEPES (5) — 11,9 g/l; NaH2PO4 (1) —
1,42 g/l; MgSOa4 (1) — 2,46 g/l; KCI (5) — 3,72 g/L;

e Solucao sopa: acetato de Na (20) — 16,4 g/100 mL; glicose (10) — 18,1 g/100 mL;
e insulina (5 u/L) — 0,5 g/100 mL.

Para fazer um litro da solucéo de perfusao-tampao HEPES, foram adicionados
100 mL da solucao-estoque, 10 mL da solucao sopa e 1,8 mL de CaClz (1) a 890 mL
de agua ultrapura (Milli- Q). Essa solucéo foi equilibrada para um pH = 7,4 e mantida

em temperatura ambiente.

4.12. Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk para verificar a sua
distribuicdo. Para os dados paramétricos, usou-se a analise de variancia de uma
entrada (ANOVA one-way), para avaliacao entre grupos, seguida do post hoc de
Tukey para comparagdes multiplas, quando necessario. Para os dados néo
paramétricos, utilizou-se o Kruskal-Wallis, seguido do post hoc de Dunn’s para as
comparacées multiplas, quando necessario. Os dados de sobrevivéncia foram
comparados usando-se a analise da curva de Kaplan-Meier pelo teste de Log-rang.

Os dados quantitativos sdo apresentados como média + EPM, enquanto os
dados qualitativos sao apresentados como porcentagem. Uma probabilidade de erro
alfa de até 5% foi considerada. Os testes estatisticos e os nUmeros de animais e
células usados em cada parametro avaliado estdo discriminados nas respectivas
tabelas e figuras. Todas as andlises foram realizadas usando o Software GraphPad

Prism versao 8.0.2.
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5. RESULTADOS

5.1. Sobrevivéncia e peso corporal

A figura 7 apresenta os dados de sobrevivéncia dos animais dos grupos
experimentais SHS e EHS. Embora todos os animais desses grupos tenham chegado
ao 6bito, os animais do grupo EHS tiveram mediana de sobrevivéncia maior (29 dias)
do que os do grupo SHF (23 dias; p<0,05), indicando um efeito positivo do programa

de treinamento fisico combinado.
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Figura 7. Sobrevivéncia de animais com hipertensdo arterial pulmonar. SHS,
sedentario hipertenso sobrevivéncia. EHS, exercicio hipertenso sobrevivéncia.
**P<0.05 vs. EHF. Curva Kaplan-Meier, com teste post-hoc Log-rank. Dados sao
medianas de 7 ratos em cada grupo.
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5.2. Tolerancia ao esforco fisico

A figura 8 apresenta os dados de VMC (Fig. 8A), TTF (Fig. 8B), CMC absoluta
(Fig. 8C) e CMC relativa (Fig. 8D) referentes aos testes de tolerancia ao esforgo fisico
aerobico realizados no dia 0 antes da aplicagdo da MCT, 12° e 19? dia ap6s a
aplicagdo da MCT; e resistido realizados no dia 0 antes da aplicagdo da MCT, 14°% e
219 dia ap6s a aplicagdo da MCT.

Nao houve diferenca entre os grupos antes da aplicacdo da MCT para a VMC
(Fig. 8A) e o TTF (Fig. 8B). Todavia, no 122 e 19° dias apés a aplicacdo de MCT os
animais do grupo SH tiveram VMC e TTF menores (p<0,05), em comparagao aos
animais dos grupos SC e EH. Observou-se também que nestes mesmos momentos
os animais do grupo EH tiveram VMC e TTF maiores (p<0,05) que os dos animais do
grupo SC (Fig. 8A e 8B).

N&o houve diferenga entre os grupos antes da aplicagédo da MCT para as CMC
absoluta (Fig. 8C) e relativa (Fig. 8D) (Fig. 8C e 8D). Porém, no 14° e 21° dias apds a
aplicacao de MCT os animais do grupo SH apresentaram CMC absoluta e relativa
menores (p<0,05), em comparacgao as dos animais dos grupos SC e SH. Observou-
se também que no 14° dia apo6s a aplicacdo os animais do grupo EH apresentaram

CMC relativa maior (p<0,05) que a dos animais do grupo SC.
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Figura 8. Tolerancia esforgo fisico. (A) Velocidade maxima de corrida (VMC). (B)
Tempo total até a fadiga (TTF). (C) Carga maxima carregada (CMC) absoluta. (D)
Carga maxima carregada (CMC) relativa. Testes realizados antes (dia 0), 12, 14, 19 e
21 dias apés a aplicacdo de monocrotalina (MCT). Dados sdo médias £+ EPM de 7
ratos em cada grupo. SC sedentario controle; SH, sedentario hipertenso; EH, exercicio
hipertenso. "P < 0,05 vs. SC; # < 0,05 vs. SH. One-Way ANOVA seguida do teste post

hoc de Tukey.
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5.3. Peso corporal, peso dos 6rgaos e suas razoes

A tabela 1 apresenta os dados de peso corporal, peso dos 6rgaos e suas
razdes. Nao houve diferenga entre os grupos para o peso corporal inicial. Contudo,
23 dias apods a aplicagao de MCT (peso final) os ratos dos grupos SH e EH tiveram
menor (p < 0,05) peso corporal, em comparac¢ao ao do grupo SC.

Além disso, os animais do grupo SH, quando comparados aos dos grupos SC
e EH, apresentaram maior do peso do coragao, peso do VD, peso do pulméo direito e
suas respectivas razdes (p < 0,05); enquanto os animais do grupo EH apresentaram
a razao peso do pulmao/comprimento da tibia maior (p < 0,05) que a dos animais do

grupo SC.

Tabela 1. Peso corporal, peso dos érgaos e suas razdes.

SC SH EH
PC inicial (g) 197,4+4,85 192,0 +3,26 204,4 + 4,42
PC final (g) 307,1+4,96 260,3+9,03*  277,6+9,70*
PCor (g) 1,18+0,03 1,44 +0,04* 1,18 + 0,02
PV (g) 0,82 + 0,01 0,92 + 0,02 0,83 0,05
PVD (g) 0,23+0,02 0,41 +0,06* 0,28 + 0,02
VD/VE (g) 0,41+0,01 0,90 + 0,02** 0,50 + 0,02
PPD (g) 1,85+053 4,36 +0,60* 2,43 + 0,04

Pcor/Comprimento Tibia (mg/mm) 0,35 0,00 0,47 +0,03*# 0,34 £ 0,02
VD/Comprimento Tibia (mg/mm ) 0,06 + 0,00 0,12 £ 0,01*# 0,08 + 0,00
VE/Comprimento Tibia (mg/mm ) 0,16 £ 0,00 0,14 + 0,01 0,16 £ 0,00

PPD/Comprimento Tibia (mg/mm) 53,52 +5,73 129,5 + 5,59*# 72,49 + 2 29*
Dados sdao médias £ EPM de 6-7 ratos em cada grupo. SC, sedentario controle; SH,

sedentario hipertenso; EH, exercicio hipertenso. PC, peso corporal; PCor, peso do
coracao; PV, peso dos ventriculos; PVD, peso do ventriculo direito; PVE, peso do
ventriculo esquerdo; PPD, peso do pulméo direito. *P<0.05 vs. SC; #P<0.05 vs. EH. One-
Way ANOVA seguida do teste post hoc de Tukey.
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5.4. Resisténcia da artéria pulmonar

A Figura 9 mostra os resultados referentes a resisténcia na artéria pulmonar
estimada pela razdo TA/TE. No painel 9A, encontra-se imagens ecocardiograficas
representativas do fluxo da artéria pulmonar obtidas por meio de Doppler de onda
pulsétil. No 22° dia apds a aplicacdo de MCT, os animais do grupo SH tiveram menor

(p<0,05) razdo TA/TE, em comparacao a dos animais dos grupos SC e EH (Fig. 9B).
A

TAITE

0.2

0.0 .
sC SH EH

Figura 9. Resisténcia da artéria pulmonar. (A) Imagens representativas do fluxo da
artéria pulmonar. (B) Relagcédo tempo de aceleragao/tempo de ejecao (TA/TE) medido
no 22° dia apos inje¢cdo de MCT. Dados sdo medias + EPM de 6-7 ratos em cada
grupo. SC, controle sedentario; SH, Sedentario hipertenso; EH, Exercicio hipertenso.
One-Way ANOVA seguida do teste post hoc de Tukey. *P<0,05 vs. SC; # P<0,05 vs.
EH.



44

5.5. Func¢ao do ventriculo direito

A Figura 10 mostra os dados da fungéo sistolica do ventriculo direito avaliados
pela TAPSE. No painel A encontram-se imagens ecocardiograficas representativas da
TAPSE. Observou-se que no 22° dia apds a aplicagao da MCT (Fig. 10B) os animais
do grupo SH apresentaram menores valores da TAPSE (p<0,05), em comparagao aos

dos animais do grupo SC e EH.

-
1

SC SH EH

Figura 10. Funcao sistélica do ventriculo direito. (A) . (A) Imagem representativa da
excursao sistolica do plano anular tricuspide (TAPSE). (B) Valores médios da TAPSE
medida no 22° dia ap0s injecao de MCT. Dados sdo médias + EPM de 6-7 ratos em
cada grupo. SC, controle sedentario; SH, Sedentario hipertenso; EH, Exercicio
hipertenso. One-Way ANOVA seguida do teste post hoc de Tukey. *P<0,05 vs. SC; #
P<0,05 vs. EH.
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5.6. Contratilidade celular

Os parametros da contracdo dos midcitos isolados do VD, estimulados na
frequéncia de 5 Hz, sdo mostrados na Figura 11. Observa-se que os animais do grupo
SH apresentaram menor (p<0,05) amplitude de contragéo (SH vs. SC, Fig. 11 A),
velocidade de contragdo (Fig. 11 B) e velocidade de relaxamento (Fig. 11 C), em
comparacao com as dos animais dos grupos SC e EH (P<0,05).
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Figura 11. Contratilidade de midcitos isolados do ventriculo direito. (A) Amplitude de
contragdo. (B) Velocidade de contragédo. (C) Velocidade de relaxamento. Os dados
sao média £ EPM de 6-8 células (5-7 animais por grupo). Kruskall-Wallis, seguido de
Dunn’s. *P<0,05 vs. SC; # P<0,05 vs. EH.
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5.7. Ca?* intracelular transiente

Os parametros do Ca?* intracelular transiente dos midcitos isolados do VD,
estimulado na frequéncia de 5 Hz, sdo mostrados na Figura 12. Observa-se que 0s
animais do grupo SH apresentaram menor amplitude (SH vs. SC, Fig. 12 A) velocidade
até o pico (Fig. 12 B) e de decaimento (Fig. 12 C) do Ca?* intracelular transiente, em

comparacao as dos animais do grupo SC e EH (P<0,05).

Figura 12. Ca?* intracelular transiente em midcitos isolado do ventriculo direito. (A)
Amplitude de Ca?* intracelular. (B) Velocidade até o pico do Ca?* intracelular. (C)
Velocidade de decaimento do Ca?* intracelular. Os dados sdo média + EPM de 6-8
células (5-7 animais por grupo). Kruskall-Wallis, seguido de Dunn’s. *P<0,05 vs. SC;
#P<0,05 vs. EH.

5.8. Dimensoes dos midcitos do ventriculo direito

5.8.1. Area de seccao transversa
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Os resultados referentes a area de seccao transversa (AST) de midcitos do VD
estdo demonstrados na figura 13. O painel 13A apresenta fotomicrografias
histoldégicas do VD com orientacao transversal. No painel 13B, observa-se que os
animais com HAP (SH e EH) apresentaram maior (p<0,05) AST, quando comparados
com a dos animais do grupo controle (SC).
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Figura 13. Area de seccdo transversa de midcitos do ventriculo direito. (A)
Fotomicrografias representativas do ventriculo direito (Hematoxilina & Eosina) em
corte transversal. (Pontilhado preto) representacdo da medida da area de seccgao
transversa dos cardiomiécitos. SC, controle sedentario; SH, Sedentario hipertenso;
EH, Exercicio hipertenso. (B) Dados dos grupos. Os dados sdo média + EPM de 10
imagens por animal em cada grupo (5-6 animais por grupo). Kruskall-Wallis, seguido
de Dunn’s. *P<0,05 vs. SC.

5.8.2. Dimensodes de midcitos isolados do ventriculo direito
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As dimensdes dos midcitos isolados do VD estdo apresentadas na figura 14.
Observa-se que o comprimento celular nao foi diferente (p > 0,05) entre os grupos
(Fig. 14A). Entretanto, os animais do grupo SH apresentaram maior (p < 0,05) largura
celular (Fig. 14B) e menor (p < 0,05) razdo comprimento/largura (Fig. 14C), em
comparagéao as dos animais dos grupos SC e EH.
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Figura 14. Dimensoées de midcitos do ventriculo direito. (A) Comprimento; (B) Largura;
(C) Razdo comprimento/largura. Os dados sdo média + EPM de 6-8 células (5-7
animais por grupo). SC, controle sedentério; SH, Sedentario hipertenso; EH, Exercicio
hipertenso. One-Way ANOVA seguido do teste post hoc de Tukey. *P<0,05 vs. SC; #
P<0,05 vs. EH.
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5.9. Proporcoes histomorfométricas entre os elementos teciduais do ventriculo
direito

A figura 15 apresenta fotomicrografias representativas do VD. Observa-se no
painel 15A que os animais dos grupos SC e EH apresentam configuracdo e
organizagdo tecidual normal (ex. vasos sanguineos, nucleos) e bem definida.
Diferentemente, nos animais do grupo SH é possivel observar a presenca de infiltrado
inflamatério em algumas regides e desorganizacao tecidual com excesso de matriz
extracelular.

As médias por grupo dos parametros histomorfométricos avaliados estédo
apesentados na tabela 2. Observa-se que os animais do grupo SH apresentaram
menor percentual de citoplasma e de cardiomidcitos; e maior percentual de vasos
sanguineos, infiltrado inflamatério e colageno total, quando comparados aos dos
animais dos grupos SC e EH (p < 0,05). Além disso, os animais do grupo EH
apresentaram menor (p < 0,05) percentual de nacleo, em comparagéao ao dos animais
dos grupos SC e SH.

Tabela 2. Proporcao histomorfométrica entre os elementos teciduais do ventriculo

direito.

Parametros SC SH EH

Citoplasma (%) 88,20 + 2,09 82,74 +2,06** 90,07 £2,25
Nucleo (%) 10,20 + 0,66* 11,30 + 0,41# 7,47 £0,40
Vasos sanguineos (%) 1,18 £ 0,33 2,66 + 0,37*# 1,56 £ 0,40
Infiltrado Inflamatério (%) 0,42 +£0,18 3,30 £ 0,97*# 0,90 £ 0,33
Colageno total (%) 0,61+0,10 2,19 £ 0,22*# 0,99 +£0,10
Cardiomidcito (%) 98,40 £ 2,75 93,70 + 2,47*# 97,54 £ 2,65

Dados sdo médias + EPM de 10 imagens de 5-7 animais em cada grupo. SC, controle
sedentario; SH, Sedentario hipertenso; EH, Exercicio hipertenso. One-Way ANOVA
seguido do teste post hoc de Tukey. *P<0,05 vs. SC; # P<0,05 vs. EH.
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Figura 15. Fotomicrografias representativas do ventriculo direito. (A) Tecido do VD
corado com H&E. Barra de escala = 50 um. (B) Tecido do VD corado com picrosirius
red. Barra de escala = 50 um. Painel A: Seta verde = Citoplasma; Setas pretas =
Nucleo; Asterisco amarelo = Vaso sanguineo; Asterisco vermelho = Infiltrado

inflamatério. Painel B: Seta Branca = Colageno total.



5.10. Proporc¢des histomorfométricas do pulmao direito

A figura 16 apresenta fotomicrografias representativas do pulmao direito.
Observa-se no painel 16A que os animais do grupo SH apresentam microarquitetura
pulmonar visivelmente diferente daquela dos animais dos grupos SC e EH. Nestes
animais observou-se um aumento de septo alveolar e diminuicdo de alvéolos
pulmonares. Estes resultados sdo confirmados nos painéis 16A e 16B. No painel 16B,
0s animais do grupo SH apresentaram menor percentual de alvéolos pulmonares,
quando comparados aos animais dos grupos SC e EH. Por outro lado, no painel 16C,
0s animais do grupo SH apresentaram maior percentual de septo alveolar, quando

comparados ao dos animais dos grupos SC e EH.
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Figura 16. Histomorfometria do pulmao direito. (A) Fotomicrografia representativa do

pulmao direito (Hematoxilina & Eosina, em corte transversal). Seta vermelha = Alvéolo
pulmonar; Setas pretas = Septo alveolar. (B) Proporcéo de alvéolos pulmonares entre
os elementos teciduais do pulméo. (C) Propor¢cao de alvéolos pulmonares entre os
elementos teciduais do pulméo. Os dados sdo média + EPM de 10 imagens por animal
em cada grupo (5-6 animais por grupo).SC, controle sedentario; SH, Sedentario
hipertenso; EH, Exercicio hipertenso. One-Way ANOVA seguido do teste post hoc de
Tukey. *P<0,05 vs. SC; # P<0,05 vs. EH.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foram investigados os efeitos do treinamento fisico
combinado de intensidade moderada, composto por sessées de treinamento fisico
aerobico e resistido realizadas em dias alternados durante o desenvolvimento da HAP
induzida por MCT, sobre a morfologia e a fungdo cardiopulmonar em ratos. Os
principais resultados indicam que este tipo de treinamento fisico aumenta a
sobrevivéncia, a tolerancia ao esforgo fisico (TTF e CMC relativa), mantém a funcao
do VD (TAPSE), retarda a reducao da resisténcia da artéria pulmonar (razao TA/TE)
e a progressao dos prejuizos da HAP no pulméao (percentual de alvéolo) e na
contratilidade (amplitude de contragéo, velocidade de contragcédo e de relaxamento) e
Ca?* intracelular transiente (amplitude do Ca?* intracelular transiente, velocidade até

0 pico e de decaimento) de miécitos isolados do VD.
6.1. Sobrevivéncia e tolerancia ao esforco fisico

O treinamento fisico combinado, composto por sessdes de treinamento
aerdbico e resistido tem sido recomendado como uma importante ferramenta néao
farmacolégica na prevencao e/ou atenuagdo de diversos fatores de risco para
doencas cardiovasculares e metabdlicas [93, 102, 103].

No presente estudo observou-se que os animais com HAP apresentaram
menor tolerancia ao esforgo fisico aerdbico e resistido, em comparagcdo aos animais
do grupo SC. Por outro lado, os animais do grupo EH apresentaram maior tolerancia
ao esforgo fisico, em comparacdo aos animais dos grupos SH e SC ao longo do
periodo experimental, mostrando os beneficios do modelo de treinamento fisico aqui
empregado na melhora da tolerancia ao esforcgo fisico. Resultados semelhantes foram
encontrados em outro estudo recente com o treinamento aerébico realizado de forma
isolada [73]. Neste estudo os animais com HAP (60 mg/kg) treinados foram capazes
manter a tolerancia ao esforco fisico ao longo do protocolo de treinamento fisico,
todavia animais com HAP sedentarios reduziram de forma significativa a tolerancia ao
esforgo fisico, corroborando com os resultados aqui encontrados. Quanto ao
treinamento fisico resistido, em um estudo realizado recentemente por Portes [82] os
animais com HAP (60mg/kg) que foram submetidos a este treinamento foram capazes

de aumentar a forca muscular (Carga maxima carregada) ao longo do periodo



53

experimental, j4 os animais com HAP sedentarios tiveram valores de forga muscular
inferiores aos observados nos animais exercitados com HAP. Esse aumento na
tolerancia ao esforco fisico pode estar relacionado as alteragcdes promovidas pelo
exercicio fisico na musculatura esquelética, que ndo foram avaliadas no presente
estudo. No entanto, no estudo de Moreira-Goncalves et al. [70] verificou-se que o
treinamento aerdbico continuo foi capaz de promover beneficios na musculatura
esquelética, evitando principalmente a perda da fungdo muscular em animais com
HAP (60 mg/kg) induzida por MCT. No estudo de Portes [82] o treinamento resistido
prévio (escada vertical), impediu a reducao da AST e a redugédo da massa muscular
do musculo do biceps braquial em animais com HAP (60 mg/kg) induzida por MCT.

Além disso, as melhorias na fungdo cardiopulmonar (ltens: 6.2 e 6.3)
observadas no presente estudo também podem ter contribuido para o aumento e/ou
manutenc¢ao da tolerancia ao esforgo fisico nos animais do grupo EH. Por outro lado,
0s prejuizos na funcao cardiopulmonar e muscular esquelética causados pela MCT
podem ter contribuido para a diminuicao da tolerancia ao esforco fisico observada nos
animais do grupo SH.

Quanto a sobrevivéncia, o treinamento fisico combinado aplicado no presente
estudo aumentou a sobrevivéncia dos animais do grupo EHS, indicando efeitos
benéficos do treinamento fisico na sobrevivéncia destes animais. Resultados
semelhantes foram encontrados em outros estudos realizados com treinamento fisico
aerdbico [71, 72] e resistido [74] neste modelo de HAP. Diversos fatores podem ter
contribuido para o aumento da sobrevivéncia dos animais exercitados, dentre eles
destacam-se, melhoria na funcéo [71, 104] e na estrutura do miocardio [70, 104] que
favorece o débito cardiaco. Além disso, todas as melhoras celulares, hemodinamicas
e histologicas que serao discutidas adiante (ltens: 6.2; 6.3; 6.4 e 6.5) também podem
ter contribuido para esse aumento da sobrevivéncia dos animais exercitados com
HAP.

6.2. Peso corporal, dos 6rgaos e morfometria do ventriculo direito

No presente estudo verificou-se que os animais que receberam MCT (SH e EH)
apresentaram menor peso corporal ao final do experimento, em comparacado aos
animais controle. O treinamento fisico combinado empregado nao foi capaz de

prevenir a redugdo do peso corporal caracteristica deste modelo de HAP (60 mg/kg).
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Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos que usaram 0 mesmo
modelo [40, 54]; e que o treinamento fisico aerdbico realizado em esteira ndo alterou
esse padréao do peso corporal [105] . Essa diminuicdo no peso corporal dos animais
com HAP ocorre devido a toxidade hepatica gerada pela MCT, nas primeiras semanas
de aplicagdo, o que prejudica o metabolismo hepatico. Dessa forma, com a
progressdo da doenca ha um comprometimento da capacidade ventilatoria dos
animais que contribui para uma reducao do peso corporal dos animais [98].

Outra possivel explicacao para diminuicdo do peso corporal dos animais com
HAP, pode estar relacionada a redugdo no consumo de alimentar destes animais.
Apesar do presente estudo nao ter monitorado o consumo de ragdo, um estudo
recente mostra que ratos injetados com MCT (40mg/kg) apresentam diminuicédo no
consumo de ragao e, consequentemente, menor peso corporal ao final do
experimento, quando comparados aos animais controles [106].

Além disso, nos ratos com HAP que foram submetidos ao treinamento fisico
combinado (EH), o proprio treinamento fisico pode contribuir para essa diminui¢do do
peso corporal dos animais. Estudos, em ratos tem mostrado que tanto o treinamento
aerdbico quanto o treinamento resistido promovem a perca de peso corporal [107,
108].

Observou-se também que os animais com HAP apresentaram hipertrofia
cardiaca e ventricular direita, demonstradas pelo aumento das respectivas razoes
(peso do coracao/comprimento tibia; peso do VD/comprimento da tibia), quando
comparados aos animais do grupo SC. Estes resultados estdo de acordo com outros
estudos que utilizaram este modelo de MCT (60 mg/kg) para indu¢édo da doenca [109,
110]. A hipertrofia cardiaca causada pela HAP ocorre em razdao do mecanismo
adaptativo do VD, que busca manter sua funcado apesar da elevada resisténcia da
artéria pulmonar, que provoca aumento da pds-carga no VD [70]. No entanto, essa
hipertrofia gradual do VD leva a reducéo na fragdo de ejecao e diminui¢cdo do débito
cardiaco gerando hipertrofia patolégica do VD [5]. Estes achados sdo compativeis
com os resultados referentes a hemodinadmica cardiaca no presente estudo (ltem:
6.3), onde houve aumento da resisténcia da artéria pulmonar estimado pela reducao
da razao TA/TE, alteracdo na morfologia dos cardiomidcitos (aumento da largura e
reducao da razdo comprimento/largura dos miécitos isolados do VD) (ltem: 6.5.1) e,
consequentemente, prejuizos na funcado do VD (ltem 6.3; reducdo da TAPSE) no
grupo SH.
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Entretanto, o treinamento fisico combinado aplicado foi capaz de prevenir a
hipertrofia cardiaca e do VD nos animais do grupo EH. Resultados semelhantes foram
encontrados em outros estudos em modelos de HAP (60 mg/kg) com o treinamento
fisico aerobico [72, 73] e resistido [82] realizados de forma isolada. Estudos mostram
que o treinamento fisico € capaz de combater o remodelamento patolégico do VD por
meio da diminuicdo dos niveis circulantes e teciduais de fator de necrose tumoral
(TNF-a), fator nuclear kappa B (NF-kB) e caspase-3, além da expressao de receptores
do fato indutor de necrose tumoral (TWEAK), que sao responsaveis pelo aumento de
radicais livres, processos pro-inflamatérios e apoptdticos no VD de animais com HAP
induzida por MCT [111]. De fato, no presente estudo observou-se que os animais do
grupo EH apresentaram reducdo da resisténcia da artéria pulmonar, estimada pela
razao TA/TE (ltem: 6.3), o que pode ter atenuado o remodelamento adverso do VD,
em fungc@o de uma menor sobrecarga pressérica e preservagao da fungéo sistolica [5].

A MCT também aumentou os pesos absoluto e relativo (razdo peso do
pulmao/massa corporal) do pulmao (SC vs. SH) nos animais dos grupos SH e EH.
Resultados semelhantes foram encontrados no estudo realizado por Silva et al. [73].
Esse aumento de peso do pulmao pode estar relacionado ao remodelamento vascular
adverso observado no presente estudo (ltem: 6.6), o que prejudica a circulagao
pulmonar. Além disso, segundo Wang et al. [112], o aumento do peso pulmonar na
HAP esta associado ao aumento da parede alveolar e, consequentemente, diminuicao
de alvéolos pulmonares. Ademais, apesar de nao ter sido analisado no presente
estudo 0 aumento no conteudo de agua no pulméo, também pode ter contribuido para
esse aumento no peso do pulméo, como observado em outros estudos com o mesmo
modelo de HAP induzido por MCT (60 mg/kg) [35, 113].

Por outro lado, o treinamento fisico combinado foi capaz de atenuar o aumento
dos pesos absoluto e relativo do pulmao. Esse resultado indica que o treinamento
fisico pode causar reducdo da parede alveolar (ltem: 6.6) e, assim, promover
beneficios ao pulm&o por melhorar a funcionalidade do mesmo [73].

6.3. Hemodinamica
Sabe-se que a capacidade do VD em se adaptar ao aumento crénico da

resisténcia vascular pulmonar € um fator determinante da capacidade funcional e da
sobrevida dos pacientes com HAP [114]. Observou-se no presente estudo que no 22°
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dia apds a aplicacdo da MCT, os animais do grupo SH apresentaram aumento na
resisténcia da artéria pulmonar, estimada pela diminuicdo da razdo TA/TE. Este
resultado indica a eficacia do modelo de HAP induzida por MCT, pois o0 aumento da
resisténcia vascular pulmonar € uma das principais caracteristicas da doenca e um
fator determinante para o remodelamento adverso do VD [4]. Segundo Crosswhite e
Sun [37], este aumento da resisténcia vascular pulmonar na HAP, ocorre devido a um
desequilibrio entre os fatores vasoconstritores e vasodilatadores endoteliais. Dentre
os fatores vasodilatadores que estdo reduzidos na HAP destacam-se o ON e os
prostanoides. Quanto aos vasoconstritores aumentados na HAP e que contribuem
para a remodelacao vascular pulmonar, destacam-se a endotelina-1 e o tromboxano
[37].

Entretanto, o treinamento fisico combinado foi capaz de retardar o aumento da
resisténcia da artéria pulmonar estimada pela raz&do TA/TE nos animais do grupo EH.
Esse resultado indica o beneficio do treinamento fisico combinado composto por
sessdes de treinamento fisico aerdbico e resistido na redugédo da sobrecarga no VD.
Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos com o modelo de HAP
induzida por MCT (60 mg/kg) com o treinamento aerdbico e resistido realizados de
forma isolada [72-74, 82]. Essa atenuacdo do aumento da resisténcia da artéria
pulmonar pode estar relacionada ao aumento da biodisponibilidade do 6xido nitrico
que é um potente vasodilatador gerado pelo exercicio fisico em fungdo do aumento
do estresse por cisalhamento [115]. Dessa forma, acredita-se que os beneficios do
treinamento fisico combinado sobre a razao TA/TE podem estar relacionados a maior
sintese de 6xido nitrico na circulagao pulmonar. Ademais, o atraso no remodelamento
patolégico nos animais que foram submetidos ao treinamento fisico combinado
observadas no presente estudo e as melhoras morfométricas (Item: 6.2) e
histomorfométricas cardiacas (ltem: 6.5), também podem ter contribuido para melhora
da funcéo cardiaca nesses animais.

A HAP causou reducao da fungao sistolica do VD, determinada pela TAPSE
(grupo SH < grupo SC). O treinamento fisico combinado aplicado foi capaz de atenuar
essa reducdo. Estudos tém mostrado que prejuizos na TAPSE podem estar
associados a uma reducgéo do volume de ejecao que, consequentemente, causa uma
diminuicao do débito cardiaco e do fluxo sanguineo pulmonar e sistémico [47, 48].
Além disso, as alteracdes morfométricas como, reducéo da quantidade de miécitos e

aumento da matriz extracelular causadas pela HAP no VD influenciam diretamente na
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reducao da fungao sistélica do VD prejudicando, assim, toda a mecanica contratil
[116]. Esses dados estdo de acordo com os dados de morfometria (ltem: 6.2) e
histomorfometria (ltem: 6.5) observados do presente estudo. Observou-se que 0s
animais com HAP apresentaram hipertrofia patolégica do VD, demonstrada pelo
aumento das razdes peso do coragao/comprimento tibia e peso do VD/comprimento
da tibia, redugéo no percentual de cardiomidcitos, aumento no percentual de infiltrado
inflamatério e de colageno total.

Quanto a melhora da fungao sistélica do VD em resposta ao treinamento
combinado observada nos animais do grupo EH, esta pode estar relacionada a
reducdo da resisténcia da artéria pulmonar, demonstrada pelo aumento da razéo
TA/TE, além da diminuicdo do remodelamento adverso do VD em funcdo de uma
menor sobrecarga pressérica e menores prejuizos a funcao sistélica [5]. Esses
resultados estédo relacionados aos obtidos nas analises morfométricas (ltem: 6.2) e
histomorfométricas cardiacas (ltem: 6.5), onde o exercicio fisico combinado foi capaz
de atenuar a hipertrofia patolégica do VD.

6.4. Contratilidade celular e Ca2* intracelular transiente

A HAP induzida por MCT (60 mg/kg) promoveu diminuicdo da amplitude e da
velocidade de contracao e relaxamento, bem como da amplitude e das velocidades
até o pico e de decaimento do Ca?* intracelular transiente em midcitos isolados do VD
dos ratos do grupo SH, comparados aos dos animais do grupo SC. Estes resultados
indicam que a eficiéncia mecénica dos cardiomidcitos estava prejudicada nos ratos
injetados com MCT. Em consonancia com estes achados em nivel celular, a fungéao
do VD estava prejudicada pois estes apresentaram redu¢do na TAPSE e aumento da
resisténcia da artéria pulmonar (reducdo na TA/TE).

Essa reducdo na amplitude de encurtamento celular também foi observada em
outros estudos realizados com este modelo de HAP induzida por MCT. [72, 73]. Ha
evidéncias [117, 118] que a reducao da amplitude de encurtamento celular pode estar
relacionada a diminuicdo da sensibilidade dos miofilamentos contrateis ao Ca?*,
reducdo do conteldo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico e redugdo do Ca?*
intracelular transiente. De fato, no presente estudo a amplitude do Ca?* intracelular
transiente foi reduzida no grupo SH. Todavia, isso nao indica reducao na sensibilidade

dos miofilamentos contrateis ao Ca?*, uma vez que a amplitude de contragao celular
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também estava reduzida. Estudos que avaliem sensibilidade dos miofilamentos
contrateis ao Ca?* e reducdo do contetido de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico nesse
modelo de HAP podem contribuir para o avanco neste tema.

A redugéo das velocidades de contragdo e até o pico do Ca?* intracelular
transiente estio associadas principalmente ao atraso na liberagido do Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico (RS) via receptor de rianodina 2 (RyR2) [119]. A diminuigcdo das
velocidades de relaxamento celular e de decaimento do Ca?* intracelular transiente
estdo relacionadas principalmente a diminuicio da recaptagédo do Ca?* do citosol para
o RS via SERCA2a (Ca?*-ATPase do RS) que é fosforilada pela PLB (fosfolambam)
[119]. Apesar destas proteinas reguladoras do Ca?* ndo terem sido analisadas no
presente estudo, a literatura tem mostrado que a expressao das proteinas SERCA2a
e RyR2 esta reduzida no VD de animais com HAP induzida por MCT [70, 120].

Por outro lado, o treinamento fisico combinado aplicado foi capaz de prevenir a
diminuicdo da amplitude de contracao celular no grupo EH. Além disso, promoveu
manutengao das velocidades de contragao e de relaxamento celular, assim como das
velocidades até o pico e de decaimento do Ca?* intracelular transiente. Isto indica que
que o modelo de treinamento fisico usado foi capaz de promover beneficios na funcéo
contratil de midcitos isolados do VD dos animais com HAP induzida por MCT. Em
concordancia com estes achados em nivel celular, a fungdo do VD destes ratos foi
preservada, pois estes animais apresentaram manutengao da TAPSE e prevencao do
aumento da resisténcia da artéria pulmonar.

Esses efeitos do treinamento combinado podem estar relacionados a
prevencao da deterioracdo da expressao e ou atividade de proteinas reguladoras do
Ca?* intracelular, embora estas proteinas ndo tenham sido analisadas no presente
estudo. Porém, estudos prévios demonstram que o treinamento aerdbico de
intensidade moderada em esteira rolante causou aumento na expressao de SERCA2a
e RyR2 no VD de ratos com HAP induzida por MCT [70, 120]. Além disso, foi
demonstrado que o treinamento resistido também é capaz de aumentar a expressao
de SERCA2a no ventriculo esquerdo (VE) de ratos [121]. Estas proteinas séo
responsaveis pela liberacdo (RyR2) e recaptacdo (SERCA2a) de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico e influenciam diretamente as velocidades de contracdo e de
relaxamento celular, assim como as velocidades até o pico e de decaimento do Ca?*
intracelular transiente, respectivamente. Assim, estudos que avaliem os efeitos do

treinamento fisico combinado sobre as proteinas reguladoras do Ca?* intracelular em
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ratos com HAP induzida por MCT poderao contribuir para uma melhor compreensao

destes fendmenos.

6.5. Histofometria do ventriculo direito

6.5.1. Dimensoes dos miocitos

Outro importante parametro para avaliacdo da hipertrofia cardiaca é a
morfologia dos cardiomidcitos [122]. No presente estudo, os animais com HAP tiveram
um aumento da largura, da razao comprimento/largura celular dos midcitos isolados e
da area de seccéao transversa (observada em cortes histolégicos). Essas alteragdes
encontradas nos miocitos isolados do VD, sdo caracteristicas da hipertrofia
concéntrica, patoldgica, que ocorre devido a uma resposta adaptativa do VD [5]. Além
disso, estes resultados estdo de acordo com as hipertrofias cardiaca e ventricular,
patoldgica, observadas nos animais do grupo SH, estimada pelo aumento do peso do
coracdo, VD e suas respectivas razbes, respectivamente. Sabe-se que este
remodelamento patoldgico do VD é caracteristico do modelo de HAP induzida por
MCT e esta relacionado prejuizo na regulagédo da cascata de sinalizagao de hipertrofia
fisioldgica fosfoinositide - 3 - quinase (PI3K) / proteina quinase B (Akt) / alvo da
rapamicina (mTOR) em mamiferos, ao aumento do percentual de colageno e ao
aumento da resisténcia da artéria pulmonar estimada pela razdo TA/TE, conforme
demonstrado no presente estudo (ltem: 6.14) e em estudos anteriores [70, 123-125].

Em contrapartida, o treinamento fisico combinado foi capaz de prevenir a
hipertrofia de cardiomiocitos causada pela HAP. Resultados semelhantes foram
encontrados em outros estudos com o treinamento aerébico [73, 82] e resistido [73,
82] no mesmo modelo usado no presente estudo (60 mg/kg). Esse resultado pode ser
explicado pela diminuigdo da resisténcia da artéria pulmonar observada no presente
estudo que, consequentemente leva a uma reducdo da sobrecarga ao VD. Esta
reducdo da sobrecarga no VD por sua vez, contribui para atenuacdo do
remodelamento adverso nesse tecido com diminuicdo de fibrose intersticial, e
consequentemente preservagéo da fungéo contratil [5].

Por outro lado, o treinamento fisico combinado foi capaz de prevenir a
diminuicdo na porcentagem de cardiomiécitos, mas néo foi capaz de diminuir a area

de seccgao transversa dos miécitos isolados do VD. Em relacdo a area de seccao
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transversa, este foi um resultado inesperado pois devido a todas as melhoras
hemodinamicas, estruturais celulares e extracelulares observadas, esperava-se que
houvesse também uma reducao neste parametro. Porém, resultados semelhantes
foram encontrados em outros estudo com essa dosagem de 60 mg/kg de peso
corporal, onde os animais em falha cardiaca que realizaram o treinamento aerdbico

também apresentaram um aumento na area de secc¢ao transversa [72].

6.5.2. Estruturas celulares e extracelulares do ventriculo direito

Observou-se no presente estudo que os animais com HAP tiveram uma
reducdo no percentual de cardiomiécitos e citoplasma, além de um aumento no
percentual de vasos sanguineos, infiltrado inflamatério e coldgeno total. Estes
resultados estdo de acordo com outros estudos que utilizaram aplicagdo de MCT (60
mg/kg) para inducédo da doenca [109, 110]. Todas essas altera¢des sao indicativos de
remodelamento adverso do VD e acumulo de fibrose que tem um impacto negativo na
funcéo cardiaca, aumentando a rigidez cardiaca, promovendo arritmias e prejuizos na
difusdo de oxigénio para os cardiomiécitos [53, 73].

Em relacdo a diminuicdo do percentual de cardiomiocitos e aumento do
percentual de infiltrado inflamatério, resultados semelhantes foram encontrados em
outros estudos com HAP (60 mg/kg) em modelo animal [82, 104]. Este resultado pode
estar relacionado ao estado de falha cardiaca observado nos estagios mais
avancados da HAP no modelo animal principalmente quando utilizado uma dosagem
mais severa (60 mg/kg) para inducdo da doenca.

Sabe-se que no estagio de falha cardiaca ha um aumento do estresse oxidativo
e do estado inflamatério e consequentemente aumento de citocinas pro-
inflamatoérias/apoptéticas, como por exemplo o TNF-a que, consequentemente,
contribuem para diminuicdo de cardiomiécitos e aumento de infiltrado inflamatério
[126].

Quanto ao aumento no percentual de colageno total encontrado no presente
estudo e em outros [72, 73], isso ocorre devido ao aumento da expressao génica e
proteica de colageno tipo | e Il, que causa uma diminuicao da fungéo contratil do VD
tornando-o mais rigido [127, 128]. Além disso, estudos tem mostrado que a hipertrofia
patolégica do VD observada na HAP pode causar apoptose e fibrose no miocéardio,
comprometendo assim a fungéo cardiopulmonar [4, 104]. Adicionalmente, os prejuizos
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causados pela HAP na hemodinamica cardiaca (aumento da resisténcia da artéria
pulmonar e diminuigdo da TAPSE;ltem:6.3) e na dimensao dos midcitos isolados do
VD (Item: 6.5.1) contribuem para esse remodelamento patolégico do VD.

Todavia, o treinamento fisico combinado foi capaz de prevenir o
remodelamento patolégico do VD (aumento no percentual de citoplasma,
cardiomiécito, reducao no percentual de infilirado inflamatério e colageno total).
Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos com o treinamento
aerobico e resistido realizados de forma isolada. Estudos tem mostrado que, em nivel
tecidual essa diminuicdo da hipertrofia patolégica do VD no treinamento aerébico em
esteira de baixa e moderada intensidade, tem sido associada a redug¢ao da deposicao
de colageno e fibrose cardiaca e decréscimo na relagdo de miosinas de cadeia pesada
beta e alfa (B/aMCP), além disso o exercicio é capaz de melhorar as respostas
inflamatdrias quem tem um impacto significativo na fungé@o ventricular e melhora da
fungéo cardiopulmonar [104, 129]. Segundo Moreira-Gongalves et al. [70], o exercicio
fisico aerébico (esteira) também possui um efeito anti-fibrético, e é capaz de reduzir
os niveis de mRNA da ET-1 e VEGF no VD, que sédo fatores que contribuem para
reducéo da deposicéo de colageno e apoptose no VD em animais com HAP induzida
por MCT (60 mg/kg). Ademais, estudos com humanos com HAP também tem
mostrado que o exercicio aerdbico (ciclismo) pode modular subgrupos de linfcitos T
circulantes e melhorar o perfil alterado de citocinas circulantes, além de nao agravar
o estado inflamatério destes individuos [130, 131]. Além disso, as melhoras
encontradas em animais que se exercitaram (EH), tanto na hemodinémica cardiaca
(reducao da resisténcia na artéria pulmonar e prevencao dos prejuizos da TAPSE;
ltem: 6.3) quanto na dimensao dos midcitos isolados do VD, podem ter contribuido
para atenuagao do remodelamento patolégico do VD.

6.5.3. Histomorfometria do pulmao direito

No presente estudo, foram analisados os percentuais de alvéolos e septo
alveolar. A MCT aumento o percentual de septo alveolar e, consequentemente,
promoveu uma diminuicdo do percentual de alvéolos pulmonares. Resultados
semelhantes foram encontrados em outros estudos neste modelo de HAP. Por
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exemplo, no estudo realizado por Silva et al. [73] o pulmao direito dos ratos com HAP
(60 mg/kg) apresentaram, dentre outras alteragdes, ruptura do bronquiolo e
espacamento do lumen do alvéolo, bem como aumento do septo alveolar. No estudo
realizado por Portes [82], verificou-se que animais com HAP (60 mg/kg) apresentaram
aumento no percentual de alvéolos colapsados e presenga de hemorragia nos
alvéolos. Estas alteragdes encontradas no pulméo sao indicativos de remodelacao
pulmonar patolégica e estdo de acordo com outros estudos [73, 82, 132]. Segundo
Tuder et al. [132], este remodelamento patoldgico do pulmao contribui para o aumento
da pressao no sistema pulmonar e, consequentemente, para o remodelamento da
artéria pulmonar e aumento da sua resisténcia ao fluxo sanguineo, resultado também
encontrado no presente estudo (ltem: 6.3). Ademais, estudos tem mostrado que o
aumento da resisténcia e complacéncia da artéria pulmonar leva ao aumento da
proliferacao de células musculares lisas na artéria pulmonar e/ou células endoteliais
resultando na obstrug¢éo do fluxo sanguineo nesta artéria, o que compromete a fungéo
cardiopulmonar [133, 134]. Além disso, o remodelamento adverso do pulmao pode
estar relacionado ao aumento da inflamacéao e do estresse oxidativo, que também sao
caracteristicas observadas no modelo de HAP induzida por MCT [40, 49, 135, 136].

Por outro lado, os efeitos do treinamento fisico na vasculatura pulmonar ainda
s&o inconclusivos. Estudos com modelos experimentais de HAP induzida por MCT
(40-60 mg/kg) mostram que o treinamento fisico pode melhorar [53, 54, 73, 82] manter
[105, 123] ou agravar as disfuncdes da vasculatura pulmonar causados pela doenca
[35]. Porém, no presente estudo o treinamento fisico combinado foi capaz de prevenir
o aumento do percentual de septo alveolar e, consequentemente, preservar o
percentual de alvéolos. Resultados semelhantes foram encontrados em outros
estudos em animais com HAP induzida por MCT, onde os treinamentos aerobico [73]
e resistido [82] foram realizados de forma isolada.

No estudo realizado por Silva et al. [73] verificou-se que treinamento fisico
aerobico continuo de intensidade moderada foi capaz prevenir o espagamento do
limen alveolar e a reducao no percentual de colageno tipo | e total em animais com
HAP induzida por MCT (60 mg/kg). Em estudo com o treinamento resistido prévio
realizado em escalada vertical [82], observou-se que este modelo de exercicio
aumenta a porcentagem de alvéolos pulmonares e reduz a porcentagem de alvéolos
hemorragicos. Os mecanismos pelos quais o exercicio fisico aerdbico, resistido e
combinado melhoram a fun¢do pulmonar neste modelo de HAP ainda n&o estao bem
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descritos na literatura. Porém, no estudo Colombo et al. [123] verificou-se que o
treinamento fisico aerébico aumenta a sinalizacdo de H202/ VEGF / p-Akt para a
angiogénese pulmonar em animais com HAP induzida por MCT (60 mg/kg),
melhorando, assim, a fun¢do pulmonar. Dessa forma, ha necessidade de novos
estudos com o treinamento fisico, seja ele aerdbico, resistido ou combinado, para

avaliagdo dos mecanismos envolvidos na melhora da fungdo pulmonar.
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7.CONCLUSAO

O treinamento fisico combinado de intensidade moderada, composto por
sessdes de treinamento fisico aerdbico e resistido realizadas em dias alternados
durante o desenvolvimento da HAP induzida por MCT em ratos, previne o aumento
da resisténcia da artéria pulmonar, a disfungéo sistélica e o remodelamento adverso
do VD e do pulméo direito, além de promover beneficios sobre a contracdo e o Ca?*
intracelular transiente de miécitos isolados do VD. Acredita-se que estes resultados
possuem relevancia clinica, pois indicam que o programa de treinamento fisico
combinado proporciona melhora da tolerancia ao esforgo fisico e na sobrevivéncia dos
ratos com HAP induzida por MCT. Juntos, estes resultados sugerem que este modelo

de treinamento poderia ser testado em humanos.
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