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RESUMO

PORTES, Alexandre Martins Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
dezembro de 2020. Efeitos do treinamento resistido prévio sobre a forca
muscular e a morfologia e funcao cardiopulmonar em ratos com hipertensao
arterial pulmonar induzida por monocrotalina. Orientador: Antdnio José Natali.

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do treinamento resistido (TR)
prévio sobre a forca muscular, a morfologia e a fungéo cardiopulmonar em ratos com
hipertenséo arterial pulmonar (HAP) severa induzida por monocrotalina (MCT). Para
tal, ratos Wistar (idade ~ 6 semanas) foram divididos em quatro grupos de 13 animais,
a saber: sedentario controle (SC); sedentario monocrotalina (SM); treinado
monocrotalina sem continuidade do treinamento (TMSC); e treinado monocrotalina
com continuidade do treinamento (TMCC). O TR foi realizado por um periodo de 8
semanas, 3x/semana. Em seguida, os animais dos grupos SM, TMSC e TMCC
receberam uma injecao intraperitoneal de MCT (60 mg/kg), enquanto os do grupo SC
receberam o mesmo volume de salina. O grupo TMCC continuou o TR por mais 6
semanas e o grupo TMSC permaneceu em suas caixas pelo mesmo periodo, até a
data de eutanasia. Os animais dos grupos SC e SM permanecerem em suas caixas
durante todo periodo experimental. As sessdes de TR consistiram de 4 a 9 escaladas
em escada vertical carregando cargas progressivas [4 escaladas com 50%, 75%,
90% e 100% do peso maximo carregado (PMC); mais 30g a cada escalada
subsequente]. O PMC foi avaliado nas semanas 1, 4 e 8, antes da aplicacao de MCT
ou salina, e nos dias 20, 27, 34 e 41, ap6s a aplicagdao de MCT ou salina. A avaliagao
ecocardiografica foi realizada ao final da 8° semana, antes da aplicagdo de MCT, e
nos dias 24 e 42, apés a aplicacdo de MCT ou salina, para avaliacdo da razao tempo
de aceleracao e tempo de ejecédo (TA/TE) e da tricuspid annular systolic plane
excursion (TAPSE). Andlises histomorfométricas foram realizadas nos tecidos do
ventriculo direito (VD), pulm&o e biceps braquial. Em midcitos isolados do VD, foram
analisados contragdo e célcio (Ca?*) intracelular transiente. Os dados foram
comparados, conforme distribuicdo normal ou ndo normal, usando-se analise de
variancia ou Kruskal-Wallis, respectivamente, seguidos de teste post hoc apropriado,
sendo erro alfa adotado de 5%. Os resultados mostraram que o TR aumentou o PMC
relativo, nas semanas 4 e 8, em comparacao a semana 1 e ao grupo SM, antes da
injecdo de MCT. Apds a aplicagdao de MCT, o PMC relativo permaneceu maior nos



grupos treinados que nos sedentéarios (P<0,05). O PMC relativo do grupo TMSC néo
foi diferente daquele do grupo SM nos dias 27 e 34 apos injecao de MCT (P>0,05).
O TR preveniu o aumento da resisténcia da artéria pulmonar (reducéo da TA/TE) e a
reducao da funcao do VD (reducao da TAPSE), 24 dias apds injecao de MCT, apenas
no grupo TMCC. O mesmo foi observado nos dois grupos treinados no dia 42 apés
injecdo de MCT. O TR preveniu o aumento das massas do coragédo € do VD e a
reducédo da massa do biceps braquial. O TR preveniu o aumento da area de sec¢ao
transversa dos miécitos do VD. O TR também preveniu, mas apenas no grupo TMCC,
0 aumento da largura e a razdo comprimento/largura celular. No pulmao direito, o TR
preveniu a redugao do percentual de alvéolos pulmonares e o aumento do percentual
de alvéolos hemorragicos, apenas no grupo TMCC. No biceps braquial, o TR
preveniu a reducdo da area de seccgdo transversa e aumentou o percentual de
nucleos. Em miécitos isolados do VD, o TR preveniu a reducao da amplitude e da
velocidade de contracdo (3 e 5 Hz), 0 aumento dos tempos para o pico de contragéo
(1, 3,5 e 7 Hz) e 50% de relaxamento (1, 3 e 5 Hz), somente no grupo TMCC. O TR
preveniu o aumento da amplitude do Ca?* intracelular transiente (1, 3 e 5 Hz) e dos
tempos para o pico (1, 3, 5 e 7 Hz) e para 50% do decaimento do Ca?* intracelular
transiente (5 Hz), apenas no grupo TMCC. O TR preveniu a reducdo da
responsividade das células a estimulagédo a 7 Hz, apenas no grupo TMCC. Em
conclusdo, o TR aplicado aumenta a forgca muscular e previne a reducédo da funcao
sistélica e a hipertrofia do VD, além de prevenir 0 aumento da resisténcia da artéria
pulmonar e a atrofia muscular esquelética em ratos com HAP severa induzida por
MCT. Todavia, os efeitos preventivos sobre o remodelamento pulmonar adverso, o
aumento das dimensodes celulares e as disfungdes da contratilidade e do Ca?*
intracelular transiente de midcitos isolados do VD sao evidentes apenas quando o
TR prévio é continuado apos a indugao da HAP por MCT (grupo TMCC), o que indica
a presenca de destreinamento quando o TR é descontinuado (grupo TMSC).

Palavras-chave: Treinamento resistido. Hipertensdo pulmonar. MCT. Midcitos
isolados. Contracdo. TAPSE.



ABSTRACT

PORTES, Alexandre Martins Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
December, 2020. Effects of prior resistance training on muscle strength and
cardiopulmonary morphology and function in rats with monocrotaline-induced
pulmonary arterial hypertension. Adviser: Anténio José Natali.

This study aimed to investigate the effects of previous resistance training (RT) on
muscle strength, cardiopulmonary morphology and function in rats with severe
monocrotaline-induced pulmonary arterial hypertension (PAH) (MCT). Wistar rats (age
~ 6 weeks) were divided into four groups of 13 animals: sedentary control (SC);
sedentary monocrotaline (SM); monocrotaline trained without training continuity
(TMSC); and trained monocrotaline with continuity of training (TMCC). The RT was
performed for 8 weeks, 3 days/week. Then, animals in the SM, TMSC and TMCC
groups received an intraperitoneal injection of MCT (60 mg / kg), while those in the SC
group received the same volume of saline. The TMCC group continued the TR for 6
weeks and the TMSC group remained in their cages for the same period, until
euthanasia. The animals in the SC and SM groups remained in their cages throughout
the experimental period. The TR consisted of 4 to 9 vertical ladder climbs carrying
progressive loads [4 climbs with 50%, 75%, 90% and 100% of the maximum carrying
load (MCL); plus 30g in each subsequent climb]. The MCL was evaluated at weeks 1,
4 and 8, before MCT or saline injection, and on days 20, 27, 34 and 41, after MCT or
saline injection. The echocardiographic evaluation was performed at the end of the 8"
week before MCT or saline injection, and on days 24 and 42, after MCT or saline
injection, to evaluate the ratio of acceleration time and ejection time (TA/TE) and
tricuspid annular plane systolic excursion (TAPSE). Histomorphometric analyzes were
performed on right ventricle (RV), lung and brachial biceps tissues. Contraction and
intracellular calcium (Ca?*) transient were analyzed. Data were compared, according
to normal or non-normal distribution, using analysis of variance or Kruskal-Wallis,
respectively, followed by an appropriate post hoc test. P < 0.05 was considered
significant. The results showed that TR increased the relative MCL, at weeks 4 and 8,
compared to week 1 and to SM group, before MCT injection. After the MCT injection,
the relative MCL remained higher in the trained groups than in the sedentary ones
(P<0.05). The relative MCL of the TMSC group was not different from that of the SM
group on days 27 and 34 after injection of MCT (P>0.05). RT prevented the increase



in pulmonary artery resistance (reduction of TA/TE) and reduction of RV systolic
function (reduction of TAPSE), 24 days after MCT injection, only in the TMCC group.
The same was observed in both trained groups, on day 42 after MCT injection. TR
prevented increases in heart and RV mass and reduction in the brachial biceps mass.
The TR prevented the increase in the RV myocyte cross-sectional area. The TR also
prevented, but only in the TMCC group, increases in cell width and length/width ratio.
In the right lung, the TR prevented reductions in the percentage of pulmonary alveoli
and increases in the percentage of hemorrhagic alveoli, only in the TMCC group. In
the brachial biceps, the TR prevented reductions in the cross-sectional area and
increases in the percentage of nuclei. In RV myocytes, the TR prevented reductions in
contraction amplitude and velocity (3 and 5 Hz), increases in the times to peak of
contraction (1, 3, 5 and 7 Hz) and to 50% relaxation (1, 3 and 5 Hz), only in the TMCC
group. The RT prevented increases in the amplitude of the intracellular Ca?* transient
(1, 3 and 5 Hz) and in the times to peak (1, 3, 5 and 7 Hz) and to 50% decay (5 Hz),
only in the TMCC group. The TR prevented the reduction in the number of cells
responding to stimulation at 7 Hz, only in the TMCC group. In conclusion, the employed
RT increases muscle strength and prevents reductions in RV systolic function and
hypertrophy, increases in pulmonary artery resistance and skeletal muscle atrophy in
rats with severe MCT-induced PAH. However, the preventive effects on adverse
pulmonary remodeling, increases in RV myocyte dimensions and contraction and
intracellular Ca?* transient dysfunctions are evident only when the previous RT is
continued after MCT-induced PAH (TMCC group), which indicates the presence of
detraining when the TR is discontinued (TMSC group).

Keywords: Resistance training. Pulmonary hypertension. MCT. Isolated myocytes.
Contraction. TAPSE.
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1. INTRODUGAO

A pressao pulmonar é um parametro fisioldgico crucial no controle do fluxo
sanguineo nos vasos pulmonares. Valores da pressao arterial pulmonar média (PAPm)
de 14,0 £ 3,3 mmHg sao considerados “normais” em individuos saudaveis em repouso
[1].

A hipertensao pulmonar (HP), caracterizada por valores de PAPm > 20 mmHg
[2], € uma doenga crdnica progressiva que compromete a vasculatura pulmonar e esta
associada ao aumento da mortalidade por todas as causas [3-5]. A HP é subdividida
em 5 grupos, designados de acordo com a sua etiologia clinica: 1) hipertenséo arterial
pulmonar (HAP); 2) HP associada a doenga cardiaca esquerda; 3) HP por doenca
pulmonar e/ou hipdxia crbnica; 4) HP associada a doencga tromboética ou embodlica; e
5) HP associada a mecanismos multifatoriais [6].

No presente estudo, investigou-se, especificamente, efeitos da intervencdo com
exercicio fisico resistido prévio no desenvolvimento da HAP, em modelo animal de HAP,
induzida por monocrotalina. Estimativas apontam prevaléncia da HAP em torno de 15
a 50 casos por milhdo de individuos, o que a torna uma doenga rara, mas considerada
o tipo mais comum de HP [7].

1.1. Hipertensao arterial pulmonar

A HAP se caracteriza como hipertensdo pulmonar pré-capilar e esta
associada a alteragdes hemodinamicas, tais como valores da PAPm > 20 mmHg, da
pressao capilar pulmonar < 15 mmHg e da resisténcia vascular pulmonar (RVP) = 3
unidades Wood (WU), em repouso [2].

Destaca-se também que a HAP tem etiologia multifatorial, em maior parte
idiopaticos. Com base em sua etiologia clinica, ela é subdividida em: idiopatica;
hereditaria; induzida por drogas ou toxinas; associada a outras doengas (ex. Doenga
do tecido conjuntivo, HIV, hipertensdo portal, doencas cardiacas congénitas e
esquistossomose); associada ao uso prolongado de bloqueadores de canais de calcio;
envolvimento venoso/capilar; e persistente da sindrome do recém-nascido [2].

Sabe-se que os pacientes com HAP comumente apresentam remodelamento
adverso da vasculatura pulmonar e do coragcdo, com magnitude distinta, regida pelo

estagio progressivo da doenca em que 0 paciente se encontra. Inicialmente, os
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mecanismos compensatorios sdo apresentados com o intuito de preservar a fungao
cardiaca. Entretanto, com a manutencao da sobrecarga pressérica crénica, esses
mecanismos passam a ser insuficientes, e o coracdo, mais especificamente o
ventriculo direito (VD), é acometido pelo remodelamento adverso [8]. Nesse estagio, as
adaptacoes deletérias sao traduzidas em reducao da complacéncia, da perfusao e da
fracdo de ejecao, progredindo para dilatagdo da camara, falha cardiaca e, por fim,
morte [8, 9].

Com a progressao da doenca, 0s pacientes passam a apresentar sintomas
como dispneia, letargia e desconforto toracico, inicialmente observados durante o
exercicio fisico. Posteriormente, tais sintomas séo observados em estado de repouso,
0 que afeta diretamente a qualidade de vida. Além disso, alteragdes em outros 6rgaos
e tecidos contribuem para o surgimento dos sintomas, os quais refletem na reducao
da capacidade de exercicio fisico. Notam-se, por conseguinte, altera¢des nos pulmoes
e na musculatura esquelética, tanto a que auxilia a mecénica ventilatéria quanto a
envolvida na execucéao do exercicio fisico [10, 11]. Nesse sentido, Malenfant et al. [12]
demonstaram que pacientes com HAP apresentam menor forca muscular do
quadriceps quando comparados a individuos sem HAP. As alteracdes prejudiciais da
musculatura esquelética, possivelmente, ocorrem em reposta ao prejuizo do
suprimento de oxigénio, resultando em diminuicdo do niumero de capilares e das fibras
do tipo llA, atreladas a atrofia e a reducao da forca de contracao [10, 13]. Nos pulmdes,
observa-se reducgéo do leito vascular ligado a presencga de hipdxia, em conjunto com
a destruicédo alveolar, que, por sua vez, contribui com o surgimento de doengas do
sistema respiratério, como a doenca pulmonar obstrutiva crénica [14].

Os modelos animais de HAP tém sido utilizados em pesquisas especialmente
para investigar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na fisiopatologia
da doenca, assim como as respostas a diferentes intervengdes [15]. Dentre os
modelos disponiveis, encontra-se a HAP induzida por meio da monocrotalina (MCT)

— um alcaloide derivado da planta crotalaria spectabilis.

1.2. Modelo de hipertensao arterial pulmonar induzida por monocrotalina

O primeiro estudo envolvendo esse modelo foi realizado em 1967 [16], no qual

se observou, em ratas da linhagem Wistar, aumento do espessamento da vasculatura
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pulmonar e da hemodinamica e hipertrofia do ventriculo direito, apoés administracao
oral das sementes da planta. Com o passar dos anos, o modelo de indugcdo da HAP
passou a ser realizado por meio da inje¢cdo da MCT, em maior parte, na regiao
intraperitoneal ou subcutanea. Embora os mecanismos de acdo nao estejam
totalmente esclarecidos, sabe-se que a MCT é convertida no metabdlito reativo do
pirrole dehidromonocrotalina (MCTP) no figado, através da ativacdo dependente do
citocromo P-450, que, por sua vez, gera danos nos tecidos adjacentes, a exemplo da
vasculatura pulmonar [17-20].

Nessa perspectiva, compreende-se que a gravidade dos efeitos deletérios
sobre os sistemas é dependente da dosagem de MCT utilizada. Com base nisso, a
dosagem de 60 mg/kg de MCT induz a HAP severa com indices elevados de toxidade,
presenca de hipertrofia cardiaca patolégica e lesdao pulmonar aguda [17], com
progressao para falha cardiaca [21]. Uma dosagem inferior (40 mg/kg) induz a HAP
estavel, caracterizada pela preservacao do débito cardiaco [21]. Atualmente, na
literatura, a maioria dos estudos foram realizados com a dosagem de 60 mg/kg de
MCT para inducao da HAP [15].

Neste modelo, ocorre um desequilibrio entre fatores vasodilatadores e
vasoconstritores na vasculatura pulmonar. Sabe-se que ratos tratados com MCT
apresentam reducao da expressao da proteina quinase B (Akt) e do 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS) [22, 23] e da Akt eNOS fosforilada [24] na vasculatura
pulmonar, resultando em prejuizos na vasodilatacao arterial. No estudo de Ahmed et
al. [25], a aplicacao de 60 mg/kg de MCT, além de reduzir a expressdo da eNOS,
também reduziu os niveis séricos de 6xido nitrico (ON), o que, por sua vez, contribuiu
com o remodelamento adverso da vasculatura pulmonar.

Nesse sentido, evidéncias indicam elevacdo dos niveis plasmaticos de
endotelina 1 (ET-1) em ratos ap6s administragdo com MCT [26, 27]. A ET-1 € um
potente vasoconstritor € a sua biodisponibilidade é o produto final da sinalizagdo via
MEK1-2/MAPK, a qual pode estar em hiperatividade na HAP, contribuindo, assim, com
o remodelamento arterial [28]. Somente um estudo [29] avaliou os efeitos da MCT
sobre a ativagdo da MEK1/2 e, nesse, a doenca promoveu aumento.

Somado a isso, outros vasoconstritores podem exercer papéis importantes
sobre os efeitos deletérios na vasculatura, uma vez que a inibicao do tromboxano A2

(TXA2) atrasou o desenvolvimento da HAP, associando-se a redugédo da espessura
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da camada média da artéria pulmonar e da excrecdo urinaria de tromboxano B2
(TXB2), que, por seu turno, indica inibicdo da agregacao plaquetaria [30].

Eventualmente, o aumento de componentes vasodilatadores reduz
concomitantemente os vasoconstritores. Liu et al. [31] utilizaram o antagonista do
receptor acoplado a proteina G (KMUP-1) para aumentar a expressao da eNOS e,
como consequéncia, houve reducédo da expressao e dos niveis plasmaticos de ET-1.
Em cées, demonstrou-se que a inducdo de uma baixa dose de prostaciclina (PGI2)
(vasodilatador) foi capaz de reduzir o acumulo plaquetario, a PAPm e a RVP [32]. A
utilizagdo do agonista de PGI2 reduziu os efeitos deletérios da HAP sobre a
vasculatura pulmonar e sobre o VD, além de aumentar o tempo de sobrevida dos
animais, ressaltando a importancia entre o equilibrio do TXA2 e PGI2 para manutencao
da saude e do tdénus vascular [33]. De fato, o desequilibrio entre os fatores
vasodilatadores e vasoconstritores estédo intimamente associados aos prejuizos sobre
a estrutura e a fung&o da vasculatura pulmonar.

E pertinente pontuar que a vasoconstricido elevada e sustentada pode
aumentar o estresse por sobrecarga pressérica nas camadas das artérias (tUnica
intima, média e adventicia) e, em resposta ao estresse continuo e exacerbado, essas
podem sofrer alteragdes de acordo com a magnitude e duracdo da sobrecarga
submetida [34, 35]. No que concerne a tunica intima, essa é a camada mais interna e
mais fina, e, por esse motivo, esta mais suscetivel a lesbes por estresse
hemodinamico e a degradacao das células endoteliais. Em resposta ao reparo das
lesbes, ocorre a substituicdo do tecido endotelial por tecido fibrético ndo-endotelial e a
migracao de células inflamatérias [36, 37]. As células inflamatérias, por exemplo, o0s
macrofagos, podem dar origem a citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), o qual esta intimamente ligado a promog¢ao de apoptose tecidual
[38].

Nessa perspectiva, a aplicacdo de MCT promove aumento substancial da
espessura da parede das arteriolas pulmonares [39-42], acompanhado do aumento
da area de colageno vascular [43]. No estudo de Zhang et al. [44] foi demonstrado
maior expresséo de colageno tipo | na vasculatura pulmonar em ratos tratados com
MCT. Além disso, houve efeitos significativos do estresse hemodinadmico/mecanico
exacerbado sobre o remodelamento estrutural arterial.

Outro fator do remodelamento arterial € a alteragdo da expressao de



20

metaloproteinases de matriz (MMP), em vista que a sua principal funcéo consiste em
promover degradacao dos componentes da matriz extracelular, como o colageno [45].
O estudo de Zhu et al. [46] evidenciou aumento da expressao das MMP do tipo 2 (MMP-
2) e tipo 9 (MMP-9) em arteriolas de ratos tratados com MCT (60 mg/kg), associado a
maior degradacao de colageno e da regulacado positiva da proliferacao de células
musculares lisas [47, 48]. Essas alteragcbes aumentam a rigidez arterial, o que esta
associado a reducéo da capacidade de relaxamento arterial [23]. Ademais, além da
perda da capacidade de relaxamento, também ha reducao da area do lumen arterial
[49, 50].

A reducdo do lumen e a menor capacidade de relaxamento arterial promovem
sobrecarga pressoérica no VD, atrelada a altera¢cées hemodinamicas desse [9], para a
manutencgao da funcionalidade. Dentre as modificagdes, esta 0 aumento da pressao
sistélica do ventriculo direito (RVSP) em consequéncia do remodelamento adverso da
vasculatura pulmonar [40, 51, 52], fato que contribui para o aumento da PAPm [53,
54]. Como um ciclo, o aumento desses pardmetros hemodindmicos aumenta o
estresse por sobrecarga pressérica na vasculatura pulmonar, assim como o0
remodelamento vascular promove aumento dos parametros hemodinamicos.
Consequentemente, o VD é submetido constantemente a uma sobrecarga pressérica.

A MCT (60 mg/kg) promove a reducao da razao entre o tempo de aceleragéo
(TA) e o tempo de ejecao (TE) (TA/TE) nos animais, indicando a elevacao da pés-
carga [55, 56] e 0 aumento da resisténcia da artéria pulmonar. O aumento dessa pés-
carga esta relacionado ao remodelamento adverso da vasculatura pulmonar, em
conjunto com o aumento de componentes vasoconstritores — caracteristico desse
modelo experimental.

Em exame ecocardiografico, observa-se maior espessura da parede e do
diametro diastdlico final do VD em animais tratados com MCT, quando comparados a
animais do grupo controle [25, 40, 57, 58]. Resultados similares sdo encontrados em
relacao a espessura da parede anterior do VD [25, 59, 60]. Essas alteragdes também
podem ocorrer no final da sistole [58], entretanto, ha resultados controversos [55, 61].
Nesse sentido, Lima-Seolin et al. [62] demonstraram normalizacao do diametro do VD,
na sistole e na diastole, associado com a diminuicdo da sobrecarga pressérica
(reducao da RVSP) e com a reducao da pos-carga.

O estudo de Fontoura et al [63] demostrou que animais tratados com MCT (60
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mg/kg) apresentam maior volume diastélico final (VDF) em comparagao aos controles
nao tratados. Esses animais apresentavam cardiomiopatia dilatada do VD, que estaria
relacionada ao aumento do didmetro interno da camara, e reducéo da espessura da
parede ventricular, pela apoptose dos cardiomiécitos, caracteristica dessa fase [63,
64]. Todavia, a cardiomiopatia dilatada ndo deve ser associada a uma adaptacao
compensatéria com efeitos positivos, pois o VDF superior apresentado por esses
animais nao resultou em maior fracdo de ejecdo do VD, pelo contrario, esses animais
apresentaram valores inferiores em comparac¢ao aos animais do grupo controle [63].

Nesse sentido, embora os animais tratados com MCT apresentem maior VDF
na fase descompensatoria, os prejuizos na contratilidade celular, no encurtamento
ventricular e na redugdo do limen e do relaxamento arterial contribuem para a
permanéncia do sangue no VD apds a sistole, promovendo, assim, aumento no
volume sistélico final (VSF) [65], 0 que € acompanhado pela redugdo concomitante do
volume sistdlico e do débito cardiaco.

Efeitos adversos da MCT sobre a fungao do VD, como a redugéao do volume
sistélico e do débito cardiaco, sdo bem conhecidos, com consequente prejuizo na
irrigacdo pulmonar e sistémica [40, 57, 62, 66]. O estudo de Daicho et al. [67]
demonstrou reducao do débito cardiaco e do duplo produto (indice de consumo de Oz
do miocardio) somente entre 6 e 8 semanas apos a aplicagao de MCT. Isso indica que
esse efeito deletério € observado préximo a falha cardiaca.

A TAPSE (Tricuspid Anular Plane Systolic Excursion) denota a fungao sistolica
do VD. Os animais tratados com MCT apresentam valores inferiores da TAPSE [40,
57, 58] se comparados aos de animais controles ndo tratados. A reducao da TAPSE,
geralmente, esta associada ao aumento da RVP, que resulta em adaptacdes adversas
do VD de forma progressiva a partir da aplicacdo de MCT. No estudo de Novelli et al.
[40] foram demonstrados valores regressivos que iniciaram a partir da 32 semana apds
a aplicacdo de MCT, com reducéo acentuada na 5% semana. No mesmo estudo [40],
a reducao da TAPSE foi acompanhada do aumento da RVSP e da espessura da
parede do VD, na diastole, e da reducao do TA e do débito cardiaco. Esse fato indica
que prejuizos na TAPSE estdo diretamente ligados a adaptagdes adversas do VD e
da vasculatura pulmonar, envolvendo tanto a hemodinadmica quanto a estrutura.

Nesse modelo, ha altera¢des histomorfométricas do VD, pois a MCT promove

aumento da massa do coracdo e do VD, conhecido como hipertrofia concéntrica
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patoldgica, que ocorre devido a constante sobrecarga pressérica. Em resposta ao
aumento da pés-carga, o VD adapta-se a nova demanda, aumentando a espessura da
parede, 0 que, por sua vez, ocorre em consequéncia do aumento do tamanho dos
midcitos e da matriz extracelular [64].

Nesse sentido, estudos prévios demonstraram aumento da area de secgao
transversa (AST) dos miocitos do VD ap6s administracédo de MCT [27, 68, 69]. Esse
aumento da area dos miécitos é caracterizado pela adigcdo de sarc6meros em paralelo,
porém com alteracdes génicas prejudiciais, como o0 aumento da miosina de cadeia
pesada beta (B-MHC) [26, 60]. Além disso, por volta de 30 dias apds a aplicacao
de MCT (60 mg/kg), os animais apresentam reducdo da expressdao do RNA
mensageiro (RNAm) do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) no VD [70].
Isso indica que o aumento tecidual € superior a capacidade do sistema vascular de
promover irrigacdo e nutricdo, com consequente apoptose e necrose tecidual. No
modelo de HAP severa, também se observa redugcdo da porcentagem dos
cardiomiécitos, 0 que pode estar associado ao aumento do estresse oxidativo e da
producao de citocinas pré-inflamatérias/apoptéticas, como o TNF-a [68].

Ademais, a aplicacdo de MCT aumenta componentes da matriz extracelular,
como o colageno e promove fibrose no VD [42, 56]. Esses resultados podem ser
atribuidos ao aumento da expresséo proteica e do RNAm de colagenos tipo | e 111 [42,
53], o que torna o VD mais rigido, com prejuizos na sua capacidade lusotropica.

Os midcitos do VD dos animais tratados com MCT apresentam prejuizos no
processo de contragdo e relaxamento celulares. A reducdo da amplitude de
contracao celular estad associada a alteragdes das isoformas sarcoméricas (ex: a-MHC)
[71] e a reducdo do Ca?* intracelular transiente. Apesar de haver resultados
controversos, niveis superiores do Ca?* intracelular transiente foram demonstrados em
animais injetados com MCT, tanto na fase adaptativa quanto na ndo-adaptativa [72].
No estudo de Sabourin et al. [73], 0 aumento do Ca?* intracelular transiente resultou
em aumento da amplitude de contragdo. Por outro lado, Benoist et al. [74]

demonstraram aumento do Ca2* intracelular transiente com reducao da amplitude de
contragao, o que indica redugéo da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?*. Nesse
mesmo estudo de Bernoist et al. [74], o aumento do Ca?* intracelular transiente foi
associado ao aumento do potencial de agdo, em conjunto com o aumento da carga de
Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS) e da liberagéo fracionaria Ca%* do RS. Isso



23

indica que o prolongamento do potencial de acado apresentado por cardiomibcitos
desses animais pode promover maior influxo de Ca?* proveniente do meio extracelular,
resultando em aumento de sua biodisponibilidade.

Além disso, na HAP severa, os miécitos do VD apresentam maior tempo
para o pico de contragdo. Esse resultado pode estar relacionado ao atraso na
liberacdo do Ca?* do RS pelos receptores de rianodinatipo 2 (RyR2). Apds 4 semanas
da aplicagdo de MCT (60 mg/kg), foi possivel observar reducao do RNAm do RyR2,
0 que poderia refletir em reducédo da sua expressao [75].

O relaxamento celular também ¢é prejudicado. O prolongamento do tempo
para relaxamento celular é atribuido a diminuigdo da expressao e atividade da Ca?*
ATPase do RS (SERCA2a), cuja fungdo é sequestrar Ca?* citosdlico para o RS [23,

75]. Além disso, também foi demonstrada a redugéo da expressao do trocador Na*/
Ca?* (NCX) em ratos tratados com MCT [76], o que influencia no relaxamento celular.
Prejuizos na contragdo e no relaxamento celulares dificultam a capacidade dos
miocitos em responder a estimulos elétricos progressivos e, consequentemente, do
coracao responder as demandas do organismo.

Quanto aos pulmdes, sabe-se que a HAP severa (60 mg/kg) aumenta a massa
desses [77, 78] e a espessura do septo alveolar e reduz a area dos alvéolos [79], o que
prejudica o processo de hematose e contribui para os sintomas de dispneia.
Adicionalmente, ha prejuizos nos parametros funcionais dos pulmdes, como a reducao
da conformidade dindmica e do volume corrente, atrelado ao aumento do septo
alveolar, gerando aumento compensatério da frequéncia respiratéria [80, 81]. Essas
alteragbes estdo diretamente relacionadas ao aumento da inflamagéo, a qual reduz o
numero de alvéolos pulmonares, por meio de apoptose, e deteriora parte dos alvéolos
restantes, induzindo colapsos e hemorragias [82, 83], 0 que resulta em funcionalidade
pulmonar prejudicada.

Em relacdo ao musculo esquelético, sabe-se que a MCT promove prejuizos
funcionais e estruturais nesse tecido. Ap6s a administracdo de MCT (60 mg/kg), ocorre
aumento dos niveis séricos de marcadores catabdlicos, como interleucina 1 beta (IL-
1B), proteina C reativa (CRP) e miostatina; e locais, como a razdo MAFbx/atrogina-1
associados a reducao da massa e da AST muscular [84]. Adicionalmente, na HAP
severa induzida por MCT, ocorre o0 aumento dos niveis circulantes de TNF-a de forma
paralela ao de esfingosina — um segundo mensageiro capaz de induzir apoptose e
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degradar fibras da musculatura esquelética [85].

No estudo de Moreira-Gongalves et al. [86], a aplicacdao de MCT (60 mg/kg)
promoveu reducédo da massa e da AST do musculo gastrocnémio, o que contribuiu para
a reducgéao da tolerancia ao exercicio fisico de corrida em esteira. Nesse sentido, Fujita
et al. [87] reportaram que a aplicagdo de MCT (30 mg/kg) promove ativacao das vias
catabdlicas ubiquitina-proteassoma e do macroautofaglicossomo, levando a atrofia

muscular e, consequentemente, a reducao da forgca muscular.

1.3. Tratamento da hipertensao arterial pulmonar

As terapias medicamentosas sdo essenciais para amenizar os efeitos
deletérios da HAP sobre a qualidade de vida e a sobrevivéncia dos pacientes.
Resumidamente, medicamentos s&o direcionados para a vasculatura pulmonar, como
os blogueadores dos canais de calcio (Ca?*), antagonistas dos receptores de
endotelina, agonistas do receptor e analogos de prostaciclina, que promovem reducao
da vasoconstricdo e aumento da vasodilatacao arterial. O tratamento de suporte aos
pacientes envolve diuréticos, anticoagulantes e uso de oxigénio, que sao inerentes a
gravidade e ao estado em que o paciente se encontra [6].

O estudo de Hoeper et al. [88] demonstrou que a combinacdo de 2
medicamentos (terapia combinada) apresentou resultados mais eficientes em
comparacgao ao uso de apenas um medicamento de forma isolada (monoterapia), no
que concerne a mortalidade. Tais resultados refletem em maior tempo de sobrevida
dos pacientes [89].

Apesar da HAP ser praticamente incuravel, pacientes que fizeram uso das
terapias medicamentosas apresentaram valores hemodinamicos, como as pressoes
sistolica e média, inferiores em comparagdo aos que nao utilizaram. Além disso,
apresentaram diminuicéo da progressao da doenga e melhoras no teste de caminhada
de 6 minutos, o que impactou positivamente na qualidade de vida desses individuos
[90, 91]. As terapias ndo medicamentosas vém sendo utilizadas dentro dos ambientes
de reabilitacdo como forma coadjuvante ao tratamento essencial (medicamentoso).

Dentre essas terapias, esta a pratica de exercicios fisicos.
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1.3.1. Exercicio fisico

A pratica de exercicio fisico tem sido recomendada para individuos com
doencas cardiacas [92] em funcdo de seus multiplos beneficios. Em pacientes com
HAP, apesar de suas limitagdes ao exercicio fisico, tais como incapacidade do VD de
aumentar o volume sistélico durante o exercicio, perda de massa e forca muscular e
fadiga respiratoria [93], a préatica tem se mostrado benéfica [94, 95]. Nesse sentido, 0
exercicio aerdbio pode aumentar a capacidade fisica e melhorar a qualidade de vida
de pacientes com HAP, por reduzir a dispneia e a gravidade da fadiga [96, 97]. Por
exemplo, pacientes com HAP severa apresentaram aumento do pico do consumo de
oxigénio, além de redugéo da presséo arterial média (PAM) e da RVP apés 15
semanas de intervengdo com exercicio aerébio [98]. Todavia, a pratica do exercicio
fisico para pacientes com HAP ainda n&o consta nos guias [99] e ainda ndo ha
consenso sobre o tipo, a duragéo e a intensidade do exercicio.

Ha evidéncias de que o treinamento aerdébio continuo de intensidade
moderada atenua a resisténcia da artéria pulmonar, previne o remodelamento adverso
do ventriculo e do pulmao direitos, além de promover beneficios a contragéo e ao Ca?*
intracelular transiente em miécitos isolados do VD durante a progressdao da HAP
induzida por MCT em ratos [100]. Essas adaptac6es resultaram em maior tolerancia
ao esforgo fisico por esses animais [100]. Adicionalmente, o exercicio aerdbio
intermitente (Corrida voluntaria) é capaz de promover beneficios a estrutura tecidual
do VD e a funcao contratil de cardiomiocitos isolados do VD durante a progressao da
HAP induzida por MCT em ratos [101, 102]. Da mesma forma, essas adaptacdes
contribuiram positivamente para a tolerancia ao esfor¢o fisico e para retardar o
desenvolvimento da falha cardiaca nesses animais [101, 102].

Quanto ao treinamento com exercicio resistido (TR), apesar do relato de que
a intervengcdo com exercicios combinados (ex. Aerdbio, resistido e inspiratorio) foi
considerada segura para os pacientes, resultando em melhoras significativas na
qualidade de vida dos participantes [103], pouco se sabe sobre os efeitos do TR nessa
populagdo. Especificamente, os efeitos do TR na prevencao e no tratamento da HAP
né&o sdo bem conhecidos.

Sabe-se que o TR causa hipertrofia muscular e aumenta a forca, resisténcia
e coordenacgdo intra e intermuscular [104, 105] ao promover sintese proteica por
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estimular vias de sinalizagao de anabolismo e inibir vias de sinalizag&do de catabolismo
[105]. O TR tem sido usado como estratégia de prevencao e tratamento adjuvante de
diversas doencas, como osteoporose, diabetes mellitus e hipertensao [106-109].
Dessa forma, considera-se importante investigar se o TR pode auxiliar na prevencao
e no tratamento da HAP.

O modelo de TR “escalada em escada” foi preconizado por Hornberger e
Farrar [110], com intuito de proporcionar adaptagdes hipertroficas, principalmente em
musculos dos membros superiores e, em especial, nos musculos com predominio de
tipagem de fibra tipo IlA, provocando, assim, um aumento na forga muscular. Por
exemplo, o estudo de Padilha et al. [111]demonstrou que este modelo de TR promoveu
hipertrofia dos musculos flexor longo do hélux e plantar. Adicionalmente, o estudo de
Perrilhdo et al. [112] demonstrou que ratas hipertensas submetidas a TR de escaladas
em escada, por 12 semanas, obtiveram melhora da funcao cardiaca, sem alterar a
massa do coracdo e o volume de cardiomiécitos. Além disso, o TR restaurou o
conteudo de colageno das ratas hipertensas.

No modelo de HAP induzida por monocrotalina, entretanto, nao foi
encontrado, até o momento, nenhum estudo reportando efeitos do TR sobre a forca

muscular, a morfologia e a fung&o cardiopulmonar em ratos.

1.3.2. Exercicio fisico prévio

Outra pergunta importante é se 0 momento da pratica do exercicio fisico pode
interferir em seus beneficios durante o desenvolvimento da HAP. Por exemplo,
considerou-se mais vantajoso iniciar o exercicio aerdbio em até 24 horas apds a
inducdo da HAP, em comparagdo a iniciar ap6s 2 semanas, n0 que concerne a
preservacao da massa muscular, aos parametros funcionais do VD (dP/dtmax, débito
cardiaco e TAPSE) e as alteragdes prejudiciais da MCT sobre o colageno, a razédo
p/a-MHC e ao RNAm do TNF- o/IL-10 [86].

Nesse sentido, diferentemente dos estudos mencionados acima usando o
modelo em questdo, Colombo et al. [78] aplicaram um protocolo de treinamento
aerébio com duracao de 5 semanas, no qual os animais realizaram o exercicio em um
periodo caracterizado como “pré-training” (2 semanas), receberam a aplicagao de

MCT e, posteriormente, treinaram por mais 3 semanas. Eles demonstraram que o
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exercicio aerébio prévio preveniu 0 aumento da pressao arterial diastélica (PAD) final
e a reducao do volume intersticial, com aumento dos niveis capilares intramiocardicos
do VD. Ainda, também evidenciaram que o exercicio preveniu 0 aumento da espessura
da artéria pulmonar e da expressdo da proteina GSK-3B (pro-hipertrofica) [78].
Portanto, o treinamento prévio com continuidade foi benéfico.

Uma intervengao com periodo de duragéo superior foi realizada por Nogueira-
Ferreira et al. [77], em que os animais foram submetidos ao treinamento aerdbio prévio
realizado em esteira (25 m/min por 60 min/dia), 5 vezes na semana, por 4 semanas,
e, posteriormente, receberam a injecdo de MCT (60 mg/kg) e treinaram por mais 4
semanas. Eles demonstraram que o exercicio prévio preveniu a hipertrofia do VD, o
aumento da PAD final, da AST dos cardiomidcitos, da fibrose cardiaca e da razao f/a-
MHC. Além disso, preveniu a reducao da massa do musculo gastrocnémio, todavia,
n&o preveniu o aumento da massa do pulmao [77].

Adicionalmente, no estudo de Pacagnelli et al. [75], os animais foram
submetidos ao treinamento aerdbio prévio por 10 semanas. Em seguida, realizaram a
aplicagdo de MCT (60 mg/kg) e treinaram por mais 3 semanas. Posteriormente,
permaneceram em destreinamento por 2 semanas, até o momento da eutanasia. Eles
reportaram que o treinamento prévio preveniu a reducao da velocidade do pico de
fluxo cardiaco, o aumento da AST dos cardiomiécitos, entretanto, ndo preveniu
alteracoes sobre o TA e TE do VD [75]. Novamente, observam-se beneficios do
exercicio prévio.

Contudo, os efeitos do TR prévio sobre a forga muscular e a morfologia e
funcéo cardiopulmonar em ratos com HAP induzida por MCT n&o sao conhecidos.
Portanto, uma vez que, no modelo de HAP induzida por MCT, sé existem estudos com
exercicio aerdbio [78, 113, 114], torna-se importante investigar se o TR prévio é capaz
de prevenir os efeitos deletérios da HAP severa induzida por MCT sobre o coragéo, o
pulm&o e a musculatura esquelética.

Os resultados desta investigacdo podem ampliar evidéncias acerca dos
beneficios, das possibilidades de intervencao e, assim, da relevancia clinica de
terapias coadjuvantes para a prevencao e tratamento da HAP.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

= Investigar os efeitos do treinamento resistido prévio de escalada em escada, com
ou sem continuidade, sobre a forca muscular, a morfologia e a funcao

cardiopulmonar em ratos com HAP severa induzida por monocrotalina.

2.2. Especificos

» |nvestigar se, em ratos com HAP severa induzida por monocrotalina, o treinamento
resistido prévio de escalada em escada, com ou sem continuidade afeta:

= A forgca muscular;

= A resisténcia da artéria pulmonar;

= A funcgdo sistolica do ventriculo direito;

= A morfometria do ventriculo direito, pulmao e biceps braquial;

= A funcgéo contratil em midcitos isolados do ventriculo direito;

= O calcio intracelular transiente em miocitos isolados do ventriculo direito.

3. HIPOTESES

HO - O treinamento resistido prévio de escalada em escada, com ou sem continuidade,
nao minimiza efeitos deletérios da HAP severa induzida por monocrotalina sobre a forgca

muscular, a morfologia e a fung¢ao cardiopulmonar em ratos.

H1 - O treinamento resistido prévio de escalada em escada, com ou sem continuidade,
minimiza efeitos deletérios da HAP severa induzida por monocrotalina sobre a forca

muscular, a morfologia e a fung&o cardiopulmonar em ratos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais e desenho experimental

Todos os procedimentos foram realizados conforme os Principios Eticos
apresentados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). O projeto foi
aprovado pela Comissao de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Vigosa (UFV), MG, sob o protocolo n® 95/2018.

Foram utilizados 52 ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar, com 6
semanas de idade, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e
da Saude da UFV. Os animais foram alojados em caixas de polietileno (até 5 animais por
caixa) e receberam agua filtrada e racao 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%. Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos
experimentais:

e Sedentario Controle (SC, n=13), animais ndo submetidos ao TR que receberam
solucéao salina;

e Sedentario Monocrotalina (SM, n=13), animais ndo submetidos ao TR que
receberam monocrotalina;

e Treinado Monocrotalina Sem Continuidade (TMSC, n=13), animais submetidos ao
TR prévio por 8 semanas que receberam monocrotalina e ndo continuaram o TR;

e Treinado Monocrotalina Com Continuidade (TMCC, n=13), animais submetidos ao
TR prévio por 8 semanas que receberam monocrotalina e continuaram o TR por

mais 6 semanas.

Observa-se que dos 13 animais em cada grupo, 7 foram usados para analises
de contratilidade e calcio intracelular transiente, enquanto os demais foram usados para
andlises histomorfomeétricas e ecocardiograficas.

A cronologia dos experimentos esté ilustrada na figura 1. O protocolo de TR
prévio foi realizado por um periodo de 8 semanas, 3x/semana. Em seguida, os animais
dos grupos SM, TMSC e TMCC receberam a aplicacao de MCT, enquanto os animais do
grupo SC receberam o mesmo volume de salina. Os animais do grupo TMCC
continuaram o TR (+ 6 semanas) e os do grupo TMSC permaneceram em suas caixas

até a data de eutanasia. Os animais dos grupos SC e SM permanecerem em suas caixas



30

durante todo periodo experimental.

CRONOLOGIA DOS EXPERIMENTOS

ADAPTACAO DOS ANIMAIS

ECODOPPLERCARDIOGRAMA
APLICACAO

INICIO TREINAMENTO

TESTE DE CARGA

TESTE DE CARGA
CALCIO INTRACELULAR TRANSIENTE

TESTE DE CARGA
TESTE DE CARGA
ECODOPPLERCARDIOGRAMA
TESTE DE CARGA
TESTE DE CARGA
TESTE DE CARGA
ECODOPPLERCARDIOGRAMA
EUTANASIA
COLETA DE TECIDOS
CONTRATILIDADE
HISTOMORFOMETRIA
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Figura 1. Cronologia dos experimentos

4.2. Protocolo de treinamento resistido

4.2.1. Familiarizacao a escada

O programa de TR foi realizado em uma escada vertical com 110 cm de altura,
18 cm de largura, 2 cm de distancia entre os degraus e 80° de inclinagao (Figura 2). O
protocolo de exercicio resistido foi adaptado de Hornberger e Farrar [110]. Inicialmente,
todos os animais foram submetidos ao processo de familiarizagdo a escalada durante
duas semanas, 3 vezes por semana, em dias ndo consecutivos, da seguinte forma:

1)  na primeira, o animal foi estimulado a realizar de 8 a 12 escaladas
(repeticbes), e permanecer no topo da escada por 2 minutos em uma caixa de
polipropleno; nessa semana, no primeiro dia, o animal permaneceu na caixa por 2
minutos e nos segundo e terceiro dias, adicionou-se a escalada até o topo, duas vezes,
com intervalo de 2 minutos e

2) 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. Como critério para assentir que a familiarizacao foi realizada
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com éxito, no Uultimo dia dessa segunda semana, o animal realizou 3 escaladas

consecutivas, sem nenhum estimulo externo.

Figura 2. Imagem representativa do treinamento resistido.

4.2.2. Teste de carga maxima carregada

O teste de carga maxima carregada foi realizado 48 horas apds o processo de
familiarizagdo. Os animais foram pesados e a primeira escalada foi realizada com carga
adicional de 75% da massa corporal do animal colocada no recipiente de carga.
Subsequentemente, adicionou-se 30g ao recipiente a cada escalada, com intervalo de
2 minutos. Esse procedimento foi repetido sucessivamente até quando o animal nao

conseguisse realizar a escalada por completo. A carga carregada na ultima escalada foi
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considerada a carga maxima e foi usada com um indice de forca muscular. Para
atualizacao da carga de treino, o teste de carga maxima carregada foi repetido nas 42 e
82 semanas de TR; sendo que, ap6s completar 20 dias de aplicacdo de monocrotalina
ou de salina, o teste de carga maxima carregada passou a ser realizado semanalmente,

até o momento da eutanasia.

4.2.3. Protocolo de treinamento resistido

As sessoes de TR consistiram em quatro a nove escaladas carregando cargas
progressivas. Durante as primeiras 4 escaladas, os animais carregaram 50%, 75%, 90%
e 100% de sua carga maxima carregada. Subsequentemente, adicionou-se 30g a cada
escalada até que o animal completasse nove escaladas. Se o animal ndo conseguisse
realizar a escalada por completo, a fadiga era constatada para aquela sesséo de TR,
que era encerrada. Para contabilizar a série, o animal deveria realizar a escalada por
completo. Esse procedimento foi realizado 3x/semana, por um periodo de 8 semanas
pelo grupo TMSC e 14 semanas pelo grupo TMCC. O processo de atualizacao da carga

maxima carregada foi realizado conforme descrito anteriormente.

4.3. Ecodopplercardiograma

O primeiro ecodopplercardiograma foi realizado 24 horas apés o teste de carga
maxima carregada, ao final da 8% semana de TR. A segunda e a terceira avaliacées foram
realizadas 24 e 42 dias ap6s a aplicacdo de monocrotalina ou salina. Em sintese, os
animais foram imobilizados por anestesia (Isoflurano 3% em oxigénio 100% para indugao
e a 1,5% para manutencéo, em fluxo constante de 1L/min; Isoflurano, BioChimico, Itatiaia-
RJ, 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, ltdlia) 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 aceleragéo (TA) e de ejecéo (TE) do VD foram obtidos por meio do Doppler
pulsatil.

A avaliagdo da funcgéo sistolica do VD foi mensurada a partir da excursao
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sistélica no plano anular da valvula tricuspide (TAPSE - Tricuspid Annular Plane Systolic
Excursion). Para tal, foi utilizado o modo M com cursor posicionado na porgao lateral do
plano anular da tricuspide. Mediu-se o encurtamento da base para o apice durante a
sistole, identificando o anulo lateral da valva tricispede, a distancia diastélica e sistélica
final.

A coleta das imagens foi realizada de acordo com as recomendagbes da
Sociedade Americana de Ecocardiografia, e essas foram, em seguida, armazenadas
para posterior andlise. Os seguintes parametros relacionados ao VD foram avaliados:
funcao sistolica, por meio da TAPSE, do TA e TE, e, posteriormente, calculou-se a razao
TA/TE. As imagens representativas das analises podem ser observadas a seguir (figura
3).

L
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Figura 3. Imagens representativas do ecodopplercardiograma. (A) (pontilhado amarelo) tempo
de aceleracgao; (pontilhado vermelho) tempo de ejecao. (B) (pontilhado verde) TAPSE (Tricuspid
Annular Plane Systolic Excursion).
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4.4. Avaliacao antropométrica

Inicialmente, os animais foram pesados 3 vezes na semana, no mesmo horario,
utilizando-se balanca eletrénica (Rochelle, modelo 3252) para obtencdo da medida da
massa corporal. Apos 20 dias da aplicagcdo de monocrotalina ou salina, os animais
passaram a ser pesados diariamente. A mensuracdo da medida do comprimento
nasoanal foi realizada com o animal posicionado em decubito dorsal, ao final de cada
avaliacao ecocardiografica, enquanto ainda estavam sob efeito anestésico. O
procedimento foi realizado de acordo com estudos anteriores [115], usando uma fita
métrica. Posteriormente, calculou-se o indice de massa corporal (IMC) usando-se a

formula:

IMC= massa corporal/comprimento nasoanal?

4.5. Inducao da hipertensao arterial pulmonar

A inducéo da hipertenséo arterial pulmonar foi realizada por meio de uma unica
injecdo intraperitoneal (60 mg/kg de massa corporal) de MCT (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA) dissolvida em solucdo salina (NaCl 140 mM; pH 7,4) [58]. Os animais
dos grupos controles receberam o mesmo volume de solugéo salina (NaCl 140 mM; pH
7,4).

4.6. Coleta e processamento de amostras

4.6.1. Eutanasia

Todos os animais sofreram eutanasia por decapitacdo, sem a utilizagdo de
anestesia prévia, em guilhotina prépria para roedores (Insight EB 271, Ribeirdo Preto,
SP-Brasil). Os animais do grupo SM sofreram eutanasia assim que apresentaram sinais
clinicos de falha cardiaca (ex. perda de 10 g do peso corporal de um dia para o outro
e/ou dispneia, letargia, cianose). Os animais dos grupos SC, TMSC e TMCC sofreram
eutanasia no tempo médio de falha cardiaca do grupo SM (43 dias apés aplicagao de
monocrotalina). No entanto, os animais dos grupos TMSC e TMCC que apresentaram

sinais clinicos de falha cardiaca foram submetidos a eutanasia e tiveram suas variaveis
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analisadas, ainda que fosse anterior a média temporal de falha cardiaca do grupo SM.
Apls a eutanasia, coracgao, pulmdes, musculo biceps braquial e a tibia foram

dissecados, pesados e armazenados, conforme andlise de interesse.

4.6.2. Processamento para histomorfometria

Fragmentos do ventriculo e do pulm&o direitos e do biceps braquial foram
armazenados em solucdo fixadora de Karnovysky por 24 horas. Em seguida, foram
desidratados em série crescente de etanol e incluidos em metacrilato (Historesin, Leica
Microsystems, Nussloch, Germany). Seccdes histolégicas semisseriadas de 3 um de
espessura foram obtidas utilizando micrétomo rotativo (RM 2255 Leica Biosystems,
Nussloch, Germany). Para evitar a andlise de areas repetidas, utilizou-se uma a cada 10
secgoes, respeitando um intervalo minimo de 30 um entre os cortes. Em seguida, as
preparagoes histoldgicas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE).

Para as andlises 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 andlises estereolégicas foram realizadas em dez imagens aleatérias
(aumento de 20x) de cada animal/6rgao. Os parametros avaliados foram quantificados
utilizando uma grade com 266 intersegdes, sobreposta as imagens, totalizando 2.660
pontos para cada animal/6rgdo. As estruturas de interesse para cada 6rgao foram

contadas e os valores expressos em porcentagem.

4.6.3. Isolamento de cardiomiocitos

O processo de isolamento dos cardiomidcitos do ventriculo direito foi realizado
conforme descrito previamente [101]. ApoOs a eutanasia, o coragao foi removido por meio
de toracotomia, lavado em solugéo basica contendo 750 mM de CaCl2 (Solugéo A, item
4.6.3.1) para remocdo do excesso de sangue, secado em papel toalha e,
posteriormente, pesado em balanca de precisdo (AG 200, Gehaka, Brasil). Em seguida,
o coracao foi colocado em um sistema de perfusdo (Langendorff adaptado) por meio da
fixacdo da aorta ascendente com um fio de sutura em uma agulha de aco inoxidavel
modificada (céanula), com o fluxo constante da solucédo de isolamento (Solugéo A, item

4.6.3.1), até que os vasos sanguineos estivessem totalmente limpos de sangue. Em
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seguida, trocou-se a perfusdo para solugdo livre de Ca?* contendo 0,1 mM de &cido
tetracético etilenoglicol (EGTA) (Solucdo B, item 4.6.3.1), durante 6 minutos, para o
rompimento dos discos intercalares entre os miécitos e a quelagio de Ca?*. Por fim, o
coragdo foi perfundido com a solugdo contendo 30 mg.mL' de colagenase tipo Il
(Worthington, EUA), 3 mg.mL" de protease e 100 uM de CaCl2 (Solugéo C, item 4.6.3.1)
durante 7-10 minutos para digestdo das fibras colagenas extracelulares. Todas as
solucdes utilizadas no processo de isolamento foram oxigenadas (O2 100% - White
Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de 37°C.

Apoés a perfuséo, os ventriculos foram separados dos atrios. Em seguida, o
ventriculo direito foi dissecado do septo interventricular e do ventriculo esquerdo. Os
musculos papilares e o tecido conjuntivo foram dissecados. Posteriormente, o ventriculo
direito foi colocado em frasco contendo solugdo enzimatica (Solugéo C, item 4.6.3.1) e
esse frasco foi agitado moderadamente durante 5 minutos em “banho-maria” a
temperatura de 37°C, sob oxigenagéo (O2 100% -White Martins, Brasil). A seguir, 0
conteudo do frasco foi filtrado e centrifugado (3000 rpm) por 20 segundos. O
sobrenadante foi removido e os cardiomidcitos foram suspensos em solucdo basica
contendo 750 mM de CaCl2 (Solucdo A, item 4.6.3.1) e armazenados em refrigerador
(5°C) até serem utilizados. Esse processo foi repetido 3 vezes. As andlises descritas a

seguir foram realizadas em até 3 horas apds o isolamento.

4.6.3.1. Composicao das solucoes para isolamento e analises de cardiomiécitos

As solucdes usadas para o isolamento dos midcitos do ventriculo direito foram
feitas usando-se uma solugdo basica com agua ultrapura (Milli-Q) e a seguinte
composicao (em mM): NaCl (130) — 7,6 g/L; MgClz (10) — 1,4 mL/L; NaH2POa4 (0,33) —
0,055 g/L; KCI (5,4) — 0,4 g/L; acido etanosulfanico — hidroxietil piperazina (HEPES)
(10) = 1,19 g/L, taurina (20) — 2,5 g/L; creatina (10) — 1,31 g/L; glicose (10) — 1,8 g/L.
Esta solucédo foi equiliborada para um pH de 7,4 com NaOH (5) e mantida em

temperatura ambiente.

Solucdo A:
Para se fazer a solugéo de isolamento contendo Ca?*, foram adicionados 375 pL de
CaClz (1M) em 500 mL da solucao basica.
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Solucdo B;

Para a solucéo de isolamento livre de Ca?*, foram adicionados 250 puL de EGTA (100
mM) em 250 mL da solugao basica.

Solucao C;

Para a solucao enzimatica de isolamento, foram adicionados 0,030g de colagenase e
0,003g de protease em 30 mL da solugéo bésica.

4.6.3.2. Solucao de perfusao Tyrode

Durante as analises de contratilidade celular e calcio intracelular transiente, os
midcitos do ventriculo direito foram banhados com solu¢ao Tyrode contendo (em mM):
NaCl (137), KCI (5,4), NaH2POs4 (0,33), MgCl2 (0,5), HEPES (5), glucose (5,6) e CaClz
(1,8), pH 7,4 equilibrado com NaOH (5).

Para preparar a solucao Tyrode, foram usadas uma solugdo estoque (10x),

CaCly, glicose e agua ultrapura (Milli-Q), conforme descrito abaixo.

Solucdo estogue (1 Litro): NaCl (80 g); HEPES (11,915 g); NaH»POas (0,515 g);
MgCl2 (5 mL); KCI (4,025 g);

Para fazer um litro de solugéo Tyrode, foram adicionados 100 mL da solucao
estoque, 1 g de glicose e 1,8 mL de CaCl. em de 4gua ultrapura (Milli-Q), até completar
1 litro. Esta solugéo foi equilibrada para um pH de 7,4 com NaOH e mantida em

temperatura ambiente.

4.6.3.3. Incubacao dos cardiomiocitos com indicador de fluorescéncia

Os cardiomiécitos isolados foram incubados com o indicador fluorescente de
Ca?*, permeéavel a membrana plasmatica, Fura-2 acido aminopolicarboxilico (Fura-2AM,
Thermo Fisher, Waltham, EUA). Esse marcador foi preparado com uma solugao estoque
a base de dimetilsuféxido — DMSO (50 ug de DMSO em 50 pg de Fura-2 AM). Adicionou-
se 5 uL dessa solugdo em 2 ml de meio celular (Células suspensas em solugéo A)

contidos em tubo falcon envolvido com folha fina de aluminio. O tubo com as células foi
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agitado suavemente em superficie plana por 10 minutos. Em seguida, o tubo com as
células foi centrifugado por 20 segundos (3.000 rpm). Logo apds, removeu-se 0
sobrenadante e os cardiomidcitos foram ressuspendidos em 2 mL da solugao contendo
750mM de CaClz2 (Solucao A, item 4.6.3.1) e levados ao refrigerador (5°C) por 30
minutos. Esses procedimentos foram realizados sem exposi¢céo da solugéo e das células

a luz.

4.7. Histomorfometria do ventriculo direito

Para analise histomorfométrica do VD, utilizaram-se duas orientagdes: a
orientacao longitudinal para mensuracao do percentual de cardiomiécitos (citoplasma e
nucleo), matriz extracelular, e vasos sanguineos, quantificados usando o Software Image
J® (National Institute of Health, USA), enquanto a orientacao transversal foi utilizada para
quantificacdo da area de secc¢ao transversa do cardiomidcito. Para anélise na orientagéo
transversal, foram utilizadas 30 células de cada animal, quantificadas utilizando o
Software Image ProPlus 4.5 (Media Cybernetics; Silver Spring, USA).

4.8. Mensuracao de comprimento e largura celular

Os cardiomidcitos isolados foram acomodados em uma camara experimental e
banhados por solucao de perfusdo (item 5.8.2) em temperatura ambiente (~25°C). As
imagens das células foram captadas por uma camara (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 imersdo em ébleo (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 meédio da largura do cardiomiocito (Figura 4). A largura celular foi determinada
medindo-se a imagem gerada no monitor, desde a borda superior até a borda inferior.



39

. -
' . ..Oﬂ"“na 1
tenst 4 o s - # ‘.". -
sl B !
ae 2 L2 A

2L N

1)
M TILLA TLL

Tl LA
| 1Ll

ra -

e e "
I3 — L thabess ‘ov‘vﬂr'lo'
: e L " 3 4
P v 8 ERRpesid .."‘ o'o-
: k ’ v :o;oo;....' .”'." -
- : s 0t lassinsssssastroeeen
: :

"N i

: 8
YL Ll

- - . " B R -

: : ; .t."'.' §ee '.‘.
paees 2
1 1 LAAA ‘..‘.‘.. 1L
- TR L AR -y T ST AARTE R A0L B
"l
' i s 88 anbes il
samh®

FARIET:. : _ITiiA

Figura 4. Representacdo das dimensdes medidas em imagem de cardiomidcito ventricular de
rato. As linhas indicam como foram obtidos o comprimento (verde) e largura (amarelo) (adaptado
de Carneiro-Junior. [116]).

Para mensuragao do comprimento e da largura dos cardiomidcitos, utilizou-se
uma régua de precisdao de 1 milimetro. Na calibracdo do sistema, cada centimetro
correspondia a 12 micrémetros. Somente foram utilizadas, para as medicoes, as células
que estavam em boas condigdes, com as bordas e as estriagbes sarcoméricas bem
definidas, relaxadas em repouso, sem apresentar contragoes espontaneas. Para isso,
foram utilizadas 10 células de 6 animais, totalizando 60 células.

4.9. Histomorfometria do pulmao direito

Na andlise histomorfométrica do pulmao, utilizou-se a borda superior do lobo
direito para a quantificacdo do percentual de septos alveolares, vasos sanguineos,
alvéolos pulmonares, alvéolos colapsados e alvéolos hemorragicos. Usou-se, também,

o Software Image J® (National Institute of Health, USA).

4.10. Histomorfometria do biceps braquial

Para andlise histomorfométrica do biceps braquial direito, utilizou-se a
orientacao transversal. O tecido foi separado em duas regides: a regido distal foi utilizada
para quantificar a porcentagem de fibras musculares (citoplasma e nucleo), matriz
extracelular, e vasos sanguineos, com analise realizada por meio do Software Image J®
(National Institute of Health, USA), enquanto a regiao proximal foi utilizada para analise

da area de seccéao transversal (30 célulaspor animal), com analise realizada por meio



40

do Software Image ProPlus 4.5 (Media Cybernetics; Silver Spring, USA).

4.11. Mensuracao da contratilidade celular

As contragbes dos cardiomidcitos isolados do VD foram medidas por meio da
técnica de alteracdo de comprimento celular, usando o sistema de detec¢édo de bordas
(lonwizard, lonoptix, Milton, MA, EUA) montado em um microscoépio invertido (Nikon
Eclipse — TS100, Melville, NY EUA) equipado com uma lente objetiva de imersao em
oleo (S Fluor, 40x, Nikon, Melville, NY EUA), conforme descrito previamente [101]. Os
cardiomidcitos isolados foram acomodados em uma camara experimental montada em
um microscopio invertido e banhados por solugao Tyrode (ltem 4.6.3.2) em temperatura
de 37°C. Em seguida, foram visualizados em um monitor através de uma camera
(Myocam, lonoptix, EUA) acoplada ao microscépio invertido, utilizando um programa de
deteccao de imagens (lonwizard, lonoptix, Milton, MA, EUA) com uma frequéncia de 240
Hz. Posteriormente, foram estimulados externamente nas frequéncias de 1, 3, 5e 7 Hz
(40 volts, duracdo de 5 ms) por meio de um estimulador elétrico (Myopacer, Field
Stimulator, lonoptix, Milton, MA, EUA), com a utilizagdo de um par de eletrodos de aco
posicionados internamente na camara. Os movimentos de contracao e relaxamento dos
cardiomiécitos foram capturados pelo sistema de deteccdo de bordas (lonwizard,
lonoptix, Milton, MA, EUA) e armazenados para analise posterior. Foram utilizados, para
mensuragao das contracdes, somente os cardiomidcitos que estavam com as bordas e
as estriagoes sarcoméricas bem definidas, relaxados em repouso, sem apresentar
contragdes espontaneas. Foram analisados amplitude de contragéo (variagao percentual
do comprimento celular em repouso), tempo para o pico de contragdo (tempo
compreendido desde a estimulagédo elétrica até a amplitude maxima de contracao),
velocidade de contragédo (amplitude total / tempo para o pico de contragéo) e tempo para
50% do relaxamento (tempo compreendido desde a amplitude maxima de contracao até
50% do relaxamento) (Figura 5).
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Figura 5. Tracado representativo da contragao celular (1 Hz) e dos respectivos parametros da
contracao analisados (adaptado de Carneiro-Junior. [117]).

4.12. Mensuracao do calcio intracelular transiente

As medidas do Ca?* intracelular transiente dos cardiomiécitos isolados do VD
foram realizadas conforme previamente descrito [101]. Essas medidas foram feitas
utilizando um microscoépio invertido (Nikon Eclipse — TS100, Melville, NY EUA) equipado
com uma lente objetiva de imersédo em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon, Melville, NY EUA).

O Ca?* intracelular transiente foi medido utilizando um sistema de excitagcdo
dupla para deteccao da fluorescéncia excitada por luz UV com comprimento de 340 e 380
nM (lonoptix, Milton, MA, EUA). Os cardiomiécitos incubados com Fura-2 foram
colocados em uma camara experimental, montada em um miscroscopio invertido, e
foram banhadas por solucdo Tyrode (ltem 4.6.3.2) em temperatura ambiente. O
cardiomiécito em avaliacao foi posicionado dentro de uma janela ajustavel, com bordas
aparentes, e estimulados externamente nas frequéncias de 1, 3, 5 e 7 Hz (40 volts,
duracdo de 5 ms), usando-se um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulatior,
lonoptix, Milton, MA, EUA). A emissdo da fluorescéncia foi detectada entre 340 e 380

nM por um tubo fotomultiplicador. A fluorescéncia registrada é a razdo entre as
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excitacoes de 340 e 380 nM. Os registros foram feitos em até 4 horas apés o isolamento

dos cardiomiécitos. Foram analisados a amplitude do Ca?* intracelular transiente
(340:380), o tempo para o pico de Ca?* intracelular transiente (tempo compreendido
desde a estimulacao elétrica até a fluorescéncia maxima), velocidade para o pico de
Ca?* intracelular transiente (amplitude total / tempo para o pico Ca?* intracelular
transiente) e tempo para 50% do decaimento de Ca?* intracelular transiente (tempo

compreendido desde a fluorescéncia maxima até metade do retorno a fluorescéncia

basal) (Figura 6).

Pico de [Ca?*]i

Amplitude de [Ca?¥)i

Figura 6. Tracado representativo do célcio intracelular transiente (1 Hz) e os respectivos
parametros analisados (adaptado de Carneiro-Junior. [117]).

4.13. Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk para verificar a sua
distribuigdo. Para os dados paramétricos, usou-se a analise de variancia de uma entrada
(ANOVA one-way), para avaliagdo entre grupos, seguida do post hoc de Tukey para
comparacoes multiplas, quando necessario. Para os dados nao paramétricos, utilizou-
se o Kruskal-wallis, seguido do post hoc de Dunn’s para as comparagoes multiplas,

quando necessario. As avaliacdes temporais intragrupos foram realizadas usando



43

ANOVA de medidas repetidas, seguido do post hoc de Tukey, quando necessario, para
os dados paramétricos. Para os dados nd&o paramétricos, utilizou-se o teste de
Friedman, seguido do post hoc de Dunn’s, quando necessario. Para avaliagdo da
porcentagem de células que responderam a frequéncia de 7 Hz, foi utilizado o teste qui-
quadrado de Pearson (X?). Os dados quantitativos sdo apresentados como media +
EPM, enquanto os dados qualitativos sdo apresentados como porcentagem. Uma
probabilidade de erro alfa de até 5% foi considerada. Os testes estatisticos e os
nameros de animais e células usados em cada parametro avaliado estao discriminados
nas respectivas tabelas e figuras. Todas as analises foram realizadas usando o
Software GraphPad Prism verséo 8.0.2.
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5. RESULTADOS

5.1. Forca muscular

A figura 7 apresenta os valores de forca muscular ao longo do periodo
experimental. Antes da aplicagdo de monocrotalina, no inicio do experimento (semana
1), ndo houve diferenca entre os grupos para carga maxima carregada relativa (Fig. 7.
A). Porém, nas semanas 4 e 8, os grupos treinados (TMSC e TMCC) apresentaram
aumento desse parametro em relagdo a semana 1, e também em relagéo ao grupo SM
(p < 0,05). No periodo po6s aplicagdo, a carga maxima carregada relativa (Fig 7. B)
continuou maior nos grupos treinados que no grupo SM (p < 0,05). No entanto, o grupo
TMSC nao foi diferente do grupo SM nos dias 27 e 34 apés a aplicagao de monocrotalina
(p > 0,05). Nao houve diferenca de carga maxima carregada relativa entre os grupos SC
e SM durante o periodo experimental (p > 0,05).
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Figura 7. Forga muscular. (A) Carga maxima carregada relativa pré-aplicagdo de monocrotalina;
(B) Carga méaxima carregada relativa pés-aplicagdo de monocrotalina. SC, sedentario controle;
SM, sedentario monocrotalina; TMSC, treinado monocrotalina sem continuidade; TMCC,
treinado monocrotalina com continuidade. Anova one-way com post hoc de Tukey. Kruskall-
Wallis com post hoc de Dunn’s para Forga relativa na 82 semana e nos dias 0, 20, 27 e 34.

Valores sdo média + EPM de 8-11 animais por grupo. Valor de p < 0,05 IDSM vs TMSC: °SM vs

TMCC; dTMSC vs TMCC. Teste de Friedman, % TMSC e TMCC vs semana 0 e semana 4.
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5.2. Resisténcia da artéria pulmonar

Os resultados da resisténcia da artéria pulmonar (razdo TA/TE) séao
apresentados na figura 8. Nao houve diferenca entre os grupos para a razdo TA/TE
antes da aplicagdo de monocrotalina, apds o TR prévio (Fig. 8 B). Apos a aplicagao de
monocrotalina ou salina, o grupo SC apresentou manutencao da TA/TE nos dias 24 e
42 (p > 0,05). Todavia, o grupo SM teve redugédo no dia 42, em comparacao ao dia 24
(p=0,019) e ao dia 0 (p = 0,014). Além disso, o grupo SM apresentou menor TA/TE, em
relagdo ao grupo SC, nos dias 24 (p = 0,004) e 42 (p < 0,0001). O grupo TMSC
apresentou reducdo nos dias 24 e 42 (p < 0,05), em relagdo ao dia 0, entretanto,
apresentou manutencao entre os dias 24 e 42 (p > 0,05) e maior TA/TE, em relagéo ao
grupo SM, no dia 42 (p = 0,001). O grupo TMCC manteve os valores de TA/TE nos dias
24 e 42 pés-aplicacao (p > 0,05), em relagao ao dia 0, e apresentou valores superiores,
em relagcdo ao grupo SM, nos dias 24 (p = 0,015) e 42 (p < 0,0001).
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Figura 8. Resisténcia da artéria pulmonar. (A) Imagem representativa do fluxo na artéria
pulmonar medido por Doppler pulsatil. Tempo de aceleracao (TA) e tempo de ejecao (TE) do
fluxo na artéria pulmonar. (B) Razdo TA/TE. SC, sedentario controle; SM, sedentario
monocrotalina; TMSC, treinado monocrotalina sem continuidade; TMCC, treinado monocrotalina
com continuidade. Valores sdo média + EPM de 5-6 animais por grupo. Anova one-way seguido
de post hoc de Tukey. Anova de medidas repetidas seguido de post hoc de Tukey. Valor de P <
0,05. Anova one-way, 2SC vs SM; P°SM vs TMSC; °SM vs TMCC. Anova de medidas repetidas,
& SM vs dias 0 ou 24; STMSC vs dia 0.
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5.3. Funcao sistolica do ventriculo direito

Os valores da funcao sistélica do ventriculo direito estdo demonstrados na
figura 9. Nao houve diferenca entre os grupos para a TAPSE apés o TR prévio (p > 0,05)
e antes da aplicagdo de monocrotalina (Fig. 9 B). Apds a aplicagcdo de monocrotalina
ou salina, o grupo SM apresentou tendéncia a reducéo (p = 0,054) da TAPSE, no dia
24, em comparacéao ao dia 0. Entretanto, no dia 42, o grupo SM apresentou reducao da
TAPSE, em relacao ao dia 24 (p = 0,019) e ao dia 0 (p = 0,012). Ademais, o grupo SM
teve valores menores que os do grupo SC, nos dias 24 (p = 0,021) e 42 (p < 0,0001). O
grupo TMSC, no dia 42, apresentou redugcdo da TAPSE, em comparacéo aos dias 24 e
0 (p =0,021) e em relagédo ao grupo TMCC (p = 0,005), todavia, apresentou valor maior
que o do grupo SM (p = 0,009) no dia 42. O grupo TMCC manteve os valores da TAPSE
nas trés avaliagdes (p > 0,05) e apresentou valores superiores aos do grupo SM nos
dias 24 (p = 0,009) e 42 (p < 0,0001) e, em relagao ao grupo TMSC, no dia 42 (p <
0,005).
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Figura 9. Funcéo sistolica do ventriculo direito. (A) Imagem representativa da excursao sistolica
do plano anular tricuspide (TAPSE). (B) Valores médios da TAPSE. SC, sedentario controle; SM,
sedentario monocrotalina; TMSC, treinado monocrotalina sem continuidade; TMCC, treinado
monocrotalina com continuidade. Valores sdo média + EPM de 5-6 animais por grupo. Anova
one-way seguido de post hoc de Tukey. Kruskall-wallis seguido de post hoc de Dunn’s (TAPSE
no dia 24). Anova de medida repetidas seguido de post hoc de Tukey. Teste de Friedman seguido
de post hoc de Dunn’s (para o grupo TMCC). Valor de P < 0,05. Anove one-way ou Kruskal-

Wallis, aSC vs SM; PSM vs TMSC; °SM vs TMCC; 9TMSC vs TMCC; ANOVA de medidas
repetidas ou Teste de Friedman, SM vs dias 0 e 24; STMSC vs dias 0 e 24.
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5.4. Morfometria do ventriculo e do pulmao direitos e do biceps braquial

5.4.1. Massa corporal, indice de massa corporal, massa dos tecidos e suas razoes

N&o houve diferenca entre os grupos para a massa corporal inicial (Tabela 1). A
aplicacao de monocrotalina reduziu (p < 0,05) a massa corporal final, no grupo SM, em
comparacao ao grupo SC. O TR prévio ndo preveniu tal redugao (p > 0,05) nos grupos
TMSC e TMCC. Ademais, o IMC final ndo foi diferente entre os grupos (p > 0,05). A
aplicacdo da monocrotalina aumentou as massas do coracao (p < 0,0001), do VD (p
<0,0001) e do pulmé&o direito (p < 0,0001), e reduziu a massa do biceps braquial (p =
0,0001) no grupo SM em comparacao ao grupo SC. Por outro lado, o TR prévio preveniu
as alteracdes das massas do coragao e do VD nos grupos TMSC e TMCC, contudo, em
relacdo ao pulméo direito, observou-se efeito preventivo somente no grupo TMCC (p =
0,001). Além disso, esse mesmo grupo teve menor massa do VD que o TMSC (p= 0,008).
Esses achados podem ser observados tanto nos valores absolutos quanto nos valores

normalizados pelo comprimento da tibia.



Tabela 1. Massa corporal, indice de massa corporal, massa dos 6rgaos e razoes.
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Parametros SC SM TMSC TMCC
Massa Inicial (g) 244,00 + 6,49 240,92 + 6,33 260,31 £ 5,67 242,46 £ 4,78
Massa Final (g) 433,38 + 16,00 375,85 £ 12,06* 376,00 £ 9,77 376,69 + 8,23
IMC Final (g/m?2) 0,66 + 0,02 0,70 + 0,04 0,65 + 0,01 0,67 + 0,03
Massa Coracgao (g) 1,31 £ 0,03 1,65 + 0,02* 1,50 £ 0,05% 1,38 + 0,04
Massa VD (g) 0,17 £ 0,00 0,44 +0,01* 0,36 + 0,02* 0,28 + 0,01#t
Massa PD (g) 1,36 + 0,04 2,72 £0,24* 2,24 £ 0,16 1,70 £ 0,09%
Massa Biceps braquial (g) 0,23 £ 0,01 0,18 £0,01* 0,21 £0,01# 0,22 + 0,00*
Coragao/Comprimento Tibia (mg/mm) 31,28 £1,10 39,20 £ 0,77* 35,36 + 0,60% 32,67 +0,86%
VD/Comprimento Tibia (mg/mm) 4,12 +0,10 10,33 £ 0,27~ 8,60 + 0,44% 6,74 + 0,33*
PD/Comprimento Tibia (mg/mm) 32,57 £ 0,82 64,66 + 6,21* 53,05 + 3,89 40,32 + 2,07#
Biceps braquial/Comprimento Tibia (mg/mm) 5,41 +0,11 424 +0,17* 4,88 +0,12* 5,29 + 0,05*

SC, sedentario controle; SM, sedentario monocrotalina; TMSC, treinado monocrotalina sem continuidade; TMCC, treinado. IMC, indice de massa
corporal; VD, ventriculo direito; PD, pulmao direito. Valores sdo média + EPM de 13 animais por grupo (massa inicial e massa final). Valores séo
média + EPM de 5-6 animais por grupo (para as demais analises). Anova one-way seguido de post hoc de Tukey. Valor de p < 0,05. * vs SC; # vs

SM; T vs TMSC.
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5.4.2. Histomorfometria do ventriculo direito
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Figura 10. Area de seccdo transversa de miécitos do ventriculo direito. (A) Fotomicrografia
representativa do ventriculo direito (Hematoxilina & Eosina), em corte transversal. SC, sedentario
controle; SM, sedentario monocrotalina; TMSC, treinado monocrotalina sem continuidade; TMCC,
treinado monocrotalina com continuidade. (Pontilhado preto) representagao da medida da area
de secgao transversa dos cardiomiocitos. (B) Area de secgéo transversa dos cardiomiécitos.
Valores sdomédia + EPM de 20-30 células por animal em cada grupo (4-5 animais por grupo).
Kruskall- Wallis seguido de post hoc de Dunn’s. Valor de P <0,05. * vs SC; # vs SM; T vs TMSC.
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A figura 10 apresenta a area de secgao transversa de miécitos do ventriculo
direito. E possivel observar que a aplicacdo de monocrotalina aumentou a area de
seccao transversa dos cardiomidcitos no grupo SM em comparagdo ao grupo SC (p
< 0,0001) (Fig. 10. B). Nesse caso, o treinamento prévio preveniu tal aumento nos
dois grupos TMSC e TMCC (p < 0,0001).

A imagem representativa do ventriculo direito em orientacao longitudinal pode ser
visualizada na figura 11. Observa-se que a aplicacdo de monocrotalina reduziu a
porcentagem de cardiomidcitos do ventriculo direito no grupo SM em comparacao ao
grupo SC (p < 0,0001) (Fig. 11. B). Além do mais, o TR prévio ndo preveniu tal redugao,
uma vez que o grupo TMSC apresentou valores inferiores aos dos grupos SM e TMCC
(p < 0,0001); e o grupo TMCC néo foi diferente do grupo SM (p > 0,05).
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Figura 11. Histomorfometria do ventriculo direito. (A) Fotomicrografia representativa do
ventriculo direito (Hematoxilina & Eosina), em corte longitudinal. SC, sedentario controle; SM,
sedentario monocrotalina; TMSC, treinado monocrotalina sem continuidade; TMCC, treinado
monocrotalina com continuidade. (Seta preta) Citoplasma; (Seta vermelha) Nicleo; (Asterisco
verde) Matriz extracelular; (Cruz amarela) vaso sanguineo. (B) Porcentagem de cardiomidcitos.
Valores sdo média + EPM de 10 imagens por animal em cada grupo (5-6 animais por grupo).
Kruskall-Wallis seguido de post hoc de Dunn’s. Valor de P < 0,05. * vs SC; # vs SM; T vs TMSC.
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Na tabela 2, estdo apresentadas as proporcdes histomorfométricas entre os
elementos teciduais avaliados no ventriculo direito. A aplicagdo de monocrotalina
reduziu os percentuais de citoplasma (p < 0,05), de nucleo (p < 0,0001) e de vaso
sanguineo (p < 0,006), e aumentou o percentual de matriz extracelular (p < 0,0001) no
grupo SM em comparagao ao grupo SC. O TR prévio, no grupo TMSC, reduziu o
percentual de citoplasma, e aumentou os percentuais de matriz extracelular e de vaso
sanguineo em comparagao aos grupos SM e TMCC. O TR prévio, no grupo TMCC, foi
capaz de prevenir a redugéo do percentual de vaso sanguineo (p < 0,0001), mas nao foi
capaz de prevenir as alteracbes sobre o0s percentuais de citoplasma e matriz
extracelular, quando comparado ao grupo SM (p > 0,05). Entretanto, o TR prévio
preveniu a reducdo do percentual de nucleo nos dois grupos TMSC e TMCC (p <
0,0001), sendo mais evidente no grupo TMCC do que no outro (p = 0,0011).



Tabela 2. Propor¢des histomorfométricas entre os elementos teciduais do ventriculo direito.
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Parametros SC SM TMSC TMCC
Citoplasma (%) 88,62 + 0,65 84,81 £ 1,06* 78,67 + 0,66% 83,20 + 0,607
Nucleo (%) 6,02 + 0,24 3,85 +£0,18" 5,76 + 0,23* 7,19 £ 0,22#t
Matriz extracelular (%) 4,78 £ 0,51 11,28 +1,12* 13,36 + 0,54* 8,84 + 0,607
Vaso sanguineo (%) 0,58 £ 0,16 0,05 + 0,02* 2,21 £ 0,25% 0,77 +0,10%t

SC, sedentario controle; SM, sedentario monocrotalina; TMSC, treinado monocrotalina sem continuidade; TMCC, treinado continuidade. Valores sao
média + EPM de 10 imagens por animal em cada grupo (5-6 animais por grupo). Kruskall-Wallis seguido de post hoc de Dunn’s. Valor de P < 0,05.

*vs SC; # vs SM; T vs TMSC.
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5.4.3. Dimensoes de miocitos isolados do ventriculo direito

As dimensbes dos cardiomiécitos do ventriculo direito estdo apresentadas na
figura 12. Observa-se que o comprimento celular ndo foi diferente (p > 0,05) entre os
grupos (Fig. 12. A). Entretanto, a aplicacdo de monocrotalina aumentou (p < 0,05) a
largura celular (Fig 12. B) e reduziu (p < 0,05) a razdo comprimento/largura (Fig 12.C)
no grupo SM em comparacao ao grupo SC. O TR prévio preveniu essas alteracdes
somente com a continuidade (no grupo TMCC). Os valores do grupo TMSC para largura
e razdo comprimento/largura celular ndo se diferenciaram dos do grupo SM (p > 0,05) e
foram diferentes daqueles do grupo TMCC, denotando perda do efeito preventivo.
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Figura 12. Dimensdes de cardiomidcitos do ventriculo direito. (A) Comprimento; (B) Largura; (C)
Razdo comprimento/largura. SC, sedentario controle; SM, sedentario monocrotalina; TMSC,
treinado monocrotalina sem continuidade; TMCC, treinado monocrotalina com continuidade.
Valores sdo média £ EPM de 10 células de 6 animais por grupo. Kruskal-wallis seguido de post
hoc de Dunn’s. Valor de p < 0,05. * vs SC; # vs SM; T vs TMSC.
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5.4.4. Histomorfometria do pulmao direito

A figura 13 apresenta a fotomicrografia representativa do pulmao direito.

Figura 13. Fotomicrografia representativa do pulmao (Hematoxilina & Eosina, em corte
transversal). SC, sedentario controle; SM, sedentario monocrotalina; TMSC, treinado
monocrotalina sem continuidade; TMCC, treinado monocrotalina com continuidade. (Seta
preta) Septo alveolar; (Seta vermelha) Alvéolo; (Cruz amarela) Vaso sanguineo; (Seta verde)
Alvéolo colapsado; (Seta azul) Alvéolo hemorragico.
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Na tabela 3, estdo apresentadas as proporcdes histomorfométricas entre os
elementos teciduais avaliados no pulmé&o direito. A aplicagdo de monocrotalina
aumentou os percentuais de septo alveolar (p = 0,0001), de alvéolo colapsado (p =
0,006) e de alvéolo hemorragico (p < 0,0001), e reduziu o percentual de alvéolo
pulmonar (p < 0,0001) em comparagao ao grupo SC. Todavia, o TR prévio preveniu as
alteracdes nos percentuais de alvéolos pulmonares (p = 0,002) e hemorragicos (p <
0,0001) apenas com a continuidade (no grupo TMCC). Além do mais, os valores do
grupo TMSC para alvéolos hemorragicos nao se diferenciaram dos do grupo SM (p >
0,05) e foram diferentes daqueles do grupo TMCC (p < 0,0001). Nao foram observados
efeitos do TR prévio nos percentuais de septo alveolar e alvéolo colapsado (p > 0,05).
Quanto ao percentual de vaso sanguineo, ndo houve efeito da monocrotalina, porém o

grupo TMCC apresentou valor superior ao do grupo TMSC (p < 0,0001).



Tabela 3. Propor¢des histomorfométricas entre os elementos teciduais do pulmao.
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Parametros SC SM TMSC TMCC

Septo alveolar (%) 44,86 + 2,01 59,38 + 2,90* 54,90 + 1,81 54,63 + 2,07
Vaso sanguineo (%) 2,18 +£0,19 1,84 £ 0,24 1,16 £ 0,10 2,17 £ 0,161
Alvéolo pulmonar (%) 52,96 +2,0 26,16 £ 3,47 35,93 +1,82 40,95 + 2,09%
Alvéolo colapsado (%) 0,0£0,0 1,12 £ 0,38" 2,79 £ 0,61 1,39 £ 0,39
Alvéolo hemorragico (%) 0,0+0,0 11,50 £ 1,57* 5,22 + 0,87 0,86 + 0,29%t

SC, sedentario controle; SM, sedentario monocrotalina; TMSC, treinado monocrotalina sem continuidade; TMCC, treinado continuidade.
Valores sdo média + EPM de 10 imagens por animal em cada grupo (4-6 animais por grupo). Kruskall- wallis seguido de post hoc de Dunn’s. Valor

de P £0,05. * vs SC; # vs SM; T vs TMSC.
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5.4.5. Histomorfometria do musculo biceps braquial

A figura 14 apresenta os parametros histomorfométricos do musculo biceps
braquial. A aplicacdo da monocrotalina reduziu a area de secgao transversa (p < 0,0001
Fig 14.B) e o percentual de fibras (p = 0,028; Fig 14. C) no grupo SM em comparagao
ao grupo SC. Entretanto, o TR prévio preveniu a reducao apenas da seccao transversa
(Fig 14. C).

Area de seccao transversa
(pm?2)
N
[=]
[=]
o
1
Fibra muscular (%)

] ]
1 1
sC SM TMSC TMCC SC SM TMSC TMCC

60—
1000
40
—

0- T o:_— ] ' ]



59

Figura 14. Histomorfometria do biceps braquial. (A) Fotomicrografia representativa do biceps
braquial (Hematoxilina & Eosina) em corte transversal. SC, sedentéario controle; SM, sedentario
monocrotalina; TMSC, treinado monocrotalina sem continuidade; TMCC, treinado
monocrotalina com continuidade. (Seta preta) Citoplasma; (Seta vermelha) Nucleo; (Asterisco
azul) Matrizextracelular; (Cruz amarela) vaso sanguineo. (Pontilhado preto) representagéo da
medida da area de secc¢ao transversa da fibra muscular. (B) Area de seccéo transversa; Valores
sdo média £ EPM de 30 células por animal em cada grupo (5-6 animais por grupo). (C)
Porcentagem de fibra muscular; Valores sdo média £ EPM de 8-10 imagens por animal em cada
grupo (5-6 animais por grupo). Anova one-way seguido de post hoc de Tukey (porcentagem de
fibra muscular). Kruskal-wallis seguido de post hocde Dunn’s (drea de secgao transversa). Valor
de P £0,05. * vs SC; # vs SM.

Os resultados das proporcoes histomorfométricas entre os elementos teciduais
do biceps braquial estdo apresentados na tabela 4. A aplicacdo de monocrotalina
reduziu o percentual de citoplasma (p = 0,031) e aumentou o percentual de matriz
extracelular (p = 0,010) no grupo SM em comparacao ao grupo SC. Ademais, O TR
prévio nao foi capaz de prevenir tais alteragdes (p > 0,05). Apesar da monocrotalina nao
afetar os percentuais de nucleo e de vaso sanguineo, o TR prévio aumentou o percentual
de nucleo sem a continuidade (no grupo TMSC) e com a continuidade (no grupo TMCC),
e também aumentou o percentual de vaso sanguineo somente no grupo TMSC, em

comparacao ao grupo SM (p < 0,05).
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Tabela 4. Proporgdes histomorfométricas entre os elementos teciduais do biceps braquial.

Parametros SC SM TMSC TMCC
Citoplasma (%) 74,69 + 1,09 70,97 £ 0,89* 70,57 £ 0,84 70,83 +1,19
Nucleo (%) 1,08 £0,10 0,97 £ 0,08 1,69 +0,15% 1,90 + 0,15%
Matriz extracelular (%) 23,51 £1,13 27,78 +0,89* 27,03 £ 0,88 26,99 + 1,16
Vaso sanguineo (%) 0,72+0,18 0,28 £0,10 0,71 £0,18* 0,28 + 0,08

Os dados sao média £ EPM. SC, sedentario controle; SM, sedentario monocrotalina; TMSC, treinado monocrotalina sem treinado monocrotalina
com continuidade. Valores sdo média £ EPM de 10 imagens por animal em cada grupo (5-6 animais por grupo). Anova one-way seguido de post hoc
de Tukey (% de citoplasma e matriz extracelular). Kruskall-wallis seguido de post hoc de Dunn’s. Valor de P < 0,05. * vs SC; # vs SM; T vs TMSC.
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5.5. Funcao contratil de midcitos isolados do ventriculo direito

A figura 15 apresenta os resultados de contratilidade dos midcitos isolados do
ventriculo direito. Nas frequéncias de 5 e 7 Hz, a aplicagdo de monocrotalina reduziu a
amplitude de contragdo no grupo SM em comparagao ao grupo SC (p < 0,05) (Fig 15. A).
Observa-se que o treinamento prévio preveniu essa redugao no grupo TMCC (TMCC >
SM; p < 0,05), mas nao no grupo TMSC. Além disso, o grupo TMCC teve maior amplitude
de contracao que o TMSC (p < 0,05).

No que concerne ao tempo para o pico de contracao (Fig 15. B), a aplicacao de
monocrotalina aumentou esse parametro no grupo SM, em comparacéao ao grupo SC (p
< 0,05) em todas as frequéncias. O TR prévio, porém, preveniu esse aumento no grupo
TMCC, nas frequéncias de 1, 3, e 5 Hz, mas nao no grupo TMSC. Além do mais, o grupo
TMSC apresentou aumento desse parametro nas frequéncias de 1, 3 e 5 Hz, em
comparacao ao grupo TMCC, e na frequéncia de 1 Hz, comparado ao grupo SM.

A aplicagao de monocrotalina reduziu a velocidade de contragao (Fig 15. C) no
grupo SM, em comparagéao ao grupo SC (p < 0,05), nas frequéncias de 3, 5 e 7 Hz.
Porém, o TR prévio preveniu tal redugédo no grupo TMCC, mas nao no grupo TMSC.
Ademais, no grupo TMSC houve reducao desse parametro nas frequéncias de 3, 5e 7
Hz, em comparagao ao grupo TMCC, e na frequéncia de 1 Hz, quando comparado ao
grupo SM.

Quanto ao tempo para 50% do relaxamento (Fig 15. D), observa-se que a
aplicacao de monocrotalina aumentou esse parametro no grupo SM, em comparacao ao
grupo SC (p < 0,05), em todas as frequéncias. Todavia, o TR prévio preveniu esse
aumento no grupo TMCC, mas nao no grupo TMSC, nas frequéncias de 1, 3 e 5 Hz.
Além do mais, no grupo TMSC, houve aumento desse parametro em todas as
frequéncias, em comparacao ao grupo TMCC, e nas frequéncias de 1 e 3 Hz, comparado
ao grupo SM.

A aplicacdo de monocrotalina também reduziu (p < 0,05) a propor¢ao de células
que responderam a estimulacédo de 7 Hz, em comparacao as do grupo SC (Fig 15. E).
Entretanto, o TR prévio preveniu esse prejuizo da monocrotalina no grupo TMCC, mas
nao no grupo TMSC. Além disso, o grupo TMCC apresentou maior porcentagem de

células respondentes em comparacao ao TMSC.
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Figura 15. Contratilidade de midcitos isolados do ventriculo direito. (A) Amplitude de contragéo;
(B) Tempo para o pico de contracao; (C) Velocidade de contracao; (D) Tempo para 50% do
relaxamento; (E) Proporcao de células que responderam a estimulagéo de 7 Hz. SC, sedentario
controle; SM, sedentario monocrotalina; TMSC, treinado monocrotalina sem continuidade;
TMCC, treinado monocrotalina com continuidade. Valores sdo média + EPM de 12-15 células
por animal em cada grupo (6-7 animais por grupo). Anova one-way com post hoc de Tukey para
tempo para o pico de contracao e para 50% do relaxamento nas frequéncias de 5 e 7 Hz. Kruskal-
wallis com post hoc de Dunn’s. Teste de X2 para propor¢cdo de células que responderam a

estimulag&o de 7 Hz. Valor de p < 0,05. “SC vs SM; "SM vs TMSC; °SM vs TMCC; “TMSC vs

TMCC. Teste de X2, * vs SC; # vs SM; t vs TMSC.
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5.6. Calcio intracelular transiente de miocitos isolados do ventriculo direito

A figura 16 apresenta os resultados do Ca?* intracelular transiente de miécitos
isolados do ventriculo direito. Observa-se que a aplicacdo de monocrotalina aumentou
a amplitude do Ca?* intracelular transiente no grupo SM, em comparacgao ao grupo SC (p
< 0,05), nas frequéncias de 1, 3 e 5 Hz (Fig 16. A). Porém, o TR prévio preveniu esse
aumento no grupo TMCC, nas frequéncias de 1, 3 e 5 Hz, mas, no grupo TMSC, apenas
na frequéncia de 1 Hz. O grupo TMSC apresentou aumento desse parametro na
frequéncia de 3 Hz, em comparacgéao ao grupo TMCC.

No que refere ao tempo para o pico do Ca?* intracelular transiente (Fig 16. B),
nota-se que a aplicacao de monocrotalina aumentou esse parametro no grupo SM, em
comparacao ao grupo SC (p < 0,05), em todas as frequéncias de estimulagédo. Todavia,
o TR prévio preveniu esse aumento no grupo TMCC, nas frequéncias de 1, 3 e 5 Hz,
mas nao no grupo TMSC. Ademais, houve aumento desse parametro nas frequéncias
de 3 e 5 Hz, comparado ao grupo TMCC.

Quanto a velocidade para o pico de Ca?* intracelular transiente (Fig 16. C), a
aplicacao de monocrotalina aumentou esse parametro no grupo SM, em comparacao ao
grupo SC (p < 0,05), nas frequéncias de 1, 3 e 5 Hz. Entretanto, o TR prévio preveniu
esse aumento no grupo TMCC, nas frequéncias de 1, 3 e 5 Hz, mas nao no grupo TMSC,
apenas na frequéncia de 1 Hz.

Em relagdo ao tempo para 50% do decaimento (Fig 16. D), notou-se que a
aplicacao de monocrotalina aumentou esse parametro no grupo SM, em compara¢ao ao
grupo SC (p < 0,05), apenas na frequéncia de 5 Hz. Porém, o TR prévio preveniu esse
aumento no grupo TMCC, na frequéncia de 5 Hz, mas nao no grupo TMSC.
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Figura 16. Calcio intracelular transiente de midcitos isolados do ventriculo direito. (A) Amplitude;
(B) Tempo para o pico de Ca?*; (C) Velocidade para o pico de Ca?* intracelular transiente (D)
Tempo para 50% do decaimento. SC, sedentario controle; SM, sedentario monocrotalina; TMSC,
treinado monocrotalina sem continuidade; TMCC, treinado monocrotalina com continuidade.
Valores sdo média + EPM de 6-10 células por animal em cada grupo (5-7 animais por grupo).
Anova one-way com post hoc de Tukey para 50% do relaxamento em 3 Hz. Kruskal-wallis com

post hoc de Dunn's. Valor de p < 0,05. °SC vs SM; "SM vs TMSC; °SM vs TMCC; “TMSC vs
TMCC.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, investigou-se se um protocolo de treinamento resistido com
escalada em escada vertical realizado previamente a indugédo de HAP severa por MCT
afetaria a forca muscular, a resisténcia da artéria pulmonar, a funcao sistélica do
ventriculo direito, a morfometria do ventriculo e do pulméao direitos e do biceps braquial,
a funcdo contratil e o Ca?* intracelular transiente em midcitos isolados do ventriculo
direito de ratos.

6.1. Forca muscular

Observou-se que a injecao de 60 mg/kg de MCT nao reduziu significativamente
a forca muscular dos animais sedentarios. Como os animais do grupo SM apresentaram
prejuizos funcionais do VD, do pulmao direito e da artéria pulmonar, além de reducao
da massa muscular e da area de seccao transversa do biceps braquial, esperava-se que
isso iria refletir uma reducdo na forga muscular. Neste modelo experimental, foi
demonstrado que a MCT provoca prejuizos ao musculo esquelético, tais como reducéo
da massa muscular e da area de seccao transversa do miécito [86]. Adicionalmente, o
estudo de Malenfant et al. [12] demonstrou que pacientes com HAP apresentam menor
forca muscular do quadriceps do que individuos sem HAP. E concebivel que os
prejuizos promovidos pela MCT ndo tenham sido suficientes para reduzir a forca
muscular dos animais nesse modelo de exercicio, 0 que indica a necessidade de mais
estudos relativos ao tema.

O TR aplicado neste estudo, todavia, aumentou a forga muscular dos animais
tratados com MCT, o que foi mantido ap6s a injecao. Estudos anteriores associaram o
aumento da forca em resposta ao TR a alteragdes neuromusculares e protedmicas [111,
118]. Entretanto, é importante ressaltar que o grupo TMSC apresentou forga relativa
menor que o grupo TMCC no dia 27 ap0s a injecao de MCT. Além disso, a forga relativa
do grupo TMSC néo foi diferente do grupo SM nos dias 27 e 34 apds a injecao de MCT.
Isso indica a perda dos efeitos preventivos, em funcdo do destreinamento, o que foi
restabelecido no dia 41 apds aplicagdo. Como a massa e a area de seccao transversa
do biceps foi semelhante nos dois grupos treinados, é provavel que este resultado esteja
relacionado a interrupgéo do processo de adaptacao neural, que ocorre de forma crénica
com a pratica de TR e esta relacionada ao ganho de forca [119].
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6.2. Resisténcia da artéria pulmonar

A aplicacao de MCT aumentou a resisténcia da artéria pulmonar apés 24 e 42
dias (ex. reducao da TA/TE). Esse resultado confirma os de estudos anteriores, como 0s
de Daicho et al. [67] e Novelli et al. [40], no quais se observaram niveis superiores da
pressao sistolica do VD, acompanhados da reducao do tempo de aceleragao a partir da
2% semana de aplicacao (60 mg/kg). Assim, os dados demonstram a indu¢do da HAP
pelo protocolo utilizado.

Embora ndo tenham sido analisados no presente estudo, alguns mecanismos ja
conhecidos auxiliam na explicacdo desse aumento de resisténcia da artéria pulmonar
neste modelo. Por exemplo, menor expressao de eNOS na vasculatura pulmonar, o que
prejudica a vasodilatagdo por estimulo mecanico e resulta em maiores niveis circulantes
do vasoconstritor ET-1 [26, 59]. Adicionalmente, a predominancia dos elementos
vasoconstritores sobre os vasodilatadores aumenta o estresse na artéria pulmonar e
induz sua remodelamento adverso [26, 27, 59]. Tal remodelamento é caracterizado por
aumento de colageno, por fibrose, inflamacdo, apoptose, seguido de hipertrofia da
camada média [38, 44]. Essas adaptacoes deletérias contribuem para o aumento da
rigidez arterial atrelada a reducéo do seu lumen, resultando em sobrecarga pressoérica
no VD [49]. Essas adaptacbes estdo associadas ao remodelamento adverso do VD e,
por esse motivo, a reducao da resisténcia da artéria pulmonar e da sobrecarga ao VD é
essencial para amenizar os efeitos adversos sobre o mesmo [9, 120]. Adicionalmente, a
injecdo de MCT resultou em remodelamento do VD, caracterizado por redu¢do do
percentual e aumento da area de seccdo transversa dos cardiomidcitos, além do
aumento da matriz extracelular.

Por outro lado, o TR prévio foi capaz de prevenir o aumento da resisténcia da
artéria pulmonar, sendo este efeito mais acentuado no grupo que continuou o
treinamento (TMCC) do que no grupo que nao continuou o treinamento apds a aplicacao
de MCT (TMSC). Com a continuagéo ao TR, possivelmente houve reducéo das pressoes
sistolica e diastodlica, conforme ja observado em uma sessao de TR [121], o que resultou
em vasodilatacdo e evitou remodelamento da vasculatura pulmonar. Além disso, o efeito
cronico do TR em reduzir pressao arterial foi constatado em ratos espontaneamente
hipertensos (SHRs), o que foi associado ao estado favoravel de bradicardia e reducao
do estresse oxitadivo cardiaco [107, 122, 123]. Todavia, no grupo que interrompeu o TR
(TMSC), houve aumento da resisténcia da artéria pulmonar (ex. reducéo da TA/TE) no
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dia 24, fato que pode ter ocorrido pela auséncia de estimulos vasodilatadores. Embora
a resisténcia da artéria pulmonar tenha aumentado nesse grupo no dia 24, ndo houve
progressao para o dia 42, conforme observado no grupo SM, ressaltando, assim, o efeito
preventivo proveniente do TR.

6.3. Funcao sistolica do ventriculo direito

Neste estudo, a dosagem de MCT usada reduziu a funcdo sistélica do VD (ex.
TAPSE) 3 semanas apo6s sua aplicagdo — resultado similar ao ocorrido em outro estudo
[40]. Essa alteracao reflete em reducédo do volume de ejecéo e, consequentemente, do
débito cardiaco, reduzindo o fluxo sanguineo pulmonar e sistémico [40, 57]. Os prejuizos
sobre a funcgao sistélica também estao associados a alteracdes morfométricas do VD, a
exemplo da reducdo da quantidade de miocitos e o remodelamento de compontes da
matriz extracelular, como também visto no presente trabalho, o que afeta negativamente
a mecanica contratil [64]. Nesse sentido, é provavel que a reducdo da amplitude de
contracao celular (3 e 5 Hz) aqui observada tenha resultado em reducéao da TAPSE.

Em contrapartida, o TR prévio preveniu a redugéo da TAPSE, sendo mantida ao
nivel daquela do grupo SM, sendo de forma mais acentuada no grupo que continuou o
treinamento (TMCC). Como o TR reduziu a resisténcia da artéria pulmonar (ex. aumento
da TA/TE), entende-se que isso refletiu em menor remodelamento adverso doVD, em
funcédo da menor sobrecarga pressoria e, consequentemente, menor prejuizo a funcao
sistdlica [9]. Ademais, o TR preveniu o aumento da area de seccdo transversa dos
cardiomiécitos em ambos 0s grupos, indicando menor remodelamento cardiaco.

Todavia, foi possivel observar, no final do experimento (dia 42), que o
destreinamento permitiu a progressao da doencga, pois 0 grupo que parou de treinar
(TMSC) apresentou continua diminuicdo dos valores da TAPSE ap6s aplicacdo de MCT,
mesmo tendo apresentado valores superiores aos do grupo SM. Desta forma, ressalta-
se que o grupo TMSC apresentou maior resisténcia da artéria pulmonar e porcentagem
de matriz extracelular no VD, bem como menor percentual de cardiomidcitos e amplitude
de contragéo celular (5 e 7 Hz), em comparacao ao grupo TMCC, o que explica tal
resultado.
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6.4. Morfometria do ventriculo e do pulmao direitos e do biceps braquial
6.4.1. Ventriculo direto

Observou-se, no presente estudo, que a injecdo de MCT aumentou as massas
do coracédo e do VD, assim como suas respectivas razées pelo comprimento da tibia, o
que é um indicativo de hipertrofia patologica [23, 67, 124]. A hipertrofia cardiaca
patologica, nesse caso, ocorre em resposta ao aumento da pods-carga atrelada a
sobrecarga pressérica crbénica imposta ao VD [64]. Considera-se que, nesta pesquisa,
houve um aumento da sobrecarga pressoérica cronica no VD, em funcado do aumento da
resisténcia da artéria pulmonar, resultando em remodelamento do VD, caracterizado por
aumento da area de seccao transversa dos miécitos. De fato, ao analisar os miécitos
isolados do VD, confirmou-se que a MCT aumentou a largura e reduziu a razéo
comprimento/largura dos midcitos, sem alterar o comprimento, o que foi demonstrado
em estudos prévios [125, 126]. Essas alteragdes estao relacionadas a adicdo de
sarcbmeros em paralelo e, por conseguinte, ao aumento da area do midcito. Tal
configuracdo caracteriza uma resposta adaptativa do VD [9] denominada hipertrofia
concéntrica patolégica. Esse estagio é caracterizado pela reexpressdo génica de [3-
actina e reducéao da razao a/B MHC, que estdo associados a prejuizos sobre a fungéo
contratil dos sarcémeros, com possiveis alteragdes sobre a velocidade e a magnitude do
encurtamento [60, 71, 77, 127, 128].

Adicionalmente, a aplicacdo de MCT reduziu os percentuais de vasos
sanguineos, nucleo, citoplasma e miécitos. O aumento da area de seccao transversa do
cardiomiécito poderia refletir em aumento do citoplasma, todavia, a presenca de menos
nucleos indica que ha menos células, com uma maior area, o que resultou em reducao
do percentual de cardiomidcitos. E provavel que a reducdo dos cardiomiécitos seja
referente ao estado de falha cardiaca, em que ha aumento do estresse oxidativo e do
estado inflamatério, atrelados ao aumento de citocinas pré-inflamatérias/apoptéticas,
como o TNF-a [68].

Além disso, foi demonstrado, em outros estudos, que 30 dias ap6s aplicacao de
MCT (60 mg/kg), os animais apresentam redugédo da expressao do RNAm do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) no VD [70], o que poderia explicar a reducao
dos percentuais dos vasos sanguineos no grupo SM. Ainda, os animais apresentaram

aumento da matriz extracelular que, inicialmente, ocorre como uma resposta adaptativa
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para restabelecer a mecénica contratil, mas, com o passar do tempo, torna-se deletéria
[64]. Em estudo anterior, a aplicacdo de MCT (60 mg/kg) também resultou em aumento
da matriz extracelular e do colageno, em conjunto com a presenca de fibrose no VD [42,
56]. Embora nao tenha sido analisado no presente estudo, esses resultados podem ser
atribuidos ao aumento da expressao proteica e do RNAm de colageno tipo | e lll
demonstrado em outros estudos [53, 129], o que torna o VD mais rigido, com prejuizos
a sua capacidade contréatil.

Nao obstante, o TR prévio aqui utilizado preveniu a hipertrofia cardiaca induzida
pela MCT, pois os grupos treinados ndo aumentaram as massas do coragdo e do VD,
assim como suas respectivas razdes pelo comprimento da tibia. Nesse sentido, o TR
preveniu o aumento da area de secc¢ao transversa dos cardiomidcitos, indicando menor
remodelamento cardiaco. Em cardiomidcitos isolados, o TR aplicado impediu 0 aumento
da largura e a reducao da razdo comprimento/largura dos cardiomiécitos somente no
grupo TMCC. Acredita-se que a auséncia de hipertrofia do VD nos animais do grupo
TMCC tenha ocorrido em fungdo do ndo aumento da resisténcia da artéria pulmonar
observada nesses animais. Como consequéncia, a sobrecarga pressérica no VD nao
aumentou nessas datas de avaliacdo, sendo desnecessario 0 aumento da massa
muscular para a manutencao de suas fungcées mecanicas.

No grupo TMSC, porém, a resisténcia da artéria pulmonar aumentou no dia 24
apoés a injecao de MCT, mas se manteve até o final do experimento (dia 42). Acredita-
se que esse estimulo induziu hipertrofia concéntrica compensatéria, mas sem progressao
para a fase ndo-compensatoria e deletéria. Dessa forma, é possivel observar que o
grupo TMSC apresentou aumento do percentual de matriz extracelular, provavelmente
de forma adaptativa, pois nao prejudicou a TAPSE. Somado a isso, a redugao do seu
percentual de cardiomidcitos ocorreu pela redugéo do citoplasma, provavelmente por
causa da menor area de seccao transversa, ao passo que o TR preveniu a redugao do
percentual de nucleos. De fato, na fase compensatéria, ndo ha apoptose celular, o que
explica a auséncia de redugé@o de nucleos, além do aumento de vasos sanguineos,

indicando angiogénese fisioldgica, também caracteristica dessa fase [64].

6.4.2. Pulmao direito

A injecao de MCT aumentou a massa do pulmao direito e as suas respectivas
razdes. Tal efeito foi demonstrado em outros estudos [77, 78]. O remodelamento da
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vasculatura pulmonar esta relacionado a alteragdes prejudiciais, como a reducédo da
conformidade dindmica e do volume corrente, atrelada ao aumento da frequéncia
respiratéria e da parede/do septo alveolar [80, 81].

Nessa perspectiva, no presente estudo, a injecdo de MCT aumentou o septo
alveolar, com redugédo concomitante da porcentagem dos alvéolos pulmonares. Tais
alteracoes estdo associadas ao aumento da inflamagcdo e do estresse oxidativo,
caracteristicos nesse modelo experimental [25, 54, 58, 130]. Nesse sentido, a
intervencdo com a utilizagdo de anti-inflamatoério (anti-TNFa) foi capaz de reduzir as
células inflamatérias presentes ao redor dos brénquios e bronquiolos, a inflamacao e a
espessura do septo alveolar, reforcando a participacao direta da inflamagao sobre o
processo de seu remodelamento [131]. Com base nisso, acredita-se que o aumento da
espessura do septo alveolar induz, de forma concomitante, a reducao da area dos
alvéolos pulmonares, conforme demonstrado em estudo anterior [79]. Ademais,
observou-se que os animais tratados com MCT apresentaram colapsos e hemorragias
nos alvéolos.

E pertinente pontuar que essa hemorragia alveolar possui causa multifatorial,
dentre elas o aumento da inflamacéo tecidual [82, 83]. Como nos alvéolos pulmonares
ocorre 0 processo de hematose, ressalta-se que as alteragbes supracitadas
(diminuicdo dos alvéolos comuns e aumento de alvéolos colapsados e hemorragicos)
trazem prejuizos relacionados a troca gasosa(CO: e O2) e contribuem com os sintomas
de dispneia [132, 133].

Em relacdo ao TR prévio, notou-se que esse reduziu a massa do pulmao direito
e sua respectiva razao pelo comprimento da tibia no grupo TMCC. Além disso, o TR
aumentou a porcentagem de alvéolos pulmonares e reduziu a porcentagem de alvéolos
hemorragicos. Os mecanismos que explicam a preservacao dos alvéolos pulmonares
pelo TR ainda ndo estao bem esclarecidos. Entretanto, sabe-se que esse resultado esta
associado a beneficios sobre a hematose, que sao traduzidos em aumento da troca e
difusdo gasosa e da biodisponibilidade de O [134]. Isso é importante nesse modelo
experimental e em humanos, uma vez que a dispneia é um dos sintomas agravantes

apresentados pelos pacientes com HAP.
6.4.3. Biceps braquial

A injecao de MCT reduziu a massa do biceps braquial e sua respectiva razao
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pelo comprimento da tibia. De acordo com Moreira-Golcalves et al. [84], nesse modelo,
a reducao da massa e da area de secgao transversa do gastrocnémio estao associadas
ao desequilibrio entre o anabolismo e o catabolismo, explicado pelo aumento dos niveis
séricos de marcadores catabdlicos, como IL-18, da CRP e da miostatina; assim como
pelo aumento da razdo MAFbx/atrogina-1, atrelado ao aumento da atividade proteolitica.
Embora no estudo citado [84] ndo tenha havido alteragbes da Akt/mTOR, uma via
intimamente relacionada com a sinalizacdo anabdlica.

A monocrotalina reduziu também a porcentagem e a area de secc¢ao transversa
das fibras musculares do biceps. Foi demonstrado que, na falha cardiaca induzida por
MCT, ocorre aumento dos niveis circulantes de TNF-a de forma paralela ao de
esfingosina — um segundo mensageiro capaz de induzir diretamente apoptose e
degradacgao do tecido muscular esquelético [85]. Nessa perspectiva, possivelmente, a
reducéo da massa do biceps braquial € atribuida a redugao da area de secgao transversa
e da porcentagem de fibra muscular no tecido, embora possa haver manutencéo da
massa muscular esquelética com reducao da area de seccao transversa [135]. Além
disso, é possivel que o aumento da matriz extracelular tenha promovido reducéo do
percentual de citoplasma e de fibra muscular, uma vez que houve manutencao dos
nucleos.

Por outro lado, o TR prévio impediu a reducdo da massa muscular e da area de
seccao transversa do biceps braquial. Sabe-se que o TR induz hipertrofia da
musculatura esquelética, por meio de sinaliza¢gdes moleculares e ativagdo de células
satélites. Adicionalmente, o TR aumenta a expresséo das proteinas P13k, Akt, mTOR e
p70S6K em atletas, as quais participam diretamente na sintese proteica [136] em
associacao ao aumento da ativacao das células satélites [137, 138].

No modelo de exercicio usado no presente estudo, Padilha et al. [111]
demonstraram que houve hipertrofia dos musculos flexor longo do halux e plantar, o que
foi acompanhado do aumento entre a razdo P-70S6K/p-P-70S6K. Adicionalmente,
Tibana et al. [118] demonstraram que este modelo de TR causou hipertrofia do musculo
gastrocnémio de ratos normotensos. E concebivel que a hipertrofia do misculo biceps
braquial observada nos grupos TMSC e TMCC deve-se a sinalizagbes inter e
extracelulares mediadas pelas células satélites [137, 138].

O TR prévio aumentou a porcentagem de nucleos, o que sugere maior presenca
de midcitos por area, refletindo em niveis inferiores de apoptose tecidual. Entretanto,
nao foi capaz de atenuar o aumento da matriz extracelular apos a aplicagdo de MCT. O
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TR pode aumentar a quantidade de colageno no musculo esquelético [139]. Em ratos
jovens e idosos, o TR, durante 12 semanas, reduziu o tecido conjuntivo nos musculos
sbleo e gastrocnémio e, paradoxalmente, aumentou a expressdao dos RNAs
mensageiros de COL-1A1 e COL-3A1 no gastrocnémio [140]. Nesse mesmo estudo
[140], os ratos idosos treinados apresentaram expressdo aumentada dos RNAs
mensageiros das MMPs do tipo 2 (MMP-2) e tipo 9 (MMP-9), os quais estao intimamente
relacionados ao remodelamento da matriz extracelular, além da reducao do fator de
crescimento transformante beta (TGF-f8), o qual estimula os fibroblastos a induzir fibrose
tecidual.

6.5. Funcao contratil e calcio intracelular transiente de midcitos isolados do

ventriculo direito

No presente estudo, demonstrou-se que a injecdo de MCT reduziu a amplitude
de contragdo (3 e 5 Hz), mas aumentou a amplitude do Ca?* intracelular transiente (1, 3
e 5 Hz). Embora, em alguns estudos, a reducado da amplitude de contracéo tenha sido
associada a redugdo da amplitude de Ca?* intracelular transiente, ratos injetados com
60 mg/kg de MCT podem apresentar niveis superiores de amplitude de Ca?* intracelular
transiente tanto na fase adaptativa quanto na ndo-adaptativa [72]. O estudo de Sabourin
et al. [73] demonstrou que ratos com falha cardiaca induzida por MCT tiveram aumento
da amplitude do Ca?* intracelular transiente, atrelada ao aumento da carga de Ca®* do
RS, entretanto, acompanhado do aumento da amplitude contracao, o que nao ocorreu
em nosso estudo. Por outro lado, Benoist et al. [74] reportaram que animais injetados
com MCT apresentaram maior duragao do potencial de agao, que refletiu em aumento
da carga, da liberacéo fracionaria e do vazamento de Ca?*, aumentando a amplitude de
Ca?* intracelular transiente, porém com reducdo da amplitude de contragdo. Isso é um
indicativo de redugdo da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?*. De fato, em
cardiomiécitos do VD de humanos com HAP, constatou-se menor sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca?*, e, por conta disso, niveis elevados do Ca?* intracelular transiente
nao aumentam a amplitude de contragcéo [141].

Em relacao ao tempo de contracéo, a aplicacao de MCT (grupo SM) aumentou
o tempo para o pico de contracdo, em todas as frequéncias, o que por sua vez, esta
atrelado ao aumento do tempo para o pico do Ca?* intracelular transiente em comparagéo
ao grupo SC. Esse resultado pode ser atribuido ao atraso da liberagdo do Ca?* para o
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sarcoplasma, por meio dos receptores RyR2. Em vista disso, Pacagnelli et al. [114]
demostraram que animais tratados com MCT (60mg/kg) apresentaram reducdo do
RNAm de RyR2, o que indica reducao da sua expressao. Nesse sentido, € provavel que
os prejuizos sobre a liberagdo do Ca?* do RS tenham reduzido a velocidade de contracéo
(amplitude / tempo para o pico de contragédo), conforme apresentado pelos animais do
grupo SM. Assim, esses prejuizos na fungao contratil dos cardiomiécitos ajudam a
explicar a reducédo da funcdo do VD nesse modelo experimental, observada pela
avaliacdo da TAPSE. Por outro lado, a velocidade para o pico de Ca?* (amplitude / tempo
para o pico de Ca?*) foi maior nos animais do grupo SM, possivelmente, pelo valor
superior da amplitude do Ca?* intracelular transiente apresentado por esses animais.

Ademais, foi possivel observar que a injecao de MCT prolongou o tempo para
50% de relaxamento (1, 3, 5 e 7 Hz) e de 50% do decaimento do Ca?* intracelular
transiente (5 Hz) dos cardiomidcitos. Tal prolongamento esta relacionado a menor
expressdo e atividade SERCAZ2a, que é fosforilada pela PLB [142]. Apesar dessas
proteinas nao terem sido avaliadas no presente estudo, essa alteracao ja foi observada
nesse modelo experimental [23, 114].

Por outro lado, o TR aplicado preveniu tanto a reducdo da amplitude de
contracgéo (5 e 7 Hz) quanto o aumento da amplitude de Ca?* intracelular transiente (1,
3 e 5 Hz). Esse resultado reflete 0 aumento da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?*
dos midcitos do VD, além da preservacao da fungao do VD.

Além disso, o TR aplicado preveniu que os cardiomidcitos tivessem os tempos
para o pico de contragdo e de Ca?* intracelular transiente (1, 3 e 5 Hz) prolongados.
Resultados similares foram apresentados em estudo prévio [143] em animais saudaveis,
em que o TR, durante 8 semanas, reduziu o tempo para o pico de contragédo, associado
a reducao do microRNA (miRNA) 214 (MiRNA-214), que promove inibi¢cao transcricional
para formacdo da SERCAZ2a, resultando em aumento da sua expressdo. De fato, ao
reduzir o tempo de relaxamento celular ocorre, concomitantemente, a redugao do
tempo para a contracdo [143].

Somado a isso, o grupo TMCC apresentou velocidade de contragao superior em
relacdo ao grupo SM, nas frequéncias de 3, 5 e 7 Hz, indicando o efeito protetivo do
TR. Apesar disso, a velocidade até o pico de Ca?* intracelular transiente foi menor no
grupo TMCC que no grupo SM (1, 3 e 5 Hz), possivelmente por apresentar menor
amplitude de Ca?*. Adicionalmente, o TR prévio impediu que os cardiomidcitos do grupo
TMCC tivessem os tempos para 50% de relaxamento da contracdo (1, 3 e 5 Hz) e de
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decaimento do Ca?* intracelular transiente (5 Hz) prolongados. Esse resultado pode ser
atribuido ao efeito do TR em aumentar a recaptacdo do Ca?* para o RS, por meio da
SERCA2a, conforme demonstrado no VE de animais normotensos [143, 144]. De fato,
isso evidencia o efeito do TR em aumentar a recaptagao de Ca?* pelo RS, possibilitando
que o relaxamento celular seja mais rapido.

A eficacia do efeito protetivo do TR também se manifesta na quantidade de
células respondentes a estimulagdo na frequéncia de 7 Hz do grupo TMCC, que foi
superior as do grupo SM. Isso indica que o TR realizado previamente e continuado ap6s
a injecao de MCT (grupo TMCC) promove adaptagdes celulares e moleculares que
previnem o efeito deletério da doenca. Tais adaptacbes fazem com que o0s
cardiomiécitos tenham capacidade de responder a altas demandas funcionais, aqui
simuladas pela frequéncia de estimulagéo.

Entretanto, verificou-se que alguns efeitos protetivos do TR prévio, em nivel
celular, foram perdidos ao longo do tempo, apéds a aplicacao de MCT no grupo TMSC,
que descontinuou o treinamento. Em funcdo do destreinamento desses animais,
propriedades como amplitude de contracdo e de Ca?* intracelular transiente (3 e 5 Hz),
velocidade de contracdo, tempos para o pico de contracao e para 50% de relaxamento
e a quantidade de células respondentes a 7 Hz do grupo TMSC foram similares aos
apresentados pelo grupo SM. Observa-se que 4 semanas de destreinamento em
animais espontaneamente hipertensos foram acompanhadas da reversdo das
adaptacoes nas expressdes de SERCA2a e da PLB fosforilada na serina 16 (PLBser16)
[145] ao treinamento com exercicio aerdbio.

Vale ressaltar que, em alguns parametros avaliados, tais como o tempo para o
pico, a velocidade de contracao (1 Hz) e o tempo para 50% de relaxamento (1 e 3 Hz),
o grupo TMSC apresentou resultados piores que os do grupo SM. Esses resultados
ressaltam os efeitos do destreinamento.
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7. CONCLUSOES

O TR aplicado previamente aumenta a forca muscular e previne a disfuncéao
sistdlica e a hipertrofia patoldégica do ventriculo direito em ratos com HAP severa
induzida por MCT. Ainda, o TR prévio previne o aumento da resisténcia da artéria
pulmonar e a atrofia muscular esquelética. Todavia, os efeitos preventivos sobre o
remodelamento adverso do pulmao direito, 0 aumento das dimensdes celulares e as
disfuncdes da contragcdo e do calcio intracelular transiente em miécitos isolados do
ventriculo direito foram observados somente nos animais que realizaram o TR prévio
e continuaram o exercicio apés a indu¢ao da HAP. Esses resultados sugerem que o TR
prévio previne, parcialmente, os efeitos deletérios provocados pela HAP severa,
contudo, a manutengcdo dos efeitos de protecdo cardiopulmonar depende da
continuidade da pratica do exercicio.
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