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RESUMO

DRUMMOND, Filipe Rios, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2020. Influéncia
do exercicio de corrida voluntiria em misculo esquelético e em pulmao durante o
desenvolvimento da hipertensao arterial pulmonar experimental. Orientador: Cldvis
Andrade Neves. Coorientador: Antonio José Natali.

Fundamento: A intolerancia ao exercicio € um importante sintoma da falha cardiaca do
ventriculo direito causada pela Hipertensao Arterial Pulmonar (HAP) e as adaptagdes sofridas
pelo musculo esquelético e pelos pulmdes desempenham um papel chave nesta limitacao. O
efeito do treinamento fisico sobre o misculo esquelético (ME) e sobre os pulmdes durante a
HAP em ensaios pré-clinicos permanece pouco estudado, mas podem auxiliar no
desenvolvimento de estratégias para o entendimento e tratamento da doenca. Objetivo:
Examinar os efeitos do treinamento em corrida voluntéaria, realizado durante a fase de
desenvolvimento da HAP, sobre a estrutura do ME, a biogénese mitocondrial e o metabolismo
oxidativo no ME, o estresse oxidativo no ME, o estado inflamatério do ME e dos pulmdes e a
funcdo endotelial do ME e dos pulmdes de ratos com HAP induzida por monocrotalina (MCT).
Métodos: Ratos Wistar (~230g) foram divididos em cinco grupos: sedentdrio controle (SC,
n=8); sedentario com falha cardiaca (SF, n=8); exercitado controle (EC, n=8); exercitado média
(EM, n=8) e exercitado com falha cardiaca (EF, n=8). Os animais dos grupos EC, EM e EF
tiveram livre acesso a roda de corrida voluntaria. O grupo EM teve os parametros avaliados na
média de sobrevida (+ 1 dia) dos animais SF para comparagdo temporal. Os animais dos grupos
EF, SF e EM receberam uma injecdo intraperitoneal (60 mg/kg de peso corporal) de
monocrotalina (MCT), enquanto os controles (EC e SC) receberam a mesma dose de solucdo
salina. O tempo total de exercicio até a fadiga (TTF) em corrida em esteira, um indice de
tolerancia ao esforgo fisico, foi medido antes da aplicagdo de MCT, nos 21°, 26° (grupos EC,
EF, SC e SF) e no 23° (grupo EM) dias apds aplicagdo. A avaliagdo ecocardiografica foi
realizada nos 22°, 25° (grupos: EC, EF, SC e SF) e 27° (grupo: EM) dias apds a aplicagao de
MCT. Ap6s manifestacdo dos sinais da falha cardiaca (SF, EF, EC e SC), os animais foram
sacrificados e os musculos séleo e gastrocnémio, além do pulmao direito foram coletados para
andlises dos parametros teciduais (histomorfometria), bioquimicos (citrato sintase e proteina
carbonilada) e moleculares (expressao génica de PGC1-a, TNF-a, IL-10, VEGF) . No grupo
EM (n=8) isto ocorreu no 28° dia apds inje¢do de MCT. Resultados: O treinamento em corrida
voluntdria retardou o aparecimento dos sinais de falha cardiaca (SF = ~28 dias; EF= ~32 dias,

p<0,05), aumentou a tolerancia ao esforco fisico e retardou os prejuizos na resisténcia da artéria



pulmonar. Em nivel tecidual, o treinamento aumentou o percentual de fibra muscular,
atenuando os prejuizos causados pela HAP. Em nivel molecular, os animais EF apresentaram
uma maior razdo TNF-o/IL-10 em relagdo aos animais do grupo EC. A HAP diminuiu a
expressao de PGC1-a nos grupos SF e EM, entretanto o grupo EF apresentou maior expressao
desse gene em relacdo ao EC. Da mesma forma a expressdao de VEGF foi maior nos grupos SF
e EM em relag¢do ao grupo SC. Conclusao: O treinamento em corrida voluntdria aumentou a
sobrevivéncia, promoveu beneficios a estrutura tecidual do ME, assim como aumentou a
expressdo de PGC-1a no ME e ainda diminuiu a resisténcia arterial pulmonar de ratos com

HAP induzida por MCT.

Palavras-chave: Corrida voluntaria. Esforco fisico. Musculo esquelético. Monocrotalina;

Falha cardiaca.



ABSTRACT

DRUMMOND, Filipe Rios, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2020. Influence
voluntary exercise in skeletal muscle and lungs during the experimental pulmonary
arterial hypertension development. Adviser: Clovis Andrade Neves. Co-adviser: Antonio
José Natali.

Background: Exercise intolerance is an important symptom of right ventricular heart failure
caused by Pulmonary Arterial Hypertension (PAH) and skeletal muscle and lungs adaptations
play a role in this limitation. The effect of exercise training on skeletal muscle and lungs in the
pre-clinical settings of PAH remains poorly studied. Studies on strategies for treatment of the
disease are necessary. Objective: To examine the effects of training in voluntary running during
the development of PAH on skeletal muscle structure, biogenesis and mitochondrial
metabolism in skeletal muscle, oxidative stress in the skeletal muscle, the inflammatory state
in the skeletal muscle and lung, and the endothelial function in skeletal muscle and lung of rats
with monocrotaline-induced PAH (MCT). Methods: Wistar rats (~ 230g) were divided into
five groups: sedentary control (SC, n = 8); sedentary heart failure (SF, = 8); exercised control
(EC, n =8); average exercised (AE, n = 8) and exercised with heart failure (EF, n = 8). Animals
from groups EC, AE and EF had free access to the voluntary running wheel. The AE group had
the parameters evaluated in the mean survival (+ 1 day) of SF animals for temporal comparison.
Animals of the EF, SF and AE groups received an intraperitoneal (60 mg/kg body weight)
injection of monocrotaline (MCT), while control groups (EC and SC) received the same dose
of saline solution. The total exercise time until fatigue (TTF) in treadmill running, a physical
effort tolerance index, was measured before the application of MCT, and at 21%, 27" (EC, EF,
SC and SF groups) and at 26" (AE group) days after application. The echocardiographic
evaluation was performed at 22", 27" (groups: EC, EF, SC and SF) and 24" (group: AE) days
after the application of MCT. Tissue parameters (histomorphometry) biochemical parameters
(citrate synthase and carbonylated protein) and molecular parameters (gene expression of
PGC1-a, TNF-a, IL-10, VEGF) were evaluated after signs of heart failure (SF, EF, EC and SC).
In the EM group (n = 8) this occurred on the 28" day after MCT injection. Results: Training
in voluntary running delayed the onset of signs of heart failure (SF = ~ 28 days, EF = ~ 32 days,
p<0.05), raised exercise tolerance and postponed reduction of pulmonary artery resistance. At
the tissue level, training increased the percentage of muscle fiber, attenuating the damages
caused by PAH. At the molecular level, EF animals presented a higher TNF-a / IL-10 ratio in
relation to the animals in the EC group. PAH decreased the expression of PGC1-a in the SF



and MS groups, however the EF group had higher expression of this gene in relation to the CE.
Likewise, the VEGF expression was higher in the SF and MS groups than in the SC group.
Conclusion: Voluntary career training promotes the tissue evolution of the ME, as well as the
mitochondrial biogenesis in the ME, and also the pulmonary arteriolar resistance of rats with

the PAH induced by MCT.

Keywords: Voluntary exercise. Physical effort. Skeletal muscle. Monocrotaline. Heart failure.
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REVISAO DE LITERATURA

A hipertensdo pulmonar (HP) € um distdrbio fisiopatolégico que pode envolver
multiplas condic¢des clinicas e pode ainda agravar a maioria das doencgas cardiovasculares e
respiratorias [1]. Pessoas de todas as faixas etarias da populacao sao afetadas por essa desordem,
porém com maior acometimento em idosos. A prevaléncia de HP € de cerca de 1% da populagdo
mundial, e aumenta até 10% em individuos com mais de 65 anos [2]. A Organizacdo Mundial
da Satdde (OMS) classificou a HP em 5 grandes grupos de acordo com similaridades clinicas,
patoldgicas, hemodindmicas e nas estratégias de tratamento. Sdo eles: 1) HP associada com
doencas cardiacas esquerdas; 2) HP associada com doencas respiratérias e/ou hipdxia; 3)
doenca tromboembdlica cronica; 4) mecanismos multifatoriais pouco claros; e 5) hipertensao
arterial pulmonar (HAP).

A HAP é uma doenca progressiva do sistema vascular pulmonar, afetando
principalmente as pequenas arteriolas pulmonares [3]. A HAP tem incidéncia relatada de 1,1 a
17,6 por milhdo de adultos por ano e prevaléncia de 6,6 a 26,0 por milhdo de adultos [4]. A
HAP possui um progndstico pobre, com uma taxa de aproximadamente 15% de mortalidade no
primeiro ano apds o diagndstico, mesmo com o tratamento [5]. Ela pode ser definida pela
pressdo arterial pulmonar média (PAPm) acima de 25 mmHg e pressdo capilar pulmonar menor
que 15 mmHg e ainda uma resisténcia vascular pulmonar (RVP) > 3 unidades Wood [6]. A
HAP ¢ clinicamente heterogénea, compreendendo pacientes com HAP sem causa Obvia
(denominada HAP idiopatica), HAP hereditaria, HAP induzida por medicamentos e HAP
associada com: 1) doenga do tecido conjuntivo; 2) HIV; 3) hipertensdo portal; 4) doencas
cardiacas congénitas; 5) esquistossomose [4]. A HAP caracteriza-se por aumento progressivo
da RVP, e dessa forma por um fluxo sanguineo restrito na circulagdo arterial pulmonar. Estes
fatos ocorrem devido a proliferacdo e remodelamento do endotélio vascular pulmonar,
trombose in situ, resisténcia a apoptose, inflamacao e fibrose mediada pelo remodelamento da
matriz extracelular das artérias e arteriolas pulmonares, que resulta em aumento da RVP e, em
dltima instancia, na falha cardiaca [3, 7, 8].

O aumento cronico da RVP leva ao aumento da pds-carga do ventriculo direito (VD).
Essa sobrecarga gera uma resposta adaptativa ou remodelamento adverso do VD. Este quadro
conduz a insuficiéncia ventricular direita a medida que os danos estruturais e funcionais
progridem [9]. A falha cardiaca é a maior causa de morte entre os pacientes com HAP [5, 10].

Além da obstru¢d@o observada nos vasos pulmonares e do remodelamento do VD, como descrito
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anteriormente, varios outros 6rgdos sdo acometidos pela doenca, como exemplo temos os
musculos esqueléticos (ME) e os pulmdes [11].

Os sintomas mais comumente relatados na HAP sdo dispneia e fadiga, que limitam a
capacidade fisica e a qualidade de vida dos individuos acometidos [12]. A intolerancia ao
exercicio fisico € uma caracteristica fundamental da HAP e foi tradicionalmente atribuida ao
baixo débito cardiaco e disfuncdo respiratéria [11]. Vdarios estudos ja destacaram uma ampla
gama de anormalidades dos musculos esqueléticos [13-15] e de musculos respiratdrios [16, 17]
em pacientes com HAP que podem contribuir para a limitagdo ao exercicio fisico. O desgaste
e fraqueza muscular causados pela HAP podem ser explicados pelos seguintes fatores: mudanga
do tipo de fibra muscular, do tipo I para o tipo II, redu¢@o na densidade capilar muscular, menor
atividade de enzimas da via aerdbica, biogénese/funcao mitocondrial prejudicada e aumento da
degradacao proteica muscular mediada pelo sistema ubiquitina-proteassoma [13, 15].

Para entender melhor a HAP, modelos pré-clinicos emergem para auxiliar na
compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos e também na investigacdo de novas
estratégias terapéuticas [18]. O modelo animal deveria mimetizar a doenca no ser humano e
permitir a determinagdo de aspectos clinicos, bioquimicos, hemodindmicos e caracteristicas
histopatoldgicas. No entanto, nenhum modelo simula exatamente todas as caracteristicas da
HAP em humanos [18]. Diferentes modelos experimentais foram desenvolvidos e, dentre eles
estdo: hipdxia cronica; lesao por monocrotalina (MCT); MCT e pneumonectomia; Sugen 5416;
e, hipoxia e modelos knockout para receptor de proteina morfogénica ssea 2 (BMPR2) [19,
20]. O modelo de MCT talvez seja o que mais contribuiu para a compreensao da fisiopatologia
e desenvolvimento terapéutico da HAP por reproduzir em varios aspectos chaves a HAP
humana [18].

A MCT € um alcaloide presente nas hastes, folhas e sementes da planta Crotalaria
spectabilis e em menor concentracdo nas outras plantas do género Crotalaria [18]. Embora a
MCT jé venha sendo utilizada em estudos ha mais de 50 anos [21, 22], o mecanismo pelo qual
a administracdo da MCT provoca HAP permanece pouco compreendido. As lesdes nos 6rgaos
causadas pela MCT ocorrem apoés a absor¢do da droga pelo figado e a consequente produgdo
de um metabdlito chamado de dehidromonocrotalina, que € toxico [23-26]. Este composto €
degradado rapidamente no organismo, porém se acumula facilmente nos eritrocitos, e por essa
razdo seus efeitos comecam a ser observados jd poucas horas apds aplicacdo de MCT até a
morte do animal [25, 27].

Sabe-se que a inje¢cdo de uma dose de MCT (30-60 mg/Kg), usualmente intraperitoneal

ou subcutdnea, provoca o aumento da proliferacdo de células musculares lisas dos vasos
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pulmonares levando a hipertrofia destes vasos com consequente espessamento das artérias
pulmonares proximais e adventicias, fibrose e enrijecimento [18]. Além disso, a lesdo por MCT,
pode causar primeiramente danos renais significativos e posteriormente, doenga veno-oclusiva
hepitica, hipertrofia e disfuncao significativa do VD [19, 20].

O ME também pode ser comprometido pela HAP, porém, até o momento ndo existe
explicagdo clara sobre como a HAP afeta o ME. O aumento da resposta inflamatdria relatado
anteriormente, juntamente com uma sinaliza¢@o insulina/anabolismo insuficiente, hipoxemia e
anormalidades na fun¢@o/biogénese mitocondrial sdo os provaveis mecanismos envolvidos na
perda muscular, devido ao desbalanco sintese/degradacgdo proteica [11].

As citocinas pré inflamatérias podem afetar o ME prejudicando sua contracdo e
aumentando sua protedlise [11]. Niveis elevados de interleucinas (IL) circulantes como: IL-1f,
IL-2. IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10 além do fator de necrose tumoral (TNF-a)) foram encontrados em
modelos animais e humanos com HAP [28, 29]. Esse aumento de marcadores pré-inflamatérios
cronicos pode prejudicar a sinalizacdo anabdlica do substrato do receptor de insulina
(IRS)/fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/proteina quinase B (Akt) [30]. O TNF-a ¢ um
mediador para reducdo da sinalizacdo da via IRS/PI3K/Akt nas células musculares, além do
fato de que seu aumento estd associado a resisténcia a insulina. [31-35]. J4 a IL-10 € uma
citocina anti-inflamatoéria cldssica. Estudo prévio mostrou que a IL-10 desempenha um papel
na modulacdo do metabolismo da glicose no musculo esquelético. A citocina foi capaz de
reduzir a resisténcia a insulina induzida por TNF-a em camundongos com esteatose hepatica
induzida por dieta high-fat [34].

E provével que a hipoxemia cronica também esteja envolvida na disfun¢do muscular
[36]. A microcirculacdo do ME de pessoas com HAP parece estar prejudicada, evidenciado pela
baixa saturacdo de Oz do tecido [37]. Essa anormalidade na distribui¢do de O2 microvascular
foi encontrada em pacientes com HAP [38] ocasionando uma diminui¢do na taxa de utiliza¢ao
do metabolismo aerébico e consequentemente um aumento na ativacdo da via metabdlica
anaerdbica da glicose [39].

E por dltimo, as anormalidades na funcdo e biogénese mitocondrial também podem
colaborar no processo de atrofia muscular [11, 40]. Foi verificado uma diminui¢ao na biogénese
mitocondrial no musculo gastrocnémio em modelo de ratos com HAP [41]. Além disso, nesse
mesmo modelo foi relatado o comprometimento da funcdo respiratéria mitocondrial no
musculo plantar [42].

Nos ultimos 20 anos houve grande avanco no tratamento da HAP. Em relacio as terapias

farmacoldgicas atuais disponiveis para o tratamento da HAP, tanto as de suporte
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(anticoagulantes, diuréticos, oxigénio suplementar, vasodilatadores), quanto as direcionadas a
doenca (agentes antiproliferativos) possuem efeito positivo no tratamento da doenca e aumento
da sobrevivéncia [43]. Entretanto, nem sempre os medicamentos especificos para HAP estao
disponiveis e, mais importante, nem todos os pacientes respondem a esses medicamentos [6].
Diante do exposto, terapias eficientes para o tratamento da doenga ou ao menos melhora da
qualidade de vida dos pacientes sao muito importantes. O exercicio fisico tem sido reconhecido
e recomendado como ferramenta terapéutica ndo farmacoldgica eficiente e segura para
tratamento de vérias doencgas cronicas como as pulmonares (ex. doenga pulmonar obstrutiva
cronica, asma e fibrose cistica) e as cardiovasculares (ex. hipertensdo, doenga coronariana e
falha cardiaca) [44, 45].

Apesar de todos os danos causados pela HAP, existem evidéncias em humanos [46-51]
e em modelos animais [52-56] de que o exercicio fisico pode promover efeitos benéficos na
HAP. Os resultados positivos ja conhecidos se traduzem em: melhora na qualidade de vida e
capacidade funcional, aumento da capacidade de exercicio e da eficiéncia ventilatéria, melhora
da func¢do cardiaca global, elasticidade arterial e do miocardio, diminui¢do da atrofia muscular,
combate ao estresse oxidativo, ao processo inflamatoério e ao remodelamento cardiopulmonar
adverso [52-59].

Todavia, segundo Nogueira-Ferreira et. al., (2018) existem poucos estudos pré-clinicos
utilizando modelos animais de HAP para entendimento do efeito do exercicio fisico sobre o
musculo esquelético de animais com a doenga. Um estudo mostra que um treinamento de quatro
semanas de corrida em esteira antes da aplicacdo de MCT impediu uma diminui¢do na area de
seccdo transversa e na expressao da isoforma da miosina de cadeia pesada I (MHC-I) no
gastrocnémio. Além disso, o treinamento fisico prévio foi capaz de aumentar as formas
fosforiladas da Akt e do alvo de rapamicina em mamiferos (mTOR), envolvidos na via de
sintese proteica [60]. Quando o treinamento fisico de corrida em esteira durante 4 semanas foi
realizado ap6s a aplicagdo de MCT, ele foi capaz de aumentar o peso do musculo gastrocnémio
e a area de seccdo transversa. No entanto, nenhuma informagao sobre alteracdes moleculares
estava disponivel [54].

Desta forma, o presente estudo foi realizado para testar a hipétese de que o treinamento
de corrida voluntdria realizado durante a progressao da hipertensao arterial pulmonar induzida
por monocrotalina, atenua os prejuizos impostos pela doenga no musculo esquelético e nos

pulmdes de ratos.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar mecanismos celulares e moleculares envolvidos em adaptagdes do sistema

muscular esquelético e do pulmao ao treinamento fisico de corrida voluntéria iniciado durante

o desenvolvimento da HAP experimental em ratos.

Objetivos Especificos

Verificar se o exercicio de corrida voluntéria realizado durante o desenvolvimento da HAP

induzida por MCT em ratos afeta:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g
h)

A sobrevivéncia;

A tolerancia ao esforgo fisico;

A hemodinamica da artéria pulmonar;

A morfometria tecidual do ME; verificar

O estado inflamat6rio do ME e dos pulmdes;

A biogénese e o metabolismo mitocondrial do ME;
O estresse oxidativo no ME;

Indicadores de fun¢ao endotelial no ME e nos pulmdes.
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HIPOTESES

Ho - Esta hipdtese se contrapde a hipdtese a seguir.
Hi - O treinamento de corrida voluntdria realizado durante a progressdao da HAP induzida por
MCT atenua os prejuizos impostos pela doenca no ME e nos pulmdes de ratos. Verificar a

necessidade
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1. Introducao

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) € uma doenca caracterizada por aumento cronico
da resisténcia vascular pulmonar (RVP), com subsequente disfuncao do ventriculo direito (VD)
podendo levar a morte prematura [61]. Um dos principais sintomas da HAP € a intolerancia ao
esforco fisico que normalmente € atribuida ao baixo débito cardiaco e a disfuncio respiratdria
[11]. Além do remodelamento vascular pulmonar caracteristico da HAP [53, 54, 62], estudos
sugerem que a HAP pode causar vdrios tipos de anormalidades intrinsecas ao musculo
esquelético resultando em desgaste e fraqueza muscular, que podem ser explicados pelos
seguintes fatores: mudanca do tipo de fibra muscular, do tipo I para o tipo II, reducdo na
densidade capilar muscular, menor atividade de enzimas da via aerdbica, biogénese/fungdo
mitocondrial prejudicada e aumento da degradacdo proteica muscular mediada pelo sistema
ubiquitina-proteassoma (UPS) [13, 15].

O modelo mais utilizado para estudar os efeitos da HAP no organismo é o modelo de
lesdo por monocrotalina (MCT) [18]. A MCT € um alcaloide presente nas hastes, folhas e
sementes da planta Crotalaria spectabilis. Sabe-se que a inje¢do de uma dose de MCT (30-60
mg/Kg), usualmente intraperitoneal ou subcutanea, provoca o aumento da proliferacdo de
células musculares lisas dos vasos pulmonares levando a hipertrofia destes vasos com
consequente espessamento das artérias pulmonares proximais e adventicias, fibrose e
enrijecimento [18].

J4 fo1 registrado tanto em modelos animais quanto em pacientes com HAP um aumento
nos niveis de interleucinas (IL) circulantes (IL-1, IL-2. IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10) além do fator
de necrose tumoral (TNF-a) [28, 29]. Esse aumento de marcadores pré-inflamatérios pode
induzir um desbalanco sintese/degradacdo proteica no musculo esquelético [29]. Além disso
sabe-se que a hipoxemia cronica [36] e as anormalidades na fun¢ao/biogénese mitocondrial [11,
40] também estdo envolvidas na disfunc¢do e atrofia muscular.

As terapias farmacoldgicas atuais disponiveis para o tratamento da HAP possuem efeito
positivo, mas a doenga continua sendo progressiva e sem cura [43]. Portanto, terapias eficientes
para o tratamento da doenga ou ao menos melhora da qualidade de vida dos pacientes sdo muito
importantes.

Existem poucos estudos utilizando modelos animais com indu¢do de HAP para
entendimento do efeito do exercicio fisico sobre o musculo esquelético de animais com a
doenga [61]. Um treinamento fisico prévio a aplicacdo de MCT impediu uma diminui¢cdo na

area de sec¢do transversa e na expressao da isoforma miosina da cadeia pesada I (MHC-I) no
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gastrocnémio. Além disso, foi capaz de aumentar as formas fosforiladas da Akt e do alvo de
rapamicina em mamiferos (mTOR), envolvidos na via de sintese proteica [60]. Sabe-se também
que treinamento fisico realizado em esteira foi capaz de aumentar o peso e a drea de seccao
transversa do musculo gastrocnémio [54].

Ja o impacto do exercicio fisico no tecido pulmonar de animais experimentais com HAP
permanece inconclusivo [61]. Estudos prévios mostram que o exercicio fisico foi capaz de
aumentar a expressdo génica da 6xido nitrico sintase (eNOS) [62], além de estimular a
angiogénese pulmonar [52]. Entretanto, outros estudos mostraram que ndo foi observada
melhora na circulag@o sanguinea pulmonar [63, 64]. Em contradi¢cdo a esses achados, Handoko
e colaboradores (2009) apresentam resultados em que o exercicio fisico causou uma piora no
remodelamento vascular pulmonar, acentuando ainda mais os efeitos deletérios provocados
pela HAP. Portanto, apesar dos avangos do conhecimento neste tema, os efeitos de exercicio
fisico sobre 0 ME e sobre o pulmio em modelo de HAP induzida por MCT nio estdo bem

estabelecidos e necessitam maiores investigacoes.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais e Corrida Voluntdria

Ratos Wistar (~230g) com 60 dias de idade foram alojados individualmente em gaiolas
de policarbonato transparente (Modelo 80859S, Lafayette Instrument Company, Indiana, USA)
equipada com rodas de atividade em ago inoxidavel (diametro: 14” (35,56 cm); largura: 4,3”
(10,92 cm) de livre acesso. O nimero de giros foi registrado usando-se contador magnético
digital (Ciclocomputador-AS820 - Assize), o que permitiu o cdlculo da distincia didria
percorrida. Estes animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais:
exercitado controle (EC, n = 8), exercitado média (EM, n = 8) e exercitado com falha cardiaca
(EF, n = 8). Outro grupo de ratos da mesma linhagem e com mesmo peso ndo teve acesso a
roda de corrida e foram alojados aleatoriamente em gaiolas de policarbonato transparente,
sendo 4 animais por gaiola. Esses animais, por sua vez, foram divididos em mais dois grupos:
sedentdrio controle (SC, n=8) e sedentério com falha cardiaca (SF, n = 8). O grupo EM teve os
parametros avaliados na média de sobrevida (£ 1 dia) dos animais SF para comparacao
temporal. Os demais grupos tiveram os parametros avaliados apds manifestacdo de sinais
clinicos de falha do VD (ex. perda de 10g do peso corporal por dia e/ou dispnéia; cianose;

letargia).
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Diariamente, as 08hOOmin, foram registradas as varidveis: distancia e duracdo do
exercicio de cada animal. Todos os animais tiveram acesso a agua e racdo ad libitum e
permaneceram em sala silenciosa com ciclos de 12/12 h claro/escuro, temperatura controlada
(~ 22° C) e umidade relativa de ~ 60%. Os procedimentos foram realizados de acordo com os
principios éticos elaborados pela Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério
(SBCAL). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Vigosa (parecer n® 14/2017).

2.2. Inducdo da Hipertensdo Arterial Pulmonar

Os animais dos grupos EF, SF e EM receberam uma tdnica injecdo intraperitoneal de 60
mg/kg de peso corporal de MCT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) dissolvida em solu¢do
salina (NaCl 140 mM; pH 7.4) para o desenvolvimento da HAP e/ou falha do VD [65]. Animais
controles (EC e SC) receberam a mesma dose de solugdo salina (NaCl 140 mM; pH 7.4).

2.3. Teste de tolerdncia ao esforgo fisico

O tempo total de exercicio até a fadiga (TTF) foi usado como indice de tolerancia ao
esforco fisico. O protocolo do TTF foi realizado conforme descrito anteriormente [66].
Resumidamente, antes do inicio do programa de treinamento fisico, os animais foram colocados
em uma esteira rolante elétrica (AVS Projetos®, Sao Paulo, Brasil) para adaptacao (10 min/dia,
5 m/min, sem inclina¢do) por 3 dias. Quarenta e oito horas apds o periodo de adaptagdo foi
realizado o teste, onde os animais iniciaram o exercicio a S m/min, sem inclina¢@o. Foram feitos
incrementos de 3 m/min a cada 3 minutos até a fadiga. A fadiga foi determinada quando o
animal permaneceu durante 10 segundos em uma grade com estimulo elétrico ajustado para
0,28 mA equipada junto a esteira. O teste foi realizado uma semana antes da aplicacdo de MCT
em todos os grupos experimentais. No 21° dia apos aplicagdo o teste foi feito nos grupos EC,
EF, SC e SF. No 26° dia ap6s aplicacao o teste foi feito apenas no grupo EM. No 27° dia apds
aplicagdo o teste foi feito nos grupos EC, EF, SC e SF.

2.4. Exame ecocardiogrdfico

A avaliag@o ecocardiografica foi realizada no 22° e no 25° dia apds a aplicacao de MCT
nos grupos EC, EF, SC e SF, e no 27° dia no grupo EM. Os animais foram imobilizados por
anestesia (Isoflurano 1,5% e oxigénio 100% em fluxo constante de 1L/min; Isoflurano,
BioChimico, RJ, Brasil). As imagens foram obtidas enquanto os animais permaneciam em

decubito lateral. Estudos bidimensionais com taxa de amostragem rapida de 120 fps (frame per
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second) em modo M foram realizados utilizando-se o sistema de ultrassom MyLabTM30
(Esaote, Genoa, Itdlia) e transdutores de 11 MHz de frequéncia nominal. O ecocardiograma
transtordcico bidimensional e o modo M foram obtidos em velocidade de varredura de 200mm
ajustados de acordo com a frequéncia cardiaca. O fluxo da artéria pulmonar foi obtido por meio
do Doppler pulsétil. As seguintes varidveis foram observadas: tempo de aceleracdo do fluxo na
artéria pulmonar (TA) e seu tempo de ejecdo (TE). Posteriormente, a razdo TA/TE foi
calculada. As imagens foram coletadas de acordo com as recomendagdes da Sociedade

Americana de Ecocardiografia e armazenadas para posterior andlise [67].

2.5. Coleta de amostras

A eutandsia de todos os animais foi realizada quando houve manifestacdo de sinais
clinicos de falha do VD (ex. perda de 10 g do peso corporal de um dia para outro e/ou dispneia;
cianose; letargia) e os seus controles no mesmo dia, exceto para o grupo EM que teve a
eutandsia realizada na média de sobrevivéncia do grupo SF. No dia em que os animais dos
grupos EF e SF apresentaram os sinais clinicos de falha cardiaca, assim como seus respectivos
controles (EC e SC), esses foram pesados e sofreram eutandsia por decapitagdo.
Diferentemente, os animais do grupo EM sofreram eutandsia no 28° dia p6s-injecao de MCT.
Ap6s eutandsia, o coracdo, os pulmoes e os musculos gastrocnémio direito e séleo direito foram

dissecados, pesados e processados para as andlises de interesse, conforme descrito a seguir.

2.6. Contetido de dgua pulmonar

Para determinar se os ratos com HAP desenvolveram edema pulmonar, foi avaliado o
teor de 4gua no pulmao. O contetdo hidrico dos 6rgaos foi obtido a partir dos seus pesos imidos
e secos. O peso umido dos pulmdes foi obtido em balanca de alta precisdao (BK 300, GEHAKA),
logo apds a remocgao do 6rgao da cavidade toracica e dissecacdo dos tecidos. O pulmao esquerdo
foi identificado, levado para uma estufa (NV 1.6, NEUONI) para desidratagdo a 80°C por 12
horas e novamente pesado para obten¢ao do peso seco [68]. Obtidos os pesos secos do pulmao,

o teor de dgua (%H20) foi definido pela equagdo descrita anteriormente [69]:

9% H20= (Peso imido — Peso seco)/ Peso iimido x 100

2.7. Andlises histologicas e morfométricas do gastrocnémio
Andlises histoldgicas e morfométricas do gastrocnémio foram realizadas conforme

descrito anteriormente [70]. Em suma, fragmentos de amostras do gastrocnémio foram
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colhidos, fixados em formalina a 10%, desidratados em etanol, clarificados em xilol e
embebidos em parafina. Os blocos foram seccionados transversalmente em cortes histolégicos
de 5 um de espessura, posteriormente corados com hematoxilina-eosina (H & E) e montados
em laminas histolégicas. Para evitar andlises repetidas da mesma drea histoldgica, as secdes
foram avaliadas em semi-séries, usando uma de cada 10 sec¢des. As laminas foram visualizadas
e as imagens capturadas usando um microscopio de luz (Olympus BX-50, Téquio, Japao)
conectado a uma camera digital (Olympus Q Color-3, Téquio, Japao). Posteriormente, foram
realizadas as andlises de percentual de fibra muscular. Para quantificacao de matriz extracelular
e fibra muscular, em cinco imagens aleatdrias para cada animal, foi sobreposta uma grade com
130 intersec¢des. Foram contabilizadas as intersec¢des em fibra muscular e matriz extracelular
e entdo calculada a porcentagem. Todas estas medidas foram realizadas utilizando-se o software
Image-pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). As pranchas foram

montadas com auxilio do programa GraphPad Prism 8.01.

2.8. Andlises de biomarcadores de estresse oxidativo e metabolismo oxidativo
2.8.1. Andlise da atividade da enzima citrato sintase

A atividade da citrato sintase foi avaliada no musculo séleo (50 mg / mL em tampao
Tris-HC1 0,1 M gelado, pH 7,4). A atividade da enzima foi determinada segundo um protocolo
adaptado de [71], a partir da quantificacdo do complexo formado entre a CoA liberada com o
DTNB do meio. A reacao foi iniciada pela adi¢cao de oxaloacetato ao meio e a leitura realizada

a 25°C, num intervalo de 10 minutos, em 412 nm.

2.8.2. Concentragdo de proteina carbonilada

A concentracdo de proteina carbonilada foi avaliada no musculo séleo (50 mg/mL em
tampao Tris-HCI 0,1 M gelado, pH 7,4). A proteina carbonilada foi detectada
espectrofotometricamente pela derivatizacdo do grupo carbonila com 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) [72, 73] e a absorvancia foi normalizada pela quantificacdo da proteina por reagente

Bradfort ®.

2.9. Andlise de expressdao génica de biomarcadores de biogénese mitocondrial, inflamacdo e
angiogénese.

A amostra do musculo gastrocnémio direito € do pulmio direito (30 mg) foram
homogeneizadas para isolar o RNA utilizando trizol (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil). A

pureza do RNA (260/280nm) e as concentracdes (ng/mL) foram determinadas na
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espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA) e a integridade foi
avaliada eletroforéticamente por 1% gel de agarose marcado com Nancy 520 (Sigma-Aldrich,
Sao Paulo, SP, Brasil). Utilizando-se a técnica de reagdo em cadeia de polimerase em tempo
real (QRT-PCR) para a quantificacdo dos niveis de RNA mensageiro (RNAm) dos genes beta-
actina (B-actina), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), receptor 2 do faotr de
crescimento vascular endotelial (VEGFR-2), co-ativador-1 alfa do receptor ativado por
proliferador de peroxissoma (PGC-1a), endotelina 1 (ET-1), fator de necrose tumoral (TNF-a)
e interleucina 10 (IL-10). A transcri¢do reversa (cDNA) foi realizada com 2ug de RNA total
adicionado aos seguintes reagentes: oligo dT (0.5 pg), RiboLock™ RNAse inhibitor (20U),
ImM de dNTP Mix, RevertAid™ Reverse Transcriptase (200U), totalizando uma solug¢do com
volume final de 20 ul (Fermentas, Glen Burnie, MD, EUA). Em seguida, foi incubada por 60
minutos a 42°C mais 10 minutos a 70°C, finalizando a transcri¢do reversa. A expressao génica
foi analisada por qRT-PCR, utilizando-se primers (Thermo Fisher Scientific, EUA) desenhados
(TABELA 1) e Power SYBR Green PCR (Thermo Fisher Scientific, EUA). A quantificacdo da
fluorescéncia e andlise da amplificagdo das bandas foram feitas pelo sistema de detec¢cdo de
sequéncias ABI Prism 7500 (Applied Biosytems, Foster City, CA, EUA). Verificar ajuste de
tabela

Tabela 1. Sequéncia dos primers para PCR em tempo real

Forward Reverse
B-actina AGCCATGTACGTAGCCAT CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA
VEGF GTACCTCCACCATGCCAAGT GCATTAGGGGCACACAGGAC

VEGF-R2 GTACCAAACCATGCTGGATTGC CTTGCAGGAGATTTCCCAAGTG

PGC-la ACCCACAGGATCAGAACAAACC GACAAATGCTCTTTGCTTTATTGC

TNF-a TGGGCTACGGGCTTGTCACTC GGGGGCCACCACGCTCTTC

ET-1 CGGGGCTCTGTAGTCAATGTG CCATGCAGAAAGGCGTAAAAG

IL-10 GAAGGACCAGCTGGACAACAT CCTGGGGCATCACTTCTACC
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Os resultados foram expressos usando-se 0 método de limiar comparativo de ciclos (Ct)
como descrito pelo produtor do sistema. Os valores de delta Ct (DCt) foram calculados para
cada amostra e gene de interesse, com Ct gene — Ct gene normalizador hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase (Hprt). O célculo das mudancas relativas no nivel de expressiao do gene
de interesse (DDCt) foi realizado por subtragdo da média do DCt do grupo controle para o
correspondente DCt de cada amostra dos demais grupos, seguindo de 2(PPY. [74]. Para fins
representativos, os valores do grupo WTC foram arbitrariamente definidos como 1. Nas
correlacdes entre os resultados de expressdo génica e outras varidveis, utilizando os valores de

20PPCY para que assim seja excluido a corregio pelo grupo controle (SC).

2.10. Andlise estatistica

A normalidade dos dados foi testada usando-se o teste Shapiro-Wilk. Os dados da
sobrevivéncia foram comparados usando-se a andlise da curva de Kaplan-Meier pelo teste Log-
rank. Os dados da distancia percorrida (nos dias representativos 1, 8, 15 e 22) foram comparados
usando-se a andlise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas. Os dados de parametros
celulares, bioquimicos, moleculares, peso corporal e peso de 6rgaos foram comparados usando-
se ANOVA one-way ou Kruskall-Wallis, conforme normalidade de distribui¢cdo dos dados,
seguidos de post-hoc apropriado para comparagdes multiplas. Os dados sdo apresentados como
média + desvio padrdo de média (DPM). O valor de p<0.05 foi considerado para diferencas
estatisticamente significantes. Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o programa

estatistico GraphPad Prism versdo 8.0.2.

3. Resultados

3.1. Sobrevivéncia

A figura 1 apresenta os dados de sobrevivéncia dos animais dos grupos experimentais
SF e EF. Embora todos os animais desses grupos tenham apresentado sinais de falha cardiaca,
os animais do grupo EF apresentaram média de sobrevida maior (32 dias) do que os do grupo

SF (28 dias; p<0,05).
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Figura 1. Sobrevivéncia medida nos dias de aparecimento dos sinais de falha cardiaca. SF,

sedentdrio falha. EF, exercicio falha. Curva Kaplan-Meier, com teste post-hoc de Log-rank. N = 8

ratos em cada grupo. *P <0,05.

3.2. Tolerdncia ao esforgo fisico

Os animais dos grupos EC, EF e EM correram em média 2-3 km/dia, ndo havendo
diferencgas significativas entre as distancias percorridas nos dias representativos (1, 8, 15 e 22).
A distancia percorrida diariamente pelos animais do grupo EF comecou a cair 1-2 dias antes da
observacdo dos sinais de falha cardiaca (Fig. 2A).

Quanto ao TTF, ndo houve diferenca entre as médias dos tempos entre os grupos SC,
EC, SF, EF e EM antes da aplicacdo da MCT (Fig. 2B). Entretanto, o TTF dos animais dos
grupos exercitados foi maior (p<0,05) que o dos grupos sedentdrios no 21° dia apds a aplicac@o
da MCT (Fig. 2C). No 27° dia apds aplicagdao da MCT, entre os animais que sobreviveram (Fig.

2D), houve diminui¢ao da tolerancia ao exercicio dos animais SF em relacdo aos do grupo EC.
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Figura 2. Tolerancia ao exercicio. (A) Distincia percorrida. (B) Tempo total até a fadiga (TTF)
medido antes da aplicagdo de monocrotalina (MCT); (C) TTF medido 21 dias apds aplicagcdo de
MCT. (D) TTF medido 27 dias apds aplicagdo de MCT. Dados sdo médias + DPM de 6 ratos em
cada grupo. SC sedentario controle; EC, exercicio controle; SF, sedentario com falha; EF, exercicio
com falha; EM, exercicio média. ANOV A One-way de medidas repetidas para comparacgio dos dias
1, 8, 15, e 22 (Painel, A). ANOVA One-way para comparagao entre os grupos (Painéis, B, C e D).
“P < 0,05 vs. SC; *P < 0,05 vs. EC.

3.3. Resisténcia da artéria pulmonar

A figura 3 apresenta resultados do exame ecocardiogrifico. No painel A, imagens
representativas do fluxo da artéria pulmonar obtidas por meio de Doppler de onda pulsitil.
Observa-se uma diminui¢do no TA/TE (p<0,05) no grupo SF (falha cardiaca) comparados aos
dos grupos SC e EC no 22° dia p6s-injecio de MCT (Fig. 2B). No painel C, observa-se
decréscimo significativo no TA/TE (p<0,05) em animais do grupo SF e EF em comparagado aos
controles, SC e EC (25° dia pds-injecao de MCT). Entretanto, o grupo EM (27° dia pds-injecao
de MCT) apresentou valores intermedidrios entre animais controle (SC e EC) e animais com

falha (SF e EF).
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Figura 3. Dados ecocardiograficos. (A) Imagens representativas do fluxo da artéria pulmonar. (B)
Relacdo tempo de aceleracdo/tempo de ejecdo (TA/TE) medido 22 dias apds injecdo de MCT. (C) TA/TE
medido 25 dias apds injecdo de MCT. SC, sedentdrio controle; EC, exercicio controle; SF, sedentdrio
com falha; EF, exercicio com falha; EM, exercicio média. Dados sdo médias = DPM de 6 ratos em cada

grupo. ANOVA One-way. P < 0,05 vs. SC; *P < 0,05 vs. EC.

3.4. Peso corporal e dos orgados.

A tabela 1 apresenta os dados de peso corporal, peso dos 6rgaos e suas razdes. O grupo
SF apresentou menor peso corporal final quando comparado aos grupos SC e EM (p<0,05).
Animais dos grupos SF e EF apresentaram peso do coracdo, peso dos ventriculos, peso do
ventriculo direito, razdo peso dos ventriculos pelo peso corporal, peso do ventriculo direito pelo
peso corporal, peso do ventriculo direito pelo peso do ventriculo esquerdo e peso do ventriculo
esquerdo pelo peso corporal maiores do que os de seus controles (p <0,05). O peso dos pulmdes
e a sua razdo pelo peso corporal também foram maiores nos animais que apresentaram sinais
de falha cardiaca (SF, EF) e no grupo EM quando comparados aos grupos SC e EC (p <0,05).
Por outro lado, na razdo peso do ventriculo direito pelo peso corporal os animais do grupo EM
que tiveram acesso a roda de corrida, mas sofreram eutandsia antes de apresentarem os sinais
de falha cardiaca, apresentaram valores intermedidrios entre os grupos controles (SC e EC) e

os com falha cardiaca (SF e EF).



Tabela 2. Peso corporal, dos 6rgaos e razdes.
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SC EC SF EM EF
PC inicial, g 220,3 + 25,41 235,7 + 17,50 217,6% 16,64 240,4 + 33,51 224.3 + 26,10
PC final, g 321,8 39,91 303,7 + 34,52 262,8 +37,32" 323,2 +32,00% 296,7 + 27,38
PCor, g 1,25+ 0,05 1,18 0,04 1,46 +0,05* 1,40 + 0,06 1,54 +£0,05™
PV, g 1,29 + 0,06 1,22 +0,09 1,57 0,10 1,52 0,05 1,74 £0,14™
PVD, g 0,25 +0,01 0,29 + 0,02 0,39 +0,02" 0,40 + 0,03 0,50 + 0,04
PVE, g 0,89 + 0,03 0,93 + 0,07 0,92 + 0,07 1,08 £ 0,03 0,98 + 0,05
PP, g 1,68 + 0,86 1,69 + 0,19 2,88 +£0,727* 3,01 £0,507* 3,62 £0,73™%
% H>0 do pulmio 81,76 + 1,36 80,46 + 1,16 81,03+ 1,36 80,93 + 3,1 79,82 + 1,18
PG, g 1,70+ 0,19 1,92+0,11 1,54 +0,19 1,84 0,19 1,61 +0,19
PS, g 0,133 0,02 0,137 0,02 0,104 + 0,72 0,140 + 0,50 0,128 + 0,02
PV : PC, mg/g 4,15 +0,15 3,87 £0,24 05,89 £ 0,31 522 +021* 6,27 +0,49™
PVD : PC, mg/g 0,80 + 0,03 0,95 + 0,08 1,49 0,127 0,138 +0,09™ 0,182 +0,117%
PVD : PVE, mg/mg 0,27 0,01 0,32 +0,03 0,43 +£0,03" 0,37 0,03 0,51 + 0,03
PVE : PC, mg/g 2,89 + 0,06 2,94 0,19 3,45 +0,14" 3,72+0,15™ 3,55+0,17
PP : PC, mg/g 541 +0,89 5,03 £0,45 10,61 £2,13™ 9,74 + 1,95 10,51 £2,07*
PG : PC mg/g 537 £ 0,24 5,73 £ 0,24 591 +0,24 591 +0,36 5,46 +0,47
PS ; PC mg/g 0,42 +0,2 0,41 +0,08 0,40 + 0,06 0,44 + 0,06 0,43 +0,08

Dados em médias + DPM de 7 ratos em cada grupo. SC, sedentdrio controle; EC, exercicio controle; SF, sedentario falha; EF, exercicio falha; EM, exercicio

média. PC, peso corporal; PCor, peso do coragido; PV, peso dos ventriculos; PVD, peso do ventriculo direito; PVE, peso do ventriculo esquerdo; PP, peso dos

pulmdes; PG, peso do gastrocnémio; PS, peso do séleo; “P<0.05 vs. SC; #P<0.05 vs. EC; ¥P<0.05 vs. SF; $P<0.05 vs. EM. One-way ANOVA
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3.5. Histomorfometria do Gastrocnémio

A figura 4 apresenta resultados histomorfométricos do gastrocnémio. Observa-se que
animais dos grupos SF, EF e EM apresentaram um menor percentual de fibra muscular e por
sua vez um maior percentual de matriz extracelular em relagdao aos grupos SC, EC (p<0,01)
(Fig. 4). Contudo, os animais dos grupos EM e EF apresentaram um maior percentual de fibra

muscular em relacdo ao grupo SF (p<0,05) (Fig. 4).
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Figura 4. Parametros histol6gicos do musculo gastrocnémio. (A) Porcentagem de fibra muscular. Dados
em médias + DPM de 8 imagens por animal em cada grupo (n=6 ratos em cada grupo). SC, sedentdrio
controle; EC, exercicio controle; SF, sedentario com falha; EF, exercicio com falha; EM, exercicio

média. Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn. "P < 0.05 vs. SC; *P < 0,05 vs. EC; ¥P < 0.05 vs. SF

3.6. Biomarcadores de inflamagcdo

A figura 5 apresenta a razdo da expressdo génica entre TNF-o e IL-10 no musculo
gastrocnémio e no pulmao como referéncia para estado inflamatério. Em relacdo ao estado
inflamatério do musculo, o grupo EF apresentou um maior estado de inflamac¢do quando
comparado ao grupo EC (p<0,05) (Fig. SA). Ja se tratando do tecido pulmonar, os animais do
grupo EM apresentaram um maior estado inflamatério em relacdo aos animais do grupo SC,

EC, SF e EF (p>0,05) (Fig. 5B).
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Figura 5. Expressdo relativa da razdo de mRNA de TNF-a:IL-10. (A) TNF-o/IL-10 no musculo;

(B) TNF-0/IL-10 no pulmio. Dados em médias = DPM de 7 animais por grupo. SC, sedentario

controle; EC, exercicio controle; SF, sedentario com falha; EF, exercicio com falha; EM, exercicio

média. ANOVA One-way com post hoc de Tukey. "P<0.05 vs. SC; *P<0.05 vs. EC; ¥P<0.05 vs. SF;

$P<0.05 vs. EM.

3.7. Biomarcadores de biogénese mitocondrial e metabolismo oxidativo

A figura 6 apresenta a razdo da expressdo génica de PGCl-a e atividade da enzima

citrato sintase. A expressdo génica de PGC1-a dos grupos SF e EM foi menor em relagdo ao
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grupo SC (p<0,05) (Fig. 6A). O grupo EF apresentou maior expressdao do gene PGCl-a em
relagcdo ao seu controle EC (p<0,05) (Fig. 6A). Contudo, nao se observou diferenca entre os

grupos com relacdo a atividade da enzima citrato sintase (p>0,05) (Fig. 6B).
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Figura 6. Expressdo relativa de mRNA de PGC1-a no gastrocnémio e atividade da citrato sintase no
sdleo. (A) PGCl1-a. (B) Atividade da cintrato sintase. Dados em médias + DPM de 6 animais por
grupo. SC, sedentdrio controle; EC, exercicio controle; SF, sedentario com falha; EF, exercicio com
falha; EF, exercicio com falha; EM, exercicio média. ANOVA One-way com post hoc de Tukey. *P
< 0,05 vs. SC; *P < 0,05 vs. EC.
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3.8. Biomarcadores de angiogénese

A figura 7 apresenta a expressao génica de VEGF e VEGFR-2 no musculo gastrocnémio
e no pulmdo. Os grupos SF e EM apresentaram uma maior expressdo génica de VEGF em
comparagdo ao grupo SC (p<0,05) (Fig. 7A) no gastrocnémio. Ja na expressio do VEGFR-2
no musculo ndo houve diferenca entre os grupos (p>0,05) (Fig. 7B). No tecido pulmonar, a
expressao génica do VEGF e do VEGFR2 niao apresentou diferenca entre os grupos (p>0,05)
(Fig. 7C e 7D).
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Figura 7. Expressdo relativa de mRNA de VEGF e VEGFR-2. (A) VEGF no gastrocnémio. (B)
VEGFR-2 no gastrocnémio. (C) VEGF no pulméio. (D) VEGFR2 no pulmao. Dados em médias +
DPM de 7 animais por grupo. SC, sedentério controle; EC, exercicio controle; SF, sedentario com
falha; EF, exercicio com falha; EM, exercicio média. ANOVA One-way com post hoc de Tukey. “P
<0,05 vs. SC.
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3.8. Biomarcador de vasoconstricdo

A figura 8 apresenta a expressdo génica de endotelina no pulmao. Os grupos EC e SF
apresentaram uma menor expressao génica de endotelina em comparacdo ao grupo SC (p<0,01)
(Fig. 8A). J4 os animais do grupo EF apresentaram uma maior expressdo de endotelina em

comparacao aos animais dos grupos EC e SF (p<0,05) (Fig. 8A).
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Figura 8. Expressdo relativa de mRNA de Endotelina-1 no pulmio. (A) Endotelina-1. Dados em
médias + DPM de 7 animais por grupo. SC, sedentdrio controle; EC, exercicio controle; SF,
sedentdrio com falha; EF, exercicio com falha; EM, exercicio média. ANOVA One-way com post

hoc de Tukey. “P<0.05 vs. SC; ¥P<0.05 vs. EC; ¥P<0.05 vs. SF.

3.9. Biomarcador de estresse oxidativo
A figura 9 apresenta a concentracdo de proteina carbonilada no miusculo séleo. Nao se
observou diferenca entre os grupos com relacdo a concentragdo de proteina carbonilada

(p>0,05) (Fig. 8A).

37



38

>

BB ey

gZO

=z

g

g 154 L
S T

<

.,a 10_

2

=

O 54

<

=

£

)

= O I I

SC EC SF

Figura 9. Concentragdo de proteina carbonilada no séleo. (A) Proteina Carbonilada. Dados em
médias + DPM de 6 animais por grupo. SC, sedentdrio controle; EC, exercicio controle; SF,

sedentario com falha; EF, exercicio com falha; EM, exercicio média. Kruskal-Wallis.

4. Discussao

No presente estudo foi analisado o efeito do treinamento em corrida voluntdria,
realizado durante a fase de desenvolvimento da HAP, sobre a sobrevivéncia, a toleréncia ao
esfor¢o fisico, a estrutura do ME , a biogénese mitocondrial do ME, o metabolismo oxidativo
do ME, o estado inflamatério do ME e dos pulmdes e a funcao endotelial do ME e dos pulmdes
de ratos com HAP induzida por MCT. Observou-se que a corrida voluntéria foi capaz de
aumentar a sobrevivéncia dos animais, a tolerdncia ao esforco, retardar a progressdo da
resisténcia da artéria pulmonar e o remodelamento do ME. Além disso, o treinamento foi capaz

de aumentar a biogénese mitocondrial no ME.

4.1. Sobrevivéncia, tolerdncia ao esforco fisico e morfometria do ME

No presente estudo a corrida voluntdria foi capaz de aumentar a tolerancia ao esforgco
dos animais com HAP (EF e EM). Os resultados mostram ainda que a corrida voluntaria foi
capaz de aumentar a sobrevida dos animais com HAP, corroborando com estudos anteriores do

nosso grupo [55, 59]. Vdrios fatores podem ter contribuido para o aumento da sobrevivéncia
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desses animais, dentre eles a melhora na estrutura [54, 59] e na funcdo do miocérdio [55, 59],
favorecendo o débito cardiaco.

A locomogdo é uma caracteristica cldssica da vida animal, em quase todas as espécies
de mamifero constitui um elemento importante da vida cotidiana para procurar comida, abrigo
e parceiros, competir com concorrentes e evitar predadores. E por isso, a locomocao pode ser
considerada obrigatéria. No ser humano a motivacao para o exercicio voluntdrio é multifatorial
e muito complexa [75]. J& nos roedores de laboratério ela é mais simples e pode estar
relacionada a tragos de comportamento do animal [76]. A corrida voluntiria em roda é
claramente recompensadora para os roedores, entao se torna um comportamento auto-motivado
classico [77]. Desta forma, o desempenho dos animais pode ser extraordindrio, chegando a
correr 16 quilometros em 24 horas [78]. Neste estudo, os animais chegaram a correr
aproximadamente 8 km/24h a uma de velocidade de 35 m/min (alta intensidade) em um
exercicio que pode ser caracterizado como intermitente, intercalando os periodos de descanso
com periodos de corrida.

Apesar das terapias farmacoldgicas possuirem bons resultados no tratamento da HAP,
elas ndo aumentam a tolerancia ao exercicio, o que diminui consideravelmente a qualidade de
vida dos pacientes. Os resultados deste estudo mostram o aumento da tolerancia ao esfor¢o nos
animais dos grupos treinados (grupos EF e EM). Isto pode ser explicado, ao menos em parte,
pelo fato do treinamento (grupos EF e EM) ter impedido a diminui¢cdo do percentual de fibras
musculares e por consequéncia impedido o aumento de aumento da matriz extracelular no
gastrocnémio em relacdo aos animais doentes sedentarios (grupo SF), o que pode ter auxiliado
na manutencio da estrutura e fungdo muscular esquelética. Segundo Agarwal e colaboradores
(2009), o efeito antifibrético do exercicio fisico pode estar relacionado as suas propriedades
anti-inflamatdrias, um vez que o exercicio reduz a quantidade de citocinas pro-inflamatorias
que induzem a protedlise do musculo esquelético [79]. Este fato ndo foi observado neste estudo.
O aumento do percentual de fibra muscular observado nos animais doentes que se exercitaram
(EF e EM) em comparacdo aos animais doentes sedentdrios (SF) neste estudo corroboram os
resultados observados em estudo prévio [54], que mostra que um treinamento de corrida em
esteira, tanto antes, quanto apds a aplicagdo de MCT, foi capaz de aumentar a drea de sec¢ao
transversa do musculo gastrocnémio e reduzir a quantidade de matriz extracelular, melhorando,
assim, a tolerancia ao esfor¢o. Além disso, estudos anteriores observaram que o treinamento
fisico foi capaz de a melhorar estrutura e fungdo cardiaca [54, 55], reatividade vascular

pulmonar [80] e a eficdcia na troca gasosa pulmonar [81], prevenindo a hipoxemia. Todos esses
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fatores também podem ter contribuido para o aumento da tolerancia ao esforco fisico observado

no presente estudo.

4.2. Hemodinamica/Resisténcia da artéria pulmonar

A partir dos resultados do exame ecocardiografico realizado 22 dias ap6s aplicacdo de
MCT, € possivel observar que o grupo SF apresentou aumento na resisténcia da artéria
pulmonar, estimada pela diminui¢do da razdo TA/TE, em relacdo ao grupo SC. Todavia, no
exame realizado 25 dias ap6s aplicacdo de MCT, foi observado que além do grupo SF, o grupo
EF apresentava um aumento na resisténcia da artéria pulmonar. Aumento este, que ¢é
caracteristica fundamental do modelo de HAP utilizado, pois este aumento é fator crucial para
o remodelamento patolégico do VD [7]. O aumento da resisténcia vascular na HAP tem sido
associado a uma perturbag@o entre fatores vasoconstritores e vasodilatadores endoteliais. O
oxido nitrico sintase endotelial, a 6xido nitrico sintase, enzima responsavel pela produgdo do
oxido nitrico e os niveis de prostanoides sdo fatores endoteliais vasodilatadores que estdo
diminuidos na HAP. Somado a isso, a endotelina-1 e tromboxano que sdo fatores
vasoconstritores e contribuem para enrijecimento e remodelagdo vascular estio aumentados
[82].

Contudo, a corrida voluntéria foi capaz de retardar a diminui¢do da razdo TA/TE nos
animais do grupo EM indicando beneficio do treinamento, o que estd de acordo com estudos
prévios em modelos de HAP induzida por MCT [52, 83]. O aumento da biodisponibilidade do
ON € um efeito vascular importante gerado pelo exercicio fisico em fun¢do do aumento do
estresse por cisalhamento [84]. Um estudo prévio demonstrou que o treinamento intervalado de
alta intensidade contribui para prevencdo do remodelamento arterial patolégico em modelo de
HAP [52]. Assim sendo, acredita-se que os beneficios do exercicio de corrida voluntéria sobre
a razdo TA/TE podem estar relacionados a maior sintese de ON na circulagcdo pulmonar. O
atraso no remodelamento arterial patolégico provocado pelo exercicio ¢ fundamental para a
reducdo da sobrecarga e do remodelamento patolégico do VD, ajudando na manutencido da

funcdo cardiaca [7].

4.3. Peso corporal e dos orgados.
Os pesos do gastrocnémio e também do séleo ndo foram alterados pela HAP (grupos
SF, EF e EM). Este achado conflita com estudos anteriores em modelo animal com aplicagdo

de MCT que mostraram diminui¢do do peso do gastrocnémio causados pela HAP [54, 60].
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Entretanto, este resultado corrobora com o achado observado em estudo com mesma dosagem
de aplicacdo de MCT (60mg/kg) [42], onde o peso do musculo plantar ndo alterou entre os
grupos. Uma possivel explicacdo € de que as fibras musculares tipo II (glicoliticas), sdo mais
afetadas pelos efeitos deletérios da HAP [42], em comparagdo com fibras do tipo I (oxidativas).
O mesmo acontece na falha cardiaca esquerda [85]. Este fato ocorre porque as fibras musculares
glicoliticas sdo mais susceptiveis ao estresse oxidativo e consequentemente ao sistema
ubiquitina-proteassoma [85]. O musculo s6leo é conhecidamente um musculo com perfil
predominantemente oxidativo e o gastrocnémio possui um perfil misto entre fibras glicoliticas
e oxidativas. Este fato pode ter sido determinante para que nao houvesse mudanga no peso dos
musculos esqueléticos analisados neste estudo.

As razdes do peso do VD e VE pelo peso corporal e também a razdo do peso do pulmao
pelo peso corporal, foram maiores nos grupos SF e EF quando comparados ao grupo SC,
evidenciando os prejuizos causados pela HAP. De fato, a resposta hipertréfica a sobrecarga de
pressao € considerada um mecanismo compensatdrio para normalizar o estresse elevado, o que
em longo prazo estd associado a deposicdo de coldgeno na matriz extracelular, apoptose e
fibrose no miocardio [7, 86]. Entretanto, o exercicio voluntdrio retardou a progressdo do
remodelamento cardiaco em ratos com HAP induzida por MCT (grupo EM), conforme
demonstrado em estudo prévio [55]. J4 é de conhecimento que o exercicio fisico minimiza a
RVP e desta forma a hipertrofia do VD gerada pelo aumento da pés-carga em modelo de HAP
induzida por MCT [54]. Realmente, observou-se neste estudo que o treinamento em corrida
voluntéria reduziu a resisténcia da artéria pulmonar (TA/TE), resultando assim na diminui¢do

da sobrecarga de pressdo no VD.

4.4. Estado inflamatorio

No presente estudo foi avaliado o estado inflamatério do ME e do pulméao através da
razdo TNF-o/IL-10. A relac@o entre duas citocinas ja foi realizada antes para verificacdo do
estado inflamatério apods aplicagdo de MCT, porém no VD [54]. O TNF-a € uma citocina,
produzida principalmente por macréfagos, mas também € produzida por outras células
musculares induzindo varias respostas celulares, como apoptose, proliferacdo e produgdo de
moléculas inflamatérias [34]. O TNF-a foi a primeira citocina reconhecida por possuir um papel
direto na resisténcia a insulina. TNF-a diminui a fosforilacdo da tirosina [87, 88] e aumenta a
fosforilacdo de serina [31] no substrato do receptor de insulina (IRS-1). Este aumento relativo

da fosforilacdo de serina em relacdo a tirosina pode levar ao aumento da degradagdo proteica
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do IRS-1, levando a diminuicio no restante da sinalizacdo metabdlica da insulina. J4 a I1-10 é
conhecida por seu efeito anti-inflamatério, protegendo as fibras musculares esqueléticas das
acoes do TNF-a e IL-6 no metabolismo da insulina. Os resultados do presente estudo mostram
que sé houve um aumento no estado inflamatério no grupo com HAP que realizou corrida
voluntdria (grupo EF). Foi um resultado inesperado visto que estudos anteriores mostraram que
a HAP aumentava o estado inflamatério do ME sem treinamento fisico [28, 29, 54], e que o
treinamento diminuiu o estado inflamatério em outros tecidos como o VD [54]. Portanto a
corrida voluntdria ndo foi capaz de reduzir o estado inflamatério do ME. Um resultado
inesperado também foi encontrado no estado inflamatério do pulmao, em que os animais do

grupo EM apresentaram um maior estado inflamatdrio em relagdo aos demais.

4.5 Biogénese mitocondrial, metabolismo oxidativo e estresse oxidativo

A diminui¢do da expressdo génica de PGC1-a no musculo gastrocnémio observada
neste estudo nos grupos SF e EM corrobora com estudo prévio em modelo com aplicacdo de
MCT [41], onde os animais que receberam a injecio de MCT ja comegavam a apresentar a
diminui¢do na expressao desse gene a partir de duas semanas apds a aplicacdo. O PGCl-a €
uma proteina co-ativadora que se liga a varios fatores de transcricdo, levando ao aumento da
expressao de genes envolvidos na biogénese mitocondrial e aumento da fungdo respiratdria
[89]. A corrida voluntéria foi capaz de aumentar a expressao de mRNA de PGC1-a nos animais
que sofreram eutandsia ao apresentarem sinais de falha cardiaca (grupo EF), entretanto nos
animais do grupo EM a corrida voluntéria nao teve o mesmo efeito. A chegada de oxigénio na
musculatura ativa pode ser prejudicada em animais com falha cardiaca causada pela HAP [11].
Este fato pode explicar o aumento da expressdao de PGC1-a nos animais do grupo EF e o mesmo
nao ter ocorrido no grupo EM, uma vez que os animais do grupo EF estavam em um estagio
mais critico da doencga.

Nao foram observadas diferencas no metabolismo oxidativo que pode ser representado
pela atividade da enzima citrato sintase no séleo entre os grupos. Resultado esse que conflita
com estudo prévio que mostra uma diminui¢do na atividade da enzima causada pela HAP [41].
A enzima citrato sintase é um importante enzima do ciclo de Krebs, pois catalisa a entrada de
carbono neste ciclo [90]. Uma possivel explicacdo para o fato de a HAP ndo ter alterado a
atividade da citrato sintase € devido a grande quantidade de fibras vermelhas (aproximadamente
95%) que o soleo possui [90]. Isso porque fibras musculares glicoliticas sofrem mais os efeitos

deletérios da HAP [42]. Este fato também pode explicar os resultados de proteina carbonilada
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que mostram que ndo houve diferenca entre os grupos, e por sua caracteristica o musculo séleo
€ menos susceptivel ao estresse oxidativo [42]. Por outro lado, é conhecido que o exercicio
fisico aerébico aumenta a atividade da citrato sintase no musculo séleo [90], o que ndo ocorreu
neste estudo. Uma possivel explicacdo seria o fato de que o exercicio de corrida voluntaria
possui caracteristicas de exercicio anaerdbico [78], intermitente e de alta intensidade, e dessa
ndo gerando as adaptacdes esperadas de um exercicio aerdbico. Além disso o tempo de
treinamento foi relativamente curto, e isso também pode explicar o ndo aumento da atividade

da enzima citrato sintase.

4.5 Angiogénese

Os animais dos grupos SF e EM apresentaram maior expressao génica de VEGF no ME
quando foram comparados com os animais do grupo SC. Ja no pulmao nao houve diferenca
entre os grupos. O VEGF representa uma familia de glicoproteinas fundamentais para a
desenvolvimento embriondrio do sistema vascular sanguineo (vasculogénese), do sistema
linfatico (linfangiogénese) e na formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-
existentes [91]. Estudo prévio mostra que a microcirculacdo do ME de pessoas com HAP parece
estar prejudicada, evidenciado pela baixa saturagdo de Oz do tecido [37]. Portanto, o aumento
de mRNA de VEGF no gastrocnémio dos animais dos grupos SF e EM parece ser um
mecanismo de compensatdrio para evitar maiores prejuizos para a falta de Oz no musculo. O
resultado da expressao génica de VEGF no pulmao ndo corrobora com estudo anterior onde um
treinamento de corrida em esteira de 3 semanas ap0s a aplicacdo de MCT foi capaz de aumentar
a expressao de RNAm de VEGF, sugerindo que o treinamento fisico foi capaz de aumentar a
angiogénese pulmonar [92].

Nao houve diferencas na expressdo génica de VEGFR-2 no musculo gastrocnémio e
nem no pulmao. A familia VEGF possui trés receptores especificos, 0 VEGFR-1, VEGFR-2 e
VEGFR-3, sendo o VEGFR-2 o responsével pelo desenvolvimento das células endoteliais [91].
Uma possivel explica¢do para o resultado encontrado nos pulmdes é o fato de ndo ter havido

aumento da expressao do RNAm do VEGF no tecido e da mesma forma do seu receptor.

4.6 Endotelina-1
Surpreendentemente a HAP causou uma diminui¢do da expressao génica da endotelina-
1 (grupo SF) e a corrida voluntaria aumentou a expressao desse gene (grupo EF). A endotelina-

1 é um importante vasoconstritor e estimula a proliferacdo de células musculares lisas. Este
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resultado conflita com estudos anteriores que mostram beneficios do treinamento fisico para a
vasculatura pulmonar, principalmente pelo aumento da eNOS e por consequéncia do ON,
favorecendo a vasodilatacao de arteriolas pulmonares [62]. Entretanto, este resultado corrobora
com o estudo de Handoko e colaboradores em que o treinamento fisico causou um piora
significativa para o tecido pulmonar, apresentado um aumento na espessura da parede de
arteriolas pulmonares além de causar um aumento no conteido de dgua no pulmio que os

autores relacionaram com edema pulmonar [53].

5. Conclusoes

Concluiu-se que o treinamento em corrida voluntdria foi capaz aumentar a sobrevivéncia
dos animais, aumentar a tolerancia ao esfor¢o, retardar o aumento da resisténcia da artéria
pulmonar, aumentar o percentual de fibra muscular, aumenta o indicador de biogénese
mitocondrial no ME com HAP induzida por MCT. Estas contribui¢cdes indicam influéncia
positiva do exercicio fisico voluntario para retardar o desenvolvimento da falha cardiaca e
aumento na tolerancia ao esforco fisico nestes animais. Estes achados proporcionam um melhor
entendimento sobre as contribui¢cdes do exercicio fisico para a saide do muisculo esquelético e

do pulmao de pacientes com HAP que podem levar a uma melhor qualidade de vida.
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7. Anexo 1- Parecer de Aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais UFV

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
0 processo n° 14/2017, intitulado “Influéncias do exercicio fisico no misculo
esquelético de ratos com falha cardiaca”™, coordenado pelo professor Clovis
Andrade Neves do Departamento de Bilogia Geral, esta de acordo com a
Legislagdo vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008). as
Resolugdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz
Brasileira de Pratica para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da Pratica de Futandsia
preconizadas pelo CONCEA/MCTI. portanto sendo aprovado por esta
Comissio em 08/12/2017. com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 14/2017, named “Influences of physical exercise on the skeletal
muscle of rats with heart failure", is in agreement with the a actual
Brazilian legislation ( Lei N° 11.794, 2008), Normative Resolutions edited
by CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care
and Use of Animals for Scientific Purposes and Teaching) and the
Guidelines of Practice the Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI
therefore being approved by the Committee on December 08. 2017 valid
for 12 months.
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