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A Deus.
A minha familia.
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RESUMO

SILVA, Franciany de Jesus, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro
de 2019. Efeitos do treinamento aerdbico continuo de intensidade
moderada nos ventriculo e pulméo direitos de ratos durante a progressao
da hipertensao arterial pulmonar. Orientador: Anténio José Natali.

Objetivo: Verificar os efeitos do treinamento aerdbico continuo de intensidade
moderada sobre a hemodinamica e a resisténcia da artéria pulmonar, a estrutura
dos ventriculo e pulméo direitos e sobre a funcdo contratil e o célcio (Ca?Y)
intracelular transiente em midécitos isolados do ventriculo direito (VD) de ratos
durante o desenvolvimento da hipertenséo arterial pulmonar (HAP) induzida por
monocrotalina (MCT). Material e Métodos: Ratos Wistar (idade: ~ 2 meses;
massa corporal: ~230g) foram divididos em quatro grupos de 12 animais cada, a
saber: controle sedentario (CS); controle treinado (CT); MCT sedentéario (MS);
MCT treinado (MT). Animais dos grupos MS e MT receberam uma injecao
intraperitoneal (60 mg/kg) de MCT, enquanto os dos grupos CS e CT receberam
0 mesmo volume de solucéo salina. Os grupos treinados foram submetidos a um
programa de corrida em esteira rolante com intensidade moderada (60 min/dia;
60% da velocidade maxima de corrida; 5 dias/semana) durante 4 semanas,
iniciado apos a injecdo de MCT. A avaliacdo ecocardiografica foi realizada no
24° dia apos a aplicacdo de MCT. A tolerancia ao esforco fisico foi avaliada no
25° dia apos a aplicacdo de MCT. ApoOs a eutanasia, o coracdo e os pulmdes
foram removidos, pesados e processados para as analises. Nos tecidos do VD
e pulméao direito foram realizadas analises histomorfométricas. Em miécitos
isolados do VD foram analisadas contracdo e Ca?* intracelular transiente.
Resultados: O programa de treinamento aerdbico aumentou a tolerancia ao
exercicio e reduziu a resisténcia da artéria pulmonar (TA/TE). Em nivel tecidual,
o treinamento aerdbico reduziu (p < 0.05) a massa do VD, a area de seccao
transversa dos miécitos e o percentual de coladgeno. No pulmao direito, o
treinamento aerobico reduziu (p < 0.05) o espacamento entre os alvéolos e o
percentual de colageno. Em midcitos isolados do VD, o treinamento aerdbico
reduziu (p < 0.05) o volume celular, os tempos para o pico e para 50% de
relaxamento, assim como a amplitude e os tempos para o pico e para 50% de
decaimento do Ca?* intracelular transiente. Conclusdes: O treinamento

aerébico continuo de intensidade moderada atenua a resisténcia da artéria



pulmonar, previne o remodelamento adverso dos ventriculo e pulméo direitos,
além de promover beneficios a contracdo e ao Ca?* intracelular transiente em
miocitos isolados do VD durante a progressdo da HAP induzida por MCT em

ratos. Juntos, estes efeitos resultam em maior tolerancia ao esforco fisico.

Palavras-chave: Exercicio aerdbico. Artéria pulmonar. Monocrotalina. Miécito

cardiaco.



ABSTRACT

SILVA, Franciany de Jesus, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September,
2019. Effects of continuous aerobic training of moderate intensity on the
right ventricle and lung of rats during the progression of pulmonary arterial
hypertesion. Adviser: Antdnio José Natali.

Objective: To verify the effects of continuous aerobic training of moderate-
intensity on the hemodynamic and resistance of the pulmonary artery, on the right
ventricle (RV) and lung structure, and on contraction and intracellular calcium
(Ca?") transient in isolated RV myocytes of rats during the development of
pulmonary arterial hypertension (PAH) induced by monocrotaline (MCT).
Material and Methods: Wistar rats (age: ~ 2 months; body mass: ~ 230g) were
divided into four groups of 12 animals each: sedentary control (SC); trained
control (TC); sedentary MCT (SM); trained MCT (TM). Animals from SM and TM
groups received an intraperitoneal injection (60 mg / kg) of MCT, while animals
from SC and TC groups received the same volume of saline solution. Animals
from trained groups were submitted to a treadmill running program of moderate
intensity (60 min / day; 60% of the maximum running speed; 5 days / week) for 4
weeks, starting after the MCT injection. The echocardiographic evaluation was
performed on the 24™ day after MCT injection. The physical effort tolerance was
assessed on the 25" day after MCT injection. After euthanasia, the heart and
lungs were removed, weighed and processed for analysis. Histomorphometric
analysis were performed in the RV and right lung tissues. Contraction and
intracellular Ca?* transient were analyzed in isolated RV myocytes. Results: The
continuous aerobic training of moderate intensity increased the tolerance o
physical effort and reduced the pulmonary artery resistance (TA/TE). At the tissue
level, the aerobic training reduced (p <0.05) the RV mass, the myocyte cross-
sectional area and the percentage of collagen. In the right lung, the aerobic
training reduced (p <0.05) the space between alveoli and the percentage of
collagen. In RV isolated myocytes, the aerobic training reduced (p <0.05) cell
volume, the times to peak and to 50% relaxation of contraction as well as the
amplitude and the times to peak and to 50% decay of the intracellular Ca?*
transient. Conclusions: Continuous aerobic training of moderate intensity
attenuates pulmonary artery resistance, prevents adverse remodeling of the right

ventricle and lung, and promotes benefits to contraction and the intracellular Ca?*



transient in RV isolated myocytes during MCT-induced PAH progression in rats.

Together, these effects result in greater tolerance to physical effort.

Keywords: Aerobic exercise. Pulmonary artery. Monocrotaline. Cardiac
myocyte.
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1. INTRODUCAO

A hipertensao pulmonar é uma doenca caracterizada por elevacao persistente
da resisténcia vascular pulmonar decorrente de remodelamento vascular,
vasoconstricdo e fendmenos tromboticos. A hipertensdo pulmonar gera um aumento
na pressao arterial pulmonar média a 25 mmHg ou mais, em repouso, ocasionando
multiplas condi¢cdes clinicas que podem complicar doengcas cardiovasculares e
respiratorias (1-3).

Clinicamente (4), a hipertensao pulmonar é classificada em 5 categorias, sendo
elas: 1) hipertenséo arterial pulmonar; 2) hipertensdo venosa pulmonar; 3) hipertenséo
pulmonar associada a disturbios do sistema respiratorio ou hipdxia; 4) hipertensao
pulmonar causada por doencas trombéticas ou embodlicas; 5) hipertensdo pulmonar
causada por doencas que afetam a vasculatura pulmonar (5). A prevaléncia da
hipertenséo pulmonar é de 1% da populacdo mundial, com incidéncia de até 10% em
individuos com mais de 65 anos (5).

A hipertenséao arterial pulmonar € caracterizada pela presenca de hipertenséo
pulmonar pré-capilar, definida por uma pressao arterial de artéria pulmonar média, em
repouso, =20 mmHg, presséo capilar pulmonar < 15 mmHg e resisténcia vascular
pulmonar = 3 unidades Wood (3).

Clinicamente (3), a hipertensao arterial pulmonar € classificada em grupos,
sendo eles: 1) hipertensdo arterial pulmonar idiopatica; 2) hipertensao arterial
pulmonar hereditaria; 3) hipertenséo arterial pulmonar induzida por drogas e toxinas;
4) hipertensédo arterial pulmonar associada a doenca do tecido conjuntivo, infec¢céo
por HIV (virus da imunodeficiéncia humana), hipertenséo portal, doencas cardiacas
congénitas e esquistossomose; 5) hipertensédo arterial pulmonar devido a doenca
cardiaca esquerda; 6) hipertenséo arterial pulmonar por resposta a longo prazo aos
bloqueadores dos canais de célcio; 7) hipertensdo arterial pulmonar com
caracteristicas evidentes do envolvimento de vasos venoso/capilar; e 8) mecanismos
pouco claros e multifatoriais (6).

A incidéncia de hipertensao arterial pulmonar varia de 11 a 26 pacientes por
milhdo de adultos, tendo maior prevaléncia na faixa etaria dos 36 e 52 anos (7). Na
infancia, a HAP afeta igualmente ambos os sexos; apés a puberdade é mais frequente

no sexo feminino (8, 9).
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1.1. Fisiopatologia da hipertenséao arterial pulmonar

Embora a patogénese da hipertensao arterial pulmonar seja pouco conhecida,
sabe-se que a elevacdo da resisténcia arterial pulmonar é resultante de alteracbes
vasoconstritivas e vasoclusivas decorrentes de lesdo vascular e que estes parecem
ser mecanismos patogenéticos comuns compartilhados. A hipertensdo arterial
pulmonar tem uma biopatologia que envolve varias vias bioquimicas e tipos celulares
(1, 10). Fatores ambientais, suscetibilidade genética, cardiopatias congénitas,
expressao alterada de substancias efetoras vasculares, auto-imunidade, exposicédo a
drogas, virus e toxinas sdo algumas das condi¢des implicadas na etiopatogenia da
doenca (2).

Na circulagdo pulmonar normal, o tonus vascular tende a ser reduzido em
decorréncia de um equilibrio entre mecanismos vasodilatadores e vasoconstritores. A
perda desse equilibrio pode favorecer a vasoconstricdo, remodelamento vascular e
trombose que obliteram o limen vascular levando a um aumento da resisténcia ao
fluxo. Essa perda de equilibrio da homeostase €, provavelmente, consequente a leséo
ou disfuncao da célula endotelial e do musculo liso vascular pulmonar (11).

A vasoconstricdo vascular pulmonar esta associada ao influxo aumentado de
célcio através da membrana celular, via canais de calcio tipo L dependente de
voltagem. A proliferacdo celular em vasos pulmonares e o remodelamento da matriz
extracelular, junto com a vasoconstricdo, constituem o marco fisiopatolégico da
hipertensao arterial pulmonar (11).

Mecanismos pro-inflamatérios também estdo envolvidos na génese da
hipertenséo arterial pulmonar. Infiltrados perivasculares compostos de macrofagos e
linfécitos, niveis plasmaticos elevados de citocinas, tais como a interleucina-1 e
interleucina-6, a expressao elevada de quimiocinas, como regulated upon activation
normal T-cell expressed and secreted (RANTES) e fractalcinas sinalizam a
participacdo dos componentes inflamatérios como um dos mecanismos da doenca
(20).

A hipertensdo pulmonar cursa com o desequilibrio entre proliferacao celular e
apoptose, em favor dos mecanismos proliferativos, levando a um espessamento da
parede e obliteracdo do lumen vascular, com consequente aumento da resisténcia

vascular pulmonar (10, 11) .
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Varios fatores estdo envolvidos no remodelamento vascular. Dentre eles, o
fator de crescimento transformador beta (TGF-beta) (12), o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (13), o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) (14), o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF) (15) e o fator de crescimento epidérmico (EFG), além de
endotelina 1 (ET-1) e serotonina (5-hidroxitriptamina - 5HT) (16).

Os fatores de crescimento mediam mecanismos relacionados a inflamacao,
imunidade, diferenciacdo celular e formacao de lesdes vasculares. Em condi¢bes
normais, os pulmdes retram a ET-1 da circulacdo pulmonar, entretanto, na
hipertensédo arterial pulmonar, os niveis de ET-1 ficam muito elevados. A 5 HT esta
relacionada a hiperplasia e hipertrofia de células inflamatorias (17), todavia, o 0xido
nitrico e as prostaciclinas atuam inibindo o remodelamento vascular adverso (18).

Segundo Vonk et al.(19), o aumento da resisténcia vascular pulmonar leva ao
aumento da poés-carga no ventriculo direito e, para compensar esse aumento, ocorre
hipertrofia concéntrica do ventriculo direito. A funcdo do ventriculo direito, € mantida
pelo aumento da forca de contragcao ventricular. Para preservar o volume sistolico e
manter o débito cardiaco, o ventriculo direito se dilata, resultando em aumento da
frequéncia cardiaca (19). Com a progressao da doenca, o processo hipertréfico é
interrompido e o volume sistolico diminui.

Nestas condi¢Bes, o ventriculo direito € ainda mais sobrecarregado e perde
progressivamente sua funcao até atingir a falha ventricular (20-23). Esta € a principal
causa de morte entre pacientes com hipertenséao arterial pulmonar (24-26). De acordo
com 0S mesmos autores, essa insuficiéncia cardiaca direita € marcada por uma
reducdo na perfusdo do miocardio e isquemia, aumento do volume diastdlico final,
dilatacédo do ventriculo, reducéo do volume sistdlico e reducdo do débito cardiaco.

Em nivel tecidual, os aumentos da pressao diastolica final e do tempo de
decaimento da presséao ventricular e, especialmente, a reducdo da TAPSE (Tricuspid
Annular Plane Systolic Excursion), em modelo animal de hipertensdo arterial
pulmonar, séo justificados pelas alteracbes neuro-humorais (ex. BNP, VEGF e ET-1
aumentadas) e na matriz extracelular (ex. TNFa e colageno aumentados) do ventriculo
direito, além do aumento da deposicdo de inflamacdo e fibrose (27-29). Tais
alteracbes reduzem a elasticidade ventricular e, consequentemente, a eficiéncia

mecéanica.
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Em nivel celular, a hipertensdo arterial pulmonar induzida por monocrotalina
promove anormalidades no processo de acoplamento-excitagdo-contragdo em
cardiomidcitos isolados do ventriculo direito de ratos (30, 31). Por exemplo, a
contragdo celular apresenta menor amplitude e velocidades de contracdo e
relaxamento mais lentas. Da mesma forma, o célcio intracelular transiente possui
menor amplitude e maiores tempos para o pico e para o decaimento (32).

Em nivel molecular, a hipertensdo arterial pulmonar afeta negativamente as
proteinas contrateis e as reguladoras do calcio intracelular. Por exemplo, o ventriculo
direito de ratos com HAP apresentam aumento da miosina de cadeia pesada beta ([3-
MHC) (27) e reducao da expressao génica dos receptores de rianodina (RyR), da
calcio ATPase do reticulo sarcoplasmatico-2a (SERCA2a) e da fosfolambam (PLB)
(33, 34), o0 que resulta em capacidade contratil celular reduzida.

No tecido pulmonar, a hipertensdo arterial pulmonar desenvolve hipertrofia da
camada média das artérias, com acumulo de fibrose na camada intima. Isto resulta
em vasoconstricao e obstrucédo luminal grave, levando a um remodelamento vascular
pulmonar irreversivel, que esta associado a um mau prognostico (35). Além disso, foi
demonstrado (36, 37) na histologia pulmonar de ratos com hipertensdo pulmonar, um
aumentos do espaco alveolar e da espessura da parede alveolar. Além disso,
observou-se diminuicdo dos septos secundarios, proliferacdo de células do musculo
liso da artéria pulmonar, maior deposicdo de colageno, aumento da espessura da
parede arterial pulmonar, aumento da estenose luminal e excesso de células
inflamatorias.

Em relacdo ao quadro clinico da hipertenséo arterial pulmonar, de acordo com
Lopes et al. (8), os sintomas habitualmente surgem numa fase tardia da doenca, onde
importantes alteraces na hemodinamica cardiopulmonar ja se estabeleceram. Nos
estagios iniciais, o paciente geralmente é assintomatico ou tem queixas vagas e
inespecificas aos esforcos fisicos maiores. Com o passar do tempo, surgem 0s
sintomas de ineficiéncia ventilatoria, dor toracica, tosse, tonturas e a fadiga
progressiva a esforcos fisicos, isso decorre devido ao remodelamento adverso do
ventriculo direito e & hipoxemia (8).

De acordo com Babu et al. (38), a intolerancia ao exercicio fisico abrange uma
interagdo complexa entre o0s sistemas cardiovascular, pulmonar e

musculoesquelético. Estudos (20, 39-41) relatam que a capacidade limitada de
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exercicio fisico nesta doenca € causada por varios fatores, tais como insuficiéncia
cardiaca direita, troca gasosa pulmonar alterada e musculos esqueléticos
enfraquecidos. O exercicio fisico induz um aumento temporéario na pressao da artéria
pulmonar e na pds-carga do ventriculo direito, resultando em aumento temporario do
estresse na parede do ventriculo. Como a hipertensao arterial pulmonar leva a falha
do ventriculo direito, consequentemente, esse apresentara uma capacidade reduzida
em aumentar o volume sistolico durante o exercicio fisico, isso é o que limita a préatica
de exercicios fisicos pelos portadores desta doenca.

Para compreender os mecanismos fisiopatoldgicos da hipertensédo arterial
pulmonar em humanos, o modelo animal tem sido amplamente utilizado. O uso de
ratos como modelo animal experimental é racional do ponto de vista econdémico,
disponibilidade, além de que os ratos apresentam quase 99% dos genes e sao
fisiologicamente semelhante aos humanos, tornando-o um candidato ideal para
estudar as funcbes dos genes humanos na saude, bem como na regulacdo de
doencas multifatoriais (42).

A monocrotalina (MCT) é comumente usada para a inducdo da hipertenséo
pulmonar. A monocrotalina é um alcaloide derivado de sementes da planta Crotalaria
spectabilis, que produz desidromonocrotal quando metabolizado pelo figado. Esse
produto metabdlico causa uma toxicidade, resultando em hipertensdo pulmonar
progressiva (43, 44). A administracdo subcutanica de uma dose (60 mg/kg) de
monocrotalina em ratos tem sido usada como um modelo de desenvolvimento lento
da hipertenséo arterial pulmonar, com presenca de hipertrofia do ventriculo direito,

alteracao semelhante a ocorrida em pacientes com esta doenca (45, 46).

1.2. Terapias para hipertensao arterial pulmonar

Tradicionalmente, a hipertenséo arterial pulmonar é considerada uma doenca
de poucas opcdes terapéuticas, com dificuldade no manuseio e mal prognéstico (8).
A causa mais comum de morte entre 0os pacientes com hipertenséo arterial pulmonar
€ a insuficiéncia cardiaca direita. Nesse sentido, medidas que refletem o desempenho
do ventriculo direito predizem o desfecho no inicio e durante 0 acompanhamento (26).
Terapias como a oxigenioterapia, 0 uso de anticoagulantes, diuréticos, agentes

inotropicos, blogueadores de canais de calcio, vasodilatadores e inibidores de
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agregacao plaquetéaria, antagonistas dos receptores de endotelina e inibidores de
fosfodiesterase, assim como procedimentos intervencionistas (ex.: septostomia atrial,
tromboendarterectomia pulmonar) sdo empregados.

Dadas as profundas consequéncias clinicas de pressdes pulmonares elevadas,
na funcéo do ventriculo direito, diversas terapias tém sido propostas a fim de restaurar
a capacidade vasodilatadora, reduzir a proliferacao celular, melhorar a hemodinamica
para reduzir as pressdes pulmonares, aumentar a classe funcional, e por
consequéncia, melhorar a qualidade de vida, a capacidade de exercicio e a
sobrevivéncia (7, 47, 48).

Embora a terapia medicamentosa tenha apresentado melhoras dos sintomas e
desaceleracao da progressao da doenca, Dalla Vecchiae Bussotti (25) relatam um
outro problema que continua em evidéncia: os graves efeitos psicologicos em
pacientes com hipertensdo arterial pulmonar. Estudos anteriores (49, 50)
diagnosticaram uma alta prevaléncia de ansiedade, depresséo, desesperanca e
ataques de panico em pacientes com hipertensao arterial pulmonar, sendo que essas
variaveis foram correlacionados com uma reducédo da qualidade de vida.

Quanto as terapias adjuvantes, crescem as evidéncias em humanos (51-57) e
em modelos animais (25, 34, 43, 58-60) de que o treinamento fisico aerdbio pode
promover efeitos benéficos a pacientes com hipertenséao arterial pulmonar.

As respostas agudas ao exercicio em individuos com hipertensdo arterial
pulmonar, baseiam-se em que a rigidez da artéria pulmonar e a disfuncéo
vasodilatadora que aumentam significativamente a resisténcia vascular pulmonar,
prejudicando o volume sistdlico do ventriculo direito e o débito cardiaco. Além disso,
em pacientes com a doenca avancada, ocorre a incompatibilidade entre a ventilagdo
e perfusado, podendo diminuir a saturacdo de oxigénio arterial, 0 que resulta em uma
oferta inadequada para a periferia. 1sso, coletivamente, contribui para a dispneia ao
esforco fisico, fadiga e reducéo da capacidade de exercicio fisico (7).

Outros estudos (47, 55, 61) mencionaram os efeitos favoraveis do treinamento
fisico em pacientes com hipertensao arterial pulmonar. Contudo, o exercicio fisico ndo
era mencionado para o tratamento da hipertenséo arterial pulmonar, pois acreditava-
se ser este irrelevante, considerando a baixa taxa de sobrevida dos pacientes e o

medo de piora mais rapida da fungéo cardiaca direita (25).
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No entanto, Mereles et al. (53) em um ensaio controlado randomizado
avaliaram as respostas crbnicas do treinamento aerébico em mulheres com
hipertenséo arterial pulmonar. De fato, os resultados forneceram provas contundentes
gue apoiam a seguranca e eficacia do treinamento fisico para melhorar a capacidade
de exercicio, o pico de consumo de oxigénio e a qualidade de vida destas
mulheres. Chan et al.(47) também demonstraram que o treinamento aerébico em
esteira, melhora a funcao cardiorrespiratoria e a qualidade de vida, sendo que nenhum
efeito adverso foi observado.

Em modelo animal, foi demonstrado (43) que o treinamento aerébico reduziu a
taxa de mortalidade, a hipertrofia patolégica do ventriculo direito e os niveis de
estresse oxidativo. Ainda, em nivel tecidual, Handoko et al. (58) reportaram que o
treinamento aerdbico reduziu a resisténcia vascular pulmonar, aumentou a
capilarizacdo do ventriculo direito e amenizou o remodelamento vascular pulmonar.
Os resultados encontrados no estudo de Pacagnelli et al.(62) mostram que o
treinamento aerdbico normalizou o fluxo da artéria pulmonar, diminuiu a hipertrofia do
ventriculo direito com reducdo significativa da area de seccdo transversa dos
cardiomidécitos, porém, sem alterar as proteinas envolvidas na regulacdo do calcio em
cardiomidcitos.

Em nivel celular, Natali et al.(59), demonstraram que treinamento fisico
aerobico intermitente (corrida voluntaria) resultou em melhora na contratilidade e nas
repostas ao aumento de demanda contratil em cardiomidcitos isolados do ventriculo
direito de ratos com hipertenséo arterial pulmonar induzida por monocrotalina. Outro
estudo (63) mostrou que a corrida voluntaria realizada durante o desenvolvimento da
hipertenséo arterial pulmonar induzida por monocrotalina previne 0s prejuizos na
funcdo contratil das células (maior amplitude e menores tempos para o pico e de
relaxamento) e no transiente intracelular de calcio (maior amplitude e menores tempos
para o pico e de relaxamento) nos midcitos isolados do ventriculo direito.

Em nivel molecular, foi demonstrado que a melhora da fung¢édo ventricular em
ratos com hipertensdo arterial pulmonar ocorre em resposta ao treinamento fisico
aerobico de intensidade moderada e esta associada a reducdo de B-MHC (27) e a
maior expressao de SERCA2a (34).

Em relacdo ao tecido pulmonar, Colombo et al.(13) identificou uma correlagao

positiva entre os niveis de peroxido de hidrogénio e a sinalizacdo para angiogénese
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dependente de VEGF no parénquima pulmonar de animais com HAP submetidos ao
treinamento aerdbico. Este mesmo estudo, relatou que o limen dos novos vasos pode
aumentar de 5 a 10 vezes, diminuindo a resisténcia colateral ao fluxo sanguineo.

No entanto, os mecanismos celulares e moleculares responsaveis pelos efeitos
do treinamento fisico nestes pacientes ainda ndo sdo bem compreendidos. A
funcionalidade do ventriculo direito determina o progndstico de sobrevivéncia dos
pacientes com hipertensdo arterial pulmonar (21, 22), ou seja, enquanto a
funcionalidade do ventriculo direito € mantida, os pacientes apresentam poucos
sintomas. Desta forma, estratégias terapéuticas que possam manter ou aumentar a
funcionalidade cardiaca e pulmonar em portadores de hipertenséo arterial pulmonar
séo de grande relevancia para o tratamento desta doenca.

Nesse sentido, o exercicio fisico aerdbio de intensidade moderada poderia ser
uma estratégia terapéutica eficaz. Todavia, os efeitos do exercicio aerobico continuo
de intensidade moderada sobre a contratilidade, regulacdo do calcio intracelular,
morfologia e estrutura cardiopulmonar ndo sdo completamente conhecidos. Assim, é
necessario investigar estes aspectos, pois a ampliacdo do conhecimento a respeito
dessa tematica possibilitarda a adequacao de estratégias de prescricdo de treinamento
aerobico para individuos com hipertenséo arterial pulmonar, de forma que se tornem

mais seguras e eficazes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral:

Avaliar os efeitos do treinamento aerébico continuo de intensidade moderada,
realizado durante a progressdo da hipertensdo arterial pulmonar induzida por

monocrotalina, sobre a estrutura e a fungéo do coragéo e do pulmao de ratos.

2.2. Especificos:

Verificar se o treinamento aerobico continuo de intensidade moderada,
executado durante a progresséao da hipertensao induzida por monocrotalina, afeta em
ratos:

* A funcdo hemodinamica e a resisténcia da artéria pulmonar;
» Atolerancia ao esforco fisico;

* As dimensdes de miécitos do ventriculo direito;

* A organizacao tecidual dos ventriculo e pulméo direitos;

* A funcao contréatil em midcitos isolados do ventriculo direito;

« O Ca? intracelular transiente em midcitos isolados do ventriculo direito.

3. HIPOTESES

Ho - Esta hipotese se contrapfe a hipotese a seguir.

H; - O treinamento aerdbico continuo de intensidade moderada, realizado durante a
progressao da hipertenséo arterial pulmonar induzida por monocrotalina, atenua os
prejuizos impostos pela doenca na resisténcia da artéria pulmonar, na estrutura dos
ventriculo e pulméo direitos e na funcdo contratil e Ca?* intracelular transiente em

miocitos isolados do ventriculo direito de ratos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA). O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Vigcosa (CEUA-UFV) sob o protocolo n°
47/2018.

4.2. Animais e desenho experimental

Quarenta e oito ratos Wistar (Rattus norvegicus), com 7 semanas idade e
massa corporal de ~230 g foram utilizados. Os animais foram provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de
Vicosa, MG e transportados até o Laboratorio de Biologia do Exercicio (BIOEX),
situado no Departamento de Educacdo Fisica da UFV, onde aconteceram 0s
procedimentos experimentais. Foram alojados em caixas de polietileno, com até 5
ratos por caixa, mantidos em ambiente com temperatura de 22°C + 2°C, regime de
luminosidade de claro/escuro de 12 horas, umidade relativa de ~ 60% e receberam
agua filtrada e racdo comercial ad libitum. Todos os animais foram pesados em
balanca digital (Rochelle, Brasil), em dias alternados, as 07h00min. A partir do 24° dia
apos a aplicacdo de monocrotalina ou salina, os animais foram pesados diariamente
até o dia da eutanasia. O desenho experimental do estudo pode ser visualizado na
figura 1. Foram formados, aleatoriamente, 4 grupos experimentais de 12 animais cada
(6 para analises de contratilidade e transiente; e 6 para andlises histomorfométricas),

a saber:

1) Grupo Controle Sedentario (CS, n = 12): ratos que receberam solucao de salina e

nao foram submetidos ao treinamento;

2) Grupo Controle Treinado (CT; n = 12): ratos que receberam solucéo de salina e

foram submetidos ao treinamento;
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3) Grupo Monocrotalina Sedentério (MS; n = 12): ratos que receberam solucdo de

monocrotalina e nao foram submetidos ao treinamento;

4) Grupo Monocrotalina Treinado (MT; n = 12): ratos que receberam solucéo

monocrotalina e foram submetidos ao treinamento.

.

Chegada ao laboratério:
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de adaptacao
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- Isolamento de
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Figura 1. Desenho experimental. MC: mensuracdo da massa corporal. A linha na
horizontal é a linha temporal dos procedimentos. As setas na vertical abaixo da linha

indicam os dias.

4.3. Teste de tolerancia ao esforco fisico

A tolerancia ao esforco fisico foi medida pela distancia total percorrida, avaliada
por um protocolo de exercicio progressivo em esteira, como previamente descrito (64).
Resumidamente, os ratos foram familiarizados com a esteira rolante elétrica (AVS
Projetos®, Sao Paulo, Brasil) por 2 semanas. Na semana 1 foram submetidos a um
curto periodo de exercicio leve (5 min, sem inclinacdo, 5 m/ min) por 3 dias
(alternados). Na semana 2 (10 min/dia, sem inclinacdo, 5m/min) por 3 dias
(consecutivos). Vinte e quatro horas apdés o periodo de adaptacgéo foi realizado o teste.

A intensidade do exercicio inicial foi 5m/min e incrementos de 3m/min a cada 3

minutos, sem inclinacdo, até a fadiga. O momento da fadiga foi definido e o teste
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interrompido quando os animais ndo mantiveram a corrida de acordo com a
velocidade da esteira (65). Ao término foram registrados o tempo, velocidade e
intensidade de corrida de cada rato. O teste foi realizado em todos os grupos
experimentais 1 dia antes e 25 dias apds o periodo de tratamentos. No 12° dia de
treinamento foi realizado o mesmo teste para ajustar a velocidade de treinamento. A
velocidade de corrida usada no treinamento fisico foi definida como 60% da
velocidade maxima de corrida (VMC) obtida no teste de tolerancia ao exercicio.

4.4. Inducao da hipertenséo arterial pulmonar

Os animais dos grupos MS e MT receberam uma Unica injecao intraperitoneal
(60 mg/kg de peso corporal) de monocrotalina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
dissolvida em solucéo salina (NaCl 140 mM; pH 7.4) para o desenvolvimento da HAP
(59). O mesmo volume de solucdo salina (NaCl 140mM; pH 7,4) foi injetado em

animais controles.

4 5. Protocolo de treinamento fisico

Animais dos grupos CT e MT foram submetidos a um protocolo de treinamento
de corrida de intensidade moderada em esteira, que iniciou 24h apés a aplicacao da
monocrotalina ou salina, conforme previamente descrito (60). O treinamento consistiu
de corrida em uma esteira rolante, 5 dias por semana (segunda a sexta-feira), 60
minutos por dia, durante 24 dias. Cada sesséo incluiu periodos de aquecimento (5
min; velocidade: 20 %), treino (50 min; velocidade: 60 % da VMC) e desaquecimento
(5 min; velocidade: 20 % da VMC). Na primeira semana, a velocidade inicial foi de
5m/min e incrementos de 3m/min a cada 3 minutos, até atingir 60% da VMC. No 12°
dia de treinamento as intensidades de corrida foram reajustadas, de acordo com a

VMC obtida no teste de tolerancia ao exercicio.

4.6. Ecocardiografia

No 24° dia ap0s a aplicacdo da monocrotalina ou da salina o exame

ecocardiografico foi realizado para avaliar a resisténcia da artéria pulmonar. Os
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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 répida de 120 fps (frame per second) em modo M foram
realizados utilizando-se o sistema de ultrassom MyLabTM30 (Esaote, Genoa, Italia) e
transdutores de 11 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.
O fluxo da artéria pulmonar foi obtido por meio do Doppler pulsétil. As imagens foram
coletadas de acordo com as recomendacdes da Sociedade Americana de
Ecocardiografia e armazenadas para posterior analise (66). Foram avaliados o tempo
de aceleragdo do fluxo na artéria pulmonar (TA) e o tempo de ejecao (TE).
Posteriormente, a razdo TA/TE foi calculada.

4.7. Coleta de amostras de tecidos

Foram utilizados 6 animais de cada grupo para as analises histomorfométricas.
Os animais do grupo MS sofreram eutanasia quando manifestaram sinais clinicos de
falha do ventriculo direito (ex. perda de 10 g do peso corporal de um dia para outro
e/ou dispneia; cianose; letargia), que aconteceu, em meédia, aos 32 dias apds a
aplicacdo da monocrotalina. Os seus respectivos controles (grupo CS) sofreram
eutanasia no mesmo dia. Os animais do grupo MT e CT sofreram eutanasia 48 horas
apos a ultima sesséo de treinamento, na média de sobrevida do grupo MS (32 dias
ap6s a aplicacdo da monocrotalina). Todos os animais sofreram eutanasia por
decapitacdo, sem utilizacdo de anestesia prévia, usando-se uma guilhotina prépria
para o uso em roedores (Insight EB 271). Este método foi utilizado, pois ndo esta
relacionado com a percepcao da dor e ndo contamina o material biolégico a ser
utilizado (67). ApOs eutanasia, o coracdo e os pulmdes foram dissecados, pesados e
fragmentos dos ventriculo e do pulmao direitos foram colocados em fixador histolégico
(formaldeido 10% p / v recém-preparado em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2), por 48

horas.
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4.8. Isolamento de midcitos do ventriculo direito

Foram utilizados 6 animais de cada grupo para as analises de dimensdes,
contrac@o celular e célcio intracelular transiente. O isolamento dos midcitos do
ventriculo direito foi realizado conforme descrito anteriormente (68). Apds a eutanasia,
realizou-se uma toracotomia e o coragdo foi rapidamente removido, pesado em
balanca de precisdo (modelo AG 200, Gehaka, Brasil) e lavado em solucdo béasica
contendo 750 mM de CaCl; (Solucéo A, item 4.8.1) para retirar 0 excesso de sangue
antes da perfuséo das solu¢des de isolamento.

ApGs este procedimento, o coracdo foi transferido para uma placa de petri, a
aorta ascendente foi fixada com um fio de sutura em uma agulha de ago inoxidavel
modificada (canula), e o coracgao isolado foi colocado em um sistema de perfusao
(Langendorff adaptado) e perfundido com a solucéo de isolamento (Solugcéo A, item
4.8.1), em um fluxo constante até que 0s vasos coronarios estivessem limpos.

Em seguida, trocou-se a solucdo de canulacdo para solucdo livre de Ca?*
contendo 0,1 mM de &acido tetracético etilenoglicol (EGTA) (Solugédo B, item 4.8.1),
durante 6 minutos, para o rompimento dos discos intercalares entre os cardiomiocitos.
Posteriormente, o coracdo foi perfundido com a solugdo contendo 30 mg.mlt de
colagenase tipo Il (Worthington, EUA), 3 mg.mL de protease e 100 uM de CaCl
(Solucéo C, item 4.8.1), durante 10 minutos, para destrui¢cao das fibras extracelulares.
Todas as solucdes utilizadas no procedimento de isolamento foram oxigenadas (O:
100% — White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de 37°C. Ao final da
perfusdo os ventriculos foram separados dos atrios e pesados em balanca de precisdo
(Gehaka — Brasil, modelo AG 200). O ventriculo direito foi removido, pesado e
colocado em frasco contendo solucéo enzimatica (Solucéo C, item 4.8.1). O frasco foi
agitado moderadamente durante 5 minutos, em “banho-maria” a temperatura de 37°C,
sendo o tecido cardiaco oxigenado (02 100% — White Martins, Brasil). Em seguida, 0
conteudo do frasco foi filtrado e centrifugado (3000 rpm) por 10 segundos. O
sobrenadante foi removido e os cardiomiocitos suspendidos na solucdo bésica
contendo 750 mM de CaCl». Esse processo foi repetido duas vezes. Os cardiomiocitos
foram armazenados em refrigerador para as analises, que foram feitas em até quatro

horas ap6s o isolamento.
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4.8.1. Composicéao das solucdes

As solucdes utilizadas para o isolamento dos cardiomiocitos foram feitas
usando-se um litro de uma solugéo basica com agua ultrapura (Milli Q), com a seguinte
composicéo (em mM): NaCl (130) — 7,6 g/l; MgCl2 (1,43) - 0,28 g/l; KCI (5,4) — 0,4 g/l;
(HEPES) (10) — 0,062 g/I; glicose (10) — 1,8 g/I; taurina (20) — 2,38 g/l; e creatina (10)
— 1,3 g/l. O pH foi ajustado em 7,4 em temperatura ambiente.

Solugéao A:
Para fazer a solucédo de isolamento contendo 750 mM de Ca?*, foram adicionados 375
pl de CaCl2 (1 M) em 500 ml da solucéo basica.

Solucéao B:
Para a solucdo de isolamento livre de Ca?*, foram adicionados 250 ul de EGTA (100

mM) em 250 ml da solucao basica.

Solucgéo C:
Para a solucéo enzimatica de isolamento, foram adicionados 0,030 g de colagenase

e 0,003g de protease em 30 mL da solucéo basica.

4.8.2. Solucéao de perfusdo-tampao HEPES

Para a mensuracao da contratilidade celular e do calcio intracelular transiente,
0s midcitos foram banhados com uma solucao fisiolégica contendo (em mM):

- solucéo estoque: NaCl (113) — 65,99 g/l; HEPES (5) — 11,9 g/l; NaH2PO4 (1)
- 1,42 g/l; MgS0O4 (1) — 2,46 g/l; KCI (5) — 3,72 g/L;

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

Para fazer um litro da solucdo de perfusdo-tampao HEPES, foram adicionados

100 mL da solucao-estoque, 10 mL da solucéo sopa e 1,8 mL de CaCl2 (1) a 890 mL
de agua ultrapura (Milli- Q). Essa solucéo foi equilibrada para um pH = 7,4 e mantida

em temperatura ambiente.
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4.9. Mensurac¢édo do comprimento, largura e volume celular

Para analise das dimensdes dos midcitos isolados do ventriculo direito, foram
utilizadas 60 células por grupo. Resumidamente, os miécitos isolados foram
acomodados em uma camara experimental e banhados com solugcédo de perfuséo
tampdo a temperatura ambiente (~25°C). As imagens das células foram capturadas
por uma camera (Myocam, lonoptix, EUA) acoplada a um microscépio invertido (Nikon
Eclipse — TS100, EUA) e visualizadas em um monitor de um microcomputador, com
aumento de 400x, usando-se lente objetiva de imersdo em dleo (S Fluor, 40x, Nikon,
EUA). Para tal, utilizou-se um programa de captacdo de imagens (MVision 5XX,
lonoptix, EUA). O comprimento celular foi determinado medindo-se a imagem da
célula gerada no monitor, desde a borda direita até a borda esquerda. A largura celular
foi determinada medindo-se a imagem gerada no monitor, desde a borda superior até
a borda inferior.

Para a realizacdo das medi¢cdes do comprimento e da largura dos midcitos
cardiacos, utilizou-se uma régua graduada. O sistema foi calibrado de forma que cada
centimetro correspondeu a 12 um. Somente foram escolhidas para as medigfes, as
células que estavam em boas condi¢cdes, com as bordas (direita/lesquerda e
superior/inferior) e as estriagcdes sarcoméricas bem definidas, relaxadas em repouso,
sem apresentar contracfes voluntarias. O volume celular, dado em picolitros, foi

calculado usando-se a férmula proposta por Satoh et al. (1996):

Volume (pL) = comprimento (um) x largura (um) x (7,59 x 10-3pL/um?)

4.10. Mensuracao da contracao celular

As contracdes dos midcitos do VD foram mensuradas por meio de um sistema
de deteccao de bordas (lonwizard, lonoptix, EUA), montado num microscopio invertido
(Nikon Eclipse — TS100, Japao) equipado com uma lente objetiva de imersdo em 6leo
(S Fluor, 40x, Nikon, EUA), conforme descrito previamente (68). Em resumo, o0s
cardiomiécitos isolados foram acomodados na camara experimental montada em um
microscopio invertido e banhados por solu¢cdo banhados pela solucdo de perfusédo

tampdo (solugcdo tampdo HEPES, item 4.8.2) a temperatura de 37°C. Os
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cardiomiocitos foram estimulados externamente na frequéncia de 5 Hz (10 Volts,
duracdo de 5 ms) usando-se um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator,
lonoptix, EUA). A imagem do cardiomiocito em avaliagdo foi capturada por uma
camera (Myocam, lonoptix, EUA) acoplada ao microscdpio invertido, utilizando-se um
programa de detecc¢ao de imagens (lonwizard, lonoptix, EUA - frequéncia de 240 Hz).
Os movimentos de contragdo e relaxamento do midcito foram capturados pelo sistema
de deteccdo de bordas (lonwizard, lonoptix, EUA) e armazenados para analise
posterior das propriedades mecéanicas. Foram utilizados para 0s experimentos,
somente os cardiomiécitos que estavam em boas condi¢des, com as bordas (direita e
esquerda) e as estriacdes sarcoméricas bem definidas, relaxados em repouso, sem
apresentar contracdes involuntarias.

As variaveis analisadas foram: amplitude de contracao (variagéo percentual do
comprimento celular em relagéo ao repouso); tempo até o pico de contracéo (tempo
compreendido desde a estimulacéo elétrica até a amplitude maxima de contracdo);
tempo até 50% do relaxamento (tempo compreendido desde a amplitude maxima de

contracdo até 50% do relaxamento).

4.11. Mensuracao do calcio intracelular transiente

As medidas do Ca?" intracelular transiente de cardiomidcitos isolados do VD
foram realizadas conforme descrito anteriormente (69). Em suma, as medidas foram
feiras utilizando-se um microscopio invertido (Nikon Eclipse — TS100, EUA) equipado
com uma lente objetiva de imersdo em Oleo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA). Os
cardiomiécitos isolados foram incubados com o indicador fluorescente de Ca?*,
permeavel a membrana plasmatica, Fura-2 acido aminopolicarboxilico (Fura-2AM,
ThermoFisher, Waltham, EUA). Esse marcador foi preparado em uma solucao
estoque a base de dimetilsulfoxido — DMSO (50 ug de Fura-2 AM em 50 yl de DMSO).
Adicionou-se 5 ul dessa solugdo em 2 mL de meio celular (células suspensas na
solucéo A — item 4.8.1) contidos em tubo falcon envolvido com folha fina de aluminio.
A solucéo foi agitada em superficie plana por 10 minutos. Em seguida, o tubo foi
centrifugado (3.000 rpm), removeu-se o0 sobrenadante e os cardiomiécitos foram
resuspendidos em 2 mL da contendo 750 mM de CaCl2 (Solugéo A — item 4.8.1).

Apébs esse procedimento, o tubo falcon com os cardiomidcitos foi mantido em

um refrigerador (5° C) por 30 minutos. Todo esse procedimento descrito anteriormente
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foi realizado sem exposicdo da solucdo e células a luz. Apos os 30 minutos em
refrigerador, o Ca?" intracelular transiente foi medido utilizando-se um sistema de
excitacdo dupla que detecta a fluorescéncia excitada por luz UV com comprimento de
340 e 380 nm (lonoptix — EUA), conforme descrito anteriormente (70).
Resumidamente, os cardiomidcitos incubados com Fura-2 foram colocados em uma
camara experimental, montada em um microscoépio invertido, e foram banhados pela
solugcéo de perfusdo tampéao (solugéo tampao HEPES, item 3.8.2) em temperatura
ambiente. O cardiomidcito em avaliacdo foi posicionado dentro de uma janela
ajustavel, com bordas aparentes, e estimulados externamente na frequéncia de 5 Hz
(40 Volts, duracdo de 5 ms) usando-se um estimulador elétrico (Myopacer, Field
Stimulator, lonoptix, EUA). A emissao de fluorescéncia foi detectada entre 340 e 380
nm, por um tubo fotomultiplicador. A fluorescéncia registrada é a razdo entre as
excitagdes de 340 e 380 nm. Foram utilizados somente os cardiomiocitos que estavam
em boas condi¢cfes, com as bordas (direita e esquerda) e as estriacdes sarcomericas
bem definidas, relaxados em repouso, sem apresentar contracdes involuntarias. Os
registros foram sempre feitos até quatro horas apoés o isolamento dos cardiomiécitos.

As variaveis analisadas foram: amplitude do Ca?* intracelular transiente
(340:380 nm); tempo para o pico do Ca?* intracelular transiente (tempo compreendido
desde a estimulacédo elétrica até a fluorescéncia maxima) e tempo para 50% do
decaimento do Ca?' intracelular transiente (tempo compreendido desde a

fluorescéncia maxima até metade do retorno a fluorescéncia basal).

4.12. Analises histomorfométricas

As andlises histomorfométricas dos ventriculo e pulméo direitos foram
realizadas conforme descrito previamente por Bozi et al.(71). Em suma, os fragmentos
destes oOrgdos foram submetidos ao processamento histolégico de rotina
(desidratacao, diafanizacdo e infiltracdo) e embebidos em parafina (71, 72). Em
seguida, foram feitos cortes histologicos de 5 ym de espessura utilizando-se um
micrétomo rotativo (Reichert-Jung 2045 Multicut, Alemanha).

Para evitar andlises repetidas da mesma éarea histologica, as secbes foram
avaliadas em semi-séries, usando 1 de cada 50 secc¢fes. Foram montadas duas

laminas histologicas por animal, contendo 6 cortes cada. Posteriormente, as secc¢des
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foram desparafinadas, reidratadas, coradas com hematoxilina e eosina (H & E) ou
com picrosirius red seguido por desidratacdo e diafanizacéo; e as laminas foram
montadas.

Os cortes histoldgicos corados com H & E foram usados para histopatologia
geral (72). As laminas foram visualizadas e as imagens capturadas usando-se uma
camera digital (Olympus DP 73; Téquio, Japao) acoplada em microscopio de luz
(Olympus BX 53; Téquio, Japao), por meio do aplicativo Cellsens 1.7 Image Software
(Olympus; Toquio, Japéo). Todos os parametros foram determinados usando-se uma
técnica morfométrica com uma grade com 266 intersecdes.

A morfologia do ventriculo direito foi examinada com duas orientagfes
diferentes. Nos cortes com orientacao transversal (aumento de 40x), analisou-se a
area de seccéao transversa (AST) dos miocitos (73, 74). Para cada animal, foram
analisadas 50 células usando-se o software Image - Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics;
Silver Spring, USA). Nos cortes com orientagéo longitudinal (aumento de 20x), foram
analisados os percentuais de citoplasma, de nucleo e de vasos sanguineos, usando-
se o software Image J (National Institutes of Health, EUA). Foram analisadas seis
imagens aleatérias de cada animal.

A morfologia do pulmao direito (37, 75) foi examinada na orientac&o transversal
(aumento de 20x), para analise do percentual de limen alveolar, parede alveolar,
limen de vaso sanguineo, parede de vaso sanguineo, bronquiolo e tecido conjuntivo.
As imagens foram analisadas usando-se o software Image-Pro Plus 6.0 (Media
Cybernetics, Inc., Rockville, MD, EUA). Foram analisadas seis imagens aleatoérias de
cada animal. Os parametros avaliados foram determinados usando-se a técnica
morfométrica, onde uma grade com 266 intersecfes € sobreposta as imagens e as
estruturas de interesse sdo contadas e 0s dados expressos em percentagem.

As laminas coradas por picrosirius red (71, 76) foram utilizadas para quantificar
as fibras de colageno tipo | e tipo Ill. As laminas foram observadas em microscopio
com luz polarizada (Olympus BX 53; Tokio, Japan). Dez imagens do VD e do pulméo
foram capturadas, com aumento de 20x, usando-se uma camera digital (Olympus DP
73; Tokio, Japan) e o aplicativo Cellsens 1.7 Image Software (Olympus; Tokio, Japan).
As imagens foram analisadas usando-se o software Image-Pro Plus 4.5 (Media
Cybernetics; Silver Spring, USA). Foram analisadas dez imagens aleatdrias de cada

animal. Da mesma forma, os parametros avaliados foram determinados usando-se a
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técnica morfométrica, onde uma grade com 266 intersecdes € sobreposta as imagens
e as estruturas de interesse sdo contadas. Nestas analises, utilizou-se a ferramenta
“intensity range selection” para determinar as cores de interesse para as medigdes,
apos calibracdo. As fibras espessas, que sob luz polarizada manifestavam coloracdo
laranja-vermelha, foram consideradas colageno tipo I, enquanto a coloracdo azul-
verde foi considerada colageno tipo Il (76). A média da area ocupada pelo colageno
foi dividida pela média da é&rea total da imagem e os resultados calculados em
percentagem das fibras por area total.

4.13. Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. As
comparacdes foram realizadas usando-se o teste de analise de variancia (ANOVA) de
duas entradas, seguido pelo teste post hoc de Tukey/Fisher ou o teste de Kruskal-
Wallis, seguido do teste de Dunn, conforme apropriado. Foram testados: o efeito da
doenca (HAP vs. Controle); o efeito do treinamento fisico (Treinado vs. Sedentario); e
a interacdo entre os fatores. Para analise dos dados do teste de tolerancia ao
exercicio, utilizou-se a ANOVA de duas entradas para medidas repetidas, seguida do
teste post hoc de Tukey/Fisher. Foi utilizado o software SigmaPlot (Systat Software,
San Jose, CA). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdao da média.

Uma probabilidade de erro alfa de 5% foi considerada.
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5. RESULTADOS

5.1. Massa corporal e dos érgaos

Na tabela 1 estdo descritos os valores da massa corporal e dos 6rgdos dos
animais dos grupos experimentais. A massa corporal inicial ndo foi diferente entre os
grupos (p > 0,05). Houve efeito da doenca, independente do fator treinamento, na
massa corporal final e na massa do figado (HAP < Controle, p < 0,05), pois 0s animais
gue receberam a injecdo de monocrotalina presentaram menor massa corporal final e
menor massa do figado. N&o houve efeito do treinamento (treinados = sedentarios, p
> 0,05), independente do fator doenca, e ndo houve interacdo entre os fatores (p >
0,05).

As massas do coracdo, do ventriculo direito, dos pulmdes direito e esquerdo
tiveram efeito independente do fator doenca (HAP > Controle, p < 0,05), pois o0s
animais HAP apresentaram maiores valores, em comparac¢ao aos controles. Todavia,
o fator treinamento reduziu estes parametros (Treinado < Sedentarios, p < 0,05). Foi
observada interacdo entre os fatores (p < 0,05). O grupo MT apresentou valores
inferiores de massa do coragéo, massa do ventriculo direito e massa do pulmao direito
e pulméao esquerdo, comparado ao grupo MS. A massa do ventriculo esquerdo néo
foi afetada pelos tratamentos (p > 0,05).

O fator doenca, independentemente, aumentou (HAP > Controle, p < 0,05) os
valores das razfes da massa do coracdo/massa corporal, ventriculo direito/massa
corporal, ventriculo direito/massa coracao, ventriculo direito/ventriculo esquerdo +
septo, pulméo direito/massa corporal e pulméo esquerdo/massa corporal. Entretanto,
com excecdo da razdo do ventriculo direito/massa coracdo, 0 treinamento,
independentemente, reduziu estes parametros (Treinado < Sedentario, p < 0,05).
Houve interacdo entre os fatores (p < 0,05), pois 0 grupo MT apresentou menores

valores das razfes, comparado ao grupo MS.
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Tabela 1. Massa corporal e dos érgaos.

Parametros CS CT MS MT

Massa corporal inicial (g) 238,50 + 4,66 239,25 +4,31 238,25+ 7,30 239,41 +3,81
Massa corporal final (g) 343,83 + 10,04 332,92 +11,16 275,58 + 10,722 297,50 £ 5,73
Massa Coracao (g) 1,29 £ 0,05 1,18 £ 0,04 1,42 £ 0,072 1,14 +0,05°
Massa VD (g) 0,20+ 0,01 0,26 + 0,02 0,36 + 0,052 0,26 +0,02°
Massa VE + septo () 0,89 + 0,07 0,87 £ 0,05 0,81 + 0,07 0,72 £ 0,05
Massa Pulmao direito (g) 1,31 +£0,07 1,35+0,11 2,23+0,112 1,75 +0,12°
Massa Pulméao esquerdo (g) 0,72 £ 0,04 0,64 =+ 0,03 1,14 £ 0,072 0,96 + 0,05°
Massa Figado (g) 13,18 £ 0,43 12,59 £ 0,59 10,48 £ 0,702 11,69 +£0,31
Coracao/massa corporal (mg/g) 3,78 +0,19 3,55 +0,05 5,45 + 0,262 3,84 +0,16°
VD/massa corporal (mg/g) 0,59 + 0,03 0,77 £ 0,07 1,33+£0,172 0,87 + 0,07
VD/ massa coracéo (mg/g) 0,16 + 0,00 0,21 + 0,022 0,23 £ 0,022 0,22 +0,01
VD/ VE + septo (mg/mg) 0,23+0,01 0,29 £ 0,02 0,47 + 0,052 0,35 +0,01°
Pulma&o direito/massa corporal (g/g) 3,80+0,16 4,13 + 0,37 8,17 + 0,382 5,91 + 0,44
Pulm&o esquerdo/massa corporal (g/g) 2,11+0,12 1,93 +£0,09 4,21 + 0,282 3,23+0,18°
Figado/massa corporal (g/g) 38,33+ 0,56 37,67 +£0,81 37,88 +1,93 39,26 + 0,50

Os dados sdo média + erro padrao da média. CS: controle sedentario; CT: controle treinado; MS: monocrotalina sedentéario; MT:

monocrotalina treinado; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo. ANOVA two-way com post hoc de Tukey (massa corporal

inicial e final, massa do corag&o, massa do VE + septo, massa dos pulmdes e suas razdes). Kruskal-Wallis com post hoc Dunn (VD

e suas razoes, figado /massa corporal). a (p < 0,05) comparado ao grupo CS. b (p < 0,05) comparado ao grupo MS.
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5.2. Tolerancia ao esforgo fisico

Na figura 2, estdo representados os resultados do teste de tolerancia ao
exercicio. Ndo houve efeito, independente, dos fatores doenca (HAP = Controle, p >
0,05) e treinamento (Treinado = Sedentario, p > 0,05) no tempo total (Fig. 2 A),
velocidade de corrida (Fig. 2 B) e na distancia de corrida (Fig. 2 C) antes da injecéo
monocrotalina ou salina (pré tratamento).

Todavia, ap6s os tratamentos observou-se efeito, independente, da doenca
(HAP < Controle, p < 0,05), pois esta reduziu os referidos parametros. Porém, o
treinamento, independentemente, aumentou os parametros (Treinado > Sedentario, p
<0,05). Houve interacao entre os fatores (p < 0,05), pois 0 grupo MT apresentou maior
tempo total, velocidade de corrida e distancia de corrida, comparado ao grupo MS.
Além disso, quando comparados os valores do tempo, da distancia e da velocidade
pré aplicacdo com respectivos valores pos tratamentos, foi observado que os grupos

sendentarios apresentaram valores menores (p < 0,05).
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Figura 2. Dados do teste de tolerancia ao esforco fisico. (A) Tempo de corrida em

esteira até a fadiga; (B) Velocidade de corrida em esteira até a fadiga; (C) Distancia
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corrida em esteira até a fadiga. Pré, 1 dia pré-injecdo de monocrotalina ou solucao
salina. Pos, 25° dias pés-injecdo de monocrotalina ou solucéo salina. Os dados séo
média + erro padrédo da média (12 animais por grupo). CS: controle sedentério; CT:
controle treinado; MS: monocrotalina sedentério; MT: monocrotalina treinado. ANOVA
two way com post hoc de Tukey. ANOVA two way de medidas repetidas. a (p < 0,05)
comparando ao grupo CS. b (p < 0,05) comparado ao grupo MS.* (p < 0,05)
comparando pré e pos tratamentos.

5.3. Hemodinamica e resisténcia da artéria pulmonar

A figura 3 apresenta resultados da resisténcia da artéria pulmonar. No painel A
sdo apresentadas imagens representativas do fluxo da artéria pulmonar obtidas por
meio de Doppler de onda pulsétil. Houve efeito, independente, da doenca (HAP <
Controle, p < 0,05) no tempo de aceleracao do fluxo na artéria pulmonar (Fig. 3 B), no
tempo de ejecdo (Fig. 3 C) e na razdo TA/TE (Fig. 3 D), pois os animais HAP
apresentaram menores valores, em comparagdo aos controles. Da mesma forma,
houve efeito, independente, do treinamento (Treinado > Sedentarios, p < 0,05) no
tempo de aceleracéo do fluxo na artéria pulmonar, no tempo de ejecao e na razao TA/
TE, onde 0s animais treinados apresentaram maiores valores que os sedentarios (p >
0,05). Houve interacdo entre os fatores (p < 0,05), pois o grupo MT apresentou maior
razao comparado ao grupo MS. Observa-se que a reducado da razado TA/TE representa

aumento da resisténcia da artéria pulmonar e vice-versa.
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Figura 3. Resisténcia da artéria pulmonar. (A) Imagens representativas do fluxo da
artéria pulmonar. (B) Tempo de aceleracdo do fluxo na artéria pulmonar (TA). (C)
Tempo de ejecdo (TE). (D) Razéao tempo de aceleracédo/tempo (TA/TE) medido no 24°
dia pés-injecdo de monocrotalina e solucéo salina. Os dados sdo média + erro padréo
da média (10-12 animais por grupo). CS: controle sedentario; CT: controle treinado;
MS: monocrotalina sedentario; MT: monocrotalina treinado. ANOVA two way com post
hoc de Tukey. a (p < 0,05) comparando ao grupo CS. b (p < 0,05) comparando ao
grupo MS.

5.4. Contracéo celular

A figura 4 apresenta os dados da contratilidade de cardiomiécitos isolados do

ventriculo direito. Observa-se que ndo houve efeito, independente, do fator doenca
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(HAP = Controle, p > 0,05), nem do treinamento (Sedentario = Treinado p > 0,05) na
amplitude de contragao (Fig. 4 A).

Quando ao tempo para o pico de contracdo (Fig. 4 B), houve efeito,
independente, do fator doenca (HAP > Controle, p < 0,05), onde cardiomidcitos dos
animais HAP apresentaram maior tempo para o pico em relagcdo aos dos animais
controles. Entretanto, o fator treinamento, independentemente, reduziu este tempo
(Treinado < Sedentario, p < 0,05). Houve interacdo entre os fatores (p < 0,05), pois o

grupo MT apresentou menor tempo para o pico que o grupo MS.
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Figura 4. Contracdo em midcitos isolados do ventriculo direito. (A) Amplitude de
contracao. (B) Tempo para o pico de contracdo. (C) Tempo para 50% de relaxamento.
Os dados sdo média + erro padrdo da média (13-24 células de 6 animais por grupo).
CS: controle sedentario; CT: controle treinado; MS: monocrotalina sedentério; MT:
monocrotalina treinado. ANOVA two way com post hoc de Tukey. a (p < 0,05)

comparando ao grupo CS. b (p < 0,05) comparado ao grupo MS.
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Em relagdo ao tempo para 50% do relaxamento (Fig. 4 C), houve efeito,
independente, do fator doenca (HAP > Controle, p < 0,05), pois os animais HAP
apresentaram maior tempo, em comparagao aos controles. Da mesma forma, houve
efeito, independente, do fator treinamento (Treinado < Sedentério, p < 0,05). Houve
interac&o entre os fatores (p <0,05), pois o grupo MT apresentou menor tempo para

50% do relaxamento que o grupo MS.

5.5. Célcio intracelular transiente

A figura 5 apresenta os dados do Ca?* intracelular transiente de cardiomiécitos
isolados do ventriculo direito. Observa-se que houve efeito, independente, do fator
doenca (HAP < Controle, p < 0,05) na amplitude do Ca?* intracelular transiente, pois,
nos animais com HAP a amplitude foi menor comparada a dos controles (Fig. 5 A).
Houve efeito, independente, do fator treinamento (Treinado > Sedentario, p < 0,05),
onde os treinados apresentaram maior amplitude, em comparacao aos sedentarios.
Houve interacdo entre os fatores (p < 0,05), pois o grupo MT apresentou maior
amplitude que o grupo MS.

O tempo para o pico do Ca?* intracelular transiente (Fig. 5 B) teve efeito,
independente, do fator doenca (HAP > Controle, p < 0,05), pois, nos cardiomiocitos
dos animais HAP, essa variavel apresentou maior valor, comparado aos controles.
Houve efeito, independente, do fator treinamento (Treinado < Sedentario, p < 0,05),
pois 0s animais treinados apresentaram menor valor que os sedentarios. Houve
interacdo entre os fatores (p < 0,05), onde o grupo MT apresentou menor tempo para
0 pico, comparado ao grupo MS.

Quanto ao tempo para 50% de decaimento do Ca?* intracelular transiente (Fig.
5 C), também houve efeito, independente, do fator doenca (HAP > Controle, p < 0,05),
pois os animais com HAP apresentaram valores superiores, comparados aos dos
controles. Houve efeito, independente, do fator treinamento (Treinado < Sedentério,
< 0,05), pois os animais treinados apresentaram menor valor que 0s sedentarios.
Houve interac&o entre os fatores (p <0,05), onde o grupo MT apresentou menor tempo

para 50% de decaimento comparado ao grupo MS.
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Figura 5. Calcio intracelular transiente em midcitos isolados do ventriculo direito. (A)
Amplitude de transiente. (B) Tempo para o pico de transiente. (C) Tempo para 50%
de relaxamento. Os dados sdo média + erro padrdo da média (11-57 células de 6
animais por grupo). CS: controle sedentario; CT: controle treinado; MS: monocrotalina
sedentario; MT: monocrotalina treinado. ANOVA two way com post hoc de Tukey. a

(p < 0,05) comparando ao grupo CS. b (p < 0,05) comparado ao grupo MS.

5.6. Dimensodes dos mioécitos do ventriculo direito

a) Area de seccdo transversa

Os dados da seccdo transversa dos midcitos do ventriculo direito estdo
apresentados na figura 6. O painel A apresenta fotomicrografias histolégicas do VD
com orientacdo transversal. Houve efeito independente do fator doenca (HAP >
Controle, p < 0,05) na area de secc¢dao transversa dos midcitos do VD (Fig. 6 B), pois,

esta foi maior nos animais com HAP que nos controles. Houve também efeito
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independente do fator treinamento (Treinado < Sedentarios, p < 0,05), onde os

animais treinados apresentaram menor area de sec¢ao transversa que 0s sedentarios.

Houve interacao entre os fatores (p < 0,05).
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Figura 6. Area de seccdo transversa de miocitos do ventriculo direito. (A)
Fotomicrografias representativas do ventriculo direito, corado com H & E. Asterisco
indica cardiomidcitos. Barra = 20 um. (B) Porcentagem de area de seccao transversa
de midcitos do VD. Os dados sdo media + erro padrao da média (10 laminas por animal
de 6 animais por grupo). CS: controle sedentario; CT: controle treinado; MS:
monocrotalina sedentario; MT: monocrotalina treinado. ANOVA two way com post hoc

de Tukey. a (p < 0,05) comparado ao grupo CS. b (p < 0,05) comparado ao grupo MS.

b) Largura, comprimento e volume celular

Os dados das dimensfes dos midcitos isolados do ventriculo direito estdo
apresentados na figura 7. Nao foram observados efeitos da doenca (HAP = Controle,
p > 0,05), nem do treinamento (treinado = sedentarios, p > 0,05) no comprimento dos
cardiomiécitos (Fig. 7 A). Todavia, houve efeito, independente, da doenca (HAP >
Controle, p <0,05) na largura (Fig. 7 B), razédo comprimento/largura (Fig. 7 C) e volume
dos midcitos (Fig. 7 D), pois os animais HAP apresentaram maior largura, volume e
menor razao comprimento/largura, comparados ao que os controles. Também houve
efeito, independente, do treinamento (treinado < sedentarios, p < 0,05) nessas
variaveis, onde os animais treinados apresentaram menor largura, volume e maior

razdo comprimento/largura, comparados ao que os sedentarios. Observou-se também
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interacao entre os fatores (p < 0,05), o grupo MT apresentou menor largura, volume e

maior razdo comprimento/largura, comparado ao grupo MS.
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Figura 7. Largura, comprimento e volume celular de midcitos isolados do ventriculo

direito. (A) Comprimento celular. (B) Largura celular. (C) Razdo comprimento/largura

celular. (D) Volume celular. Os dados sdo média + erro padrdo da média (60 células

de 6 animais por grupo). CS: controle sedentario; CT: controle treinado; MS:

monocrotalina sedentario; MT: monocrotalina treinado. ANOVA two way com post hoc

de Tukey (comprimento).

Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn (largura,

largura/comprimento e volume). a (p < 0,05) comparando ao grupo CS. b (p < 0,05)

comparado ao grupo MS.
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5.7. Proporg8es histomorfométricas entre os elementos teciduais dos ventriculo

e pulmé&o direitos

A figura 8 apresenta fotomicrografias do ventriculo direito com orientacéo
longitudinal. Observa-se no painel A, corte histologico do ventriculo direito corado por
hematoxilina-eosina, as fibras musculares cardiacas apresentam vasos sanguineos
e nucleos elipticos, as vezes com halo claro ao seu redor. Os animais dos grupos
controles (CS e CT) mostraram organizagcdo e configuracdo normais dos
cardiomidcitos. Diferente do grupo controle (CS), no grupo MS, a doenca causou
infiltrado inflamato6rio em diferentes regides do tecido, coloracdo nao linear do tecido
e matriz extracelular desorganizada. Houve um aumento de fibras de colageno (seta
azul — colageno tipo I; triangulo branco - colageno tipo lll), o que pode ser observado
no painel B, no tecido corado com picro-sirius red. O contrario, foi observado no grupo
MT.

As médias por grupo dos parametros histomorfométricos avaliados estéao
apesentados na tabela 2. Observou-se efeito, independente, da doenca (HAP >
Controle, p < 0,05) no percentual de nucleo, colageno tipo I, lll e colageno total, pois
0s animais HAP apresentaram maiores porcentagem, além de uma reducéo (HAP <
Controle, p < 0,05) na porcentagem de citoplasma e de colageno tipo Ill, em
comparacdo aos controles. Também houve efeito, independente, do treinamento
(treinado < sedentarios, p < 0,05) nessas variaveis, assim como houve interacdo entre
os fatores (p < 0,05), pois o grupo MT apresentou menor percentual de ndcleo e maior
percentual de citoplasma comparado ao grupo MS. Todavia, ndo foram observado
efeito, independente, do treinamento (treinado = sedentarios, p > 0,05) na

porcentagem de colageno tipo lll.
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Figura 8. Fotomicrografias representativas do ventriculo direito. (A) Corado com H&E.
Barra de escala = 50 um. (Asterisco) Citoplasma de cardiomiécitos; (Seta verde)
nacleo; (Cruz amarela) vasos sanguineos. (B) Corado com picrosirius red. Barra de
escala = 50 um. (Seta azul) Colageno tipo I; (Triangulo branco) Colageno tipo lll. CS:

controle sedentario; CT: controle treinado; MS: monocrotalina sedentario; MT:

monocrotalina treinado.
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Tabela 2. Propor¢ao histomorfométrica entre os elementos teciduais do ventriculo direito.

Parametros CS CT MS MT
Citoplasma (%) 85,65 + 0,53 88,86 + 0,652 80,47 + 1,132 87,77 + 0,59°
Nucleo (%) 13,87 + 0,53 9,83 +£0,63? 19,20 + 1,132 11,79 + 0,59°
Vasos sanguineos (%) 0,46 + 0,12 1,31 £0,342 0,32+0,11 0,44 + 0,10
Colageno Tipo | (%) 7,73+0,73 5,35+ 1,07 10,12 + 0,952 6,03 + 0,89
Colageno Tipo Il (%) 1,57 £ 0,26 0,26 = 0,082 0,69 £ 0,122 0,62 +0,12
Colageno Total (%) 9,31+0,71 5,61+1,122 10,81 + 0,962 6,66 +0,91°

Os dados sdo média + erro padrdo da média (6 laminas por animal de 6 animais por grupo). CS: controle sedentario; CT: controle

treinado; MS: monocrotalina sedentario; MT: monocrotalina treinado. ANOVA two way, com post hoc de Tukey (citoplasma de

midcitos e nucleo). Kruskal-Wallis, com post hoc de Dunn (vasos sanguineos, colageno tipo I, Il e total). a (p < 0,05) comparando

ao grupo CS. b (p < 0,05) comparando ao grupo MS.
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Em relacdo ao pulmao direito, a figura 9 apresenta fotomicrografias
representativas. Observa-se no painel A, corte histolégico do pulméao direito corado
por hematoxilina-eosina apresentando bronquiolo, vasos sanguineos, alvéolos. Os
grupos controles (CS e CT) apresentaram arquitetura habitual do tecido pulmonar com
espaco alveolar bem organizado e septos alveolares de linhas finas. No grupo MS, foi
observado rompimento de vasos sanguineos com hemécias dispersas ao longo do
tecido, rompimento de bronquiolos, espacamento do lumen alveolar, dobramento do
tecido, aumento do septo alveolar e infiltrado inflamatério. O tecido pulmonar do grupo
MT apresentou uma reducao de vasos e bronquiolos rompidos, dobramento do tecido,
septo alveolar, e infiltrado inflamatdrio em relagdo ao grupo MS.

Observa-se no painel B, no tecido corado com picrosirius red, a disposicéo de
colageno em todo o tecido pulmonar, essa disposi¢cao é mais evidenciada nos animais
do grupo MS, principalmente ao redor dos alvéolos. Por outro lado, essas informacoes
nao foram visualizadas no grupo MT, nesses animais, a disposicéo de colageno foi
reduzida.

As medias dos parametros histomorfométricos avaliados, por grupos, estao
apesentados na tabela 3. Observou-se efeito, independente, do fator doenca (p
<0,05), pois, os animais HAP apresentaram menor porcentagem de limen alveolar e
de vaso sanguineo, maior percentual de parede alveolar e de vasos sanguineos e de
colageno tipo | e colageno total, em comparacdo aos controles. Houve também efeito,
independente, do fator treinamento (p < 0,05), pois 0s animais treinados apresentaram
maior porcentagem de limen alveolar e de vaso sanguineo, menor percentual de
parede alveolar e de colageno tipo | e colageno total, em comparacéo aos sedentarios.
Observou-se também interagdo entre os fatores (p<0,05), pois, o grupo MT
apresentou maior porcentual de limen alveolar, de lamen do vaso sanguineo, menor
percentual de parede alveolar e de coldgeno comparado ao grupo MS. Nao foi
observado efeito dos fatores doenca (HAP = Controle, p > 0,05) e treinamento
(treinado = sedentarios, p > 0,05) no percentual de bronquiolo, de tecido conjuntivo e

colageno tipo lll.
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Figura 9. Fotomicrografias representativas do pulméo direito. (A) Corte histologico
corado com H & E. Barra de escala = 100 um. (Seta vermelha) parede dos vasos
sanguineos; (Seta azul) bronquiolo; (Cruz amarela) limen dos vasos sanguineos;
(Seta preta) parede alveolar; (Cruz preta) limen alveoloar (B) Corte histolégico corado
com picro-sirius red. Barra de escala = 50 um. (Seta azul) Colageno tipo I; (Triangulo
branco) Colageno tipo Ill. CS: controle sedentario; CT: controle treinado; MS:

monocrotalina sedentario; MT: monocrotalina treinado.
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Tabela 3. Propor¢ao histomorfométrica entre os elementos teciduais do pulméao direito.

Parametros CS CT MS MT

Lumen alveolar (%) 57,06 + 2,45 60,25 + 2,01 25,34 + 2,032 38,24 + 2,59°
Parede alveolar (%) 34,03 +2,45 31,96 + 2,09 61,04 + 2,612 50,58 + 2,79°
Lamen vaso sanguineo (%) 1,06 £ 0,33 1,78 £0,32 0,66 + 0,202 1,63 £0,21°
Parede vaso sanguineo (%) 2,02 +0,45 2,07 £0,43 5,39 + 0,882 2,91 +0,70
Bronquiolo (%) 3,37 £ 0,95 2,54 +0,75 2,11+1,76 2,56 +0,79
Tecido conjuntivo (%) 2,46 + 0,48 1,49 +£ 0,32 5,40 + 1,492 4,03 + 1,05
Colageno Tipo | (%) 6,20 + 1,02 2,59 + 0,522 9,95+1,122 4,40 +0,61°
Colageno Tipo 11l (%) 0,07 + 0,03 0,04 + 0,02 0,11 + 0,03 0,10 £ 0,04
Colageno Total (%) 6,17 + 1,03 2,64 +0,53? 10,07 £1,132 4,43 £1,24°

Os dados sdo média + erro padrdo da média da média (6 laminas por animal de 6 animais por grupo). CS: controle sedentério; CT:
controle treinado; MS: monocrotalina sedentario; MT: monocrotalina treinado. ANOVA two way com post hoc de Tukey (parede e
[imen alveolar). Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn (parede e lumen de vasos sanguineo, bronquiolo, tecido conjuntivo, colageno

tipo 1, 11l e total). a (p < 0,05) comparado ao grupo CS. b (p < 0,05) comparado ao grupo MS.
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6. DISCUSSAO

Os objetivos deste estudo foram verificar os efeitos do treinamento aerdbico
continuo de intensidade moderada sobre a hemodindmica e a resisténcia da artéria
pulmonar, a estrutura dos ventriculo e pulméo direitos e sobre a funcdo contratil e o
Ca?* intracelular transiente em midcitos isolados do ventriculo direito de ratos durante
o desenvolvimento da HAP induzida por monocrotalina. Os principais achados foram
que este tipo de treinamento fisico aumentou a tolerancia ao esforc¢o fisico, preveniu
o0 aumento da resisténcia da artéria pulmonar, a progressao dos prejuizos da
hipertenséo arterial pulmonar na contracéao celular (ex. redugéo do tempo para o pico
e 50% de relaxamento) e no calcio intracelular transiente (ex. aumento da amplitude
e reducédo do tempo para o pico e 50% de relaxamento) em cardiomidcitos isolados
do ventriculo direito. Ainda, preveniu a remodelacéo adversa do ventriculo direito (ex.
reducdo da area de seccao transversa, largura, volume e percentual de colageno) e
do pulméo direito (ex. aumento do limen alveolar e vascular, reducédo da parede

alveolar e colageno).

6.1. Massa corporal e dos 0rgéaos

A dose de monocrotalina administrada causou um menor ganho de massa
corporal nos animais durante o periodo experimental. De acordo com Zimmer et
al.(60), este menor ganho de massa corporal gerado pela monocrotalina € uma
consequéncia da toxicidade do seu metabolismo hepético nas primeiras semanas.
Esta toxidade pode ter prejudicado o ganho de peso, em funcéo de que na hipertensao
arterial pulmonar, os globulos vermelhos aumentam o transporte de metabdlitos
reativos da monocrotalina do figado para o pulmao, causando lesdo endotelial nos
pulmdes, (77) o que acarretara uma reducao do fluxo sanguineo com nutrientes para
0 organismo. Estudos prévios utilizando monocrotalina como modelo experimental,
relatam uma reducédo na massa corporal final dos animais (78).

A injecdo de monocrotalina também levou ao aumento da massa do coracéo,
do ventriculo direito e das razdes: VD/massa corporal, VD/ massa coracéo e VD/ VE
+ septo, indicando hipertrofia do miocardio e do ventriculo direito. A hipertrofia do

ventriculo direito, na HAP, ocorre porque o ventriculo € submetido a uma sobrecarga
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pressorica imposta pelo aumento da resisténcia da artéria pulmonar (45). Assim, esta
hipertrofia € uma reposta compensatoria que ocorre a partir do 14° dia ap6s a indugéo
do monocrotalina em resposta a progressao da HAP (60). Processos multifatoriais
complexos nas arteriolas resultam em hipertrofia (11, 25) que, a longo prazo, esta
associada ao remodelamento adverso, tanto no coragao (79), quanto no pulméao (80),
ocasionando uma disfun¢éo contratil progressiva e falha cardiaca.

O treinamento aerdbico continuo de intensidade moderada, por sua vez,
atenuou a hipertrofia ventricular direita no grupo MT. Resultados semelhantes foram
apresentados por Souza-Rabbo et al.(43) em um estudo experimental e por Ahmed
et al.(78) em um ensaio clinico. Nogueira-Ferreira et al. (44), observaram que 4
semanas de treinamento aerdbico preveniu a hipertrofia do VD por ter melhorado a
hemodinamica cardiaca (ex.: diminuicdo da pressao sistolica e prevencdo da
disfuncéo diastolica do VD) e reduzido o remodelamento da artéria pulmonar (devido
a diminuicdo da expressao de citocinas pro-inflamatoria, ex: TWEAK), isso esta
relacionado a reducéo da resisténcia da artéria pulmonar.

A monocrotalina aumentou a razdo pulméo direito/massa corporal e pulméo
esquerdo/massa corporal, possivelmente devido ao remodelamento vascular
associado ao aumento na resisténcia da artéria pulmonar. Este remodelamento pode
ser indicado pelo aumento de parede alveolar observado. Wang et al. (81) relatam
gque o peso pulmonar elevado na hipertensdo arterial pulmonar ocorre em
consequéncia do aumento da parede alveolar. No presente estudo, o treinamento
fisico aplicado reduziu a razdo pulmdo direito/massa corporal e pulméao
esquerdo/massa corporal. A reducéo de parede alveolar observada ajuda a explicar a

reducdo nessas razoes.

6.2. Tolerancia ao esforco fisico

A tolerancia ao esforco fisico reduziu-se de forma similar em ambos os grupos
sedentarios (CS; MS) ao longo do periodo experimental, o que ficou evidente com os
dados do tempo de corrida, da velocidade de corrida e da distancia percorrida durante
o teste de esforgo fisico até a fadiga. Isto indica que a injecdo de monocrotalina ndo

influenciou esta queda na tolerancia ao esforco fisico ao logo do tempo avaliado.
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O treinamento aerodbico continuo de intensidade moderada mostrou-se capaz
de manter tolerancia ao esfor¢o fisico dos animais de ambos os grupos treinados (MT
e CT) de forma similar ao longo do periodo experimental. Este resultado indica que a
tolerancia ao esforco fisico ndo deteriorou com a inje¢do de monocrotalina e corrobora
agueles de estudos anteriores, observados individuos com HAP, tanto humanos (53,
82) quanto animais (13, 34). Embora, neste estudo, alteragbes nos musculos
esqueléticos ndo foram avaliadas, este efeito sobre a tolerancia ao esforco fisico pode
ser explicado, em parte, pelos efeitos benéficos induzidos pelo treinamento aerdbico
continuo no musculo esquelético, evitando a perda da funcdo muscular, conforme
demonstrado por Moreira-Goncalves et al. (34). Além disso, estudos anteriores
observaram que o treinamento fisico aerdbico foi capaz de melhorar estrutura e fungao
cardiaca do ventriculo direito (62, 82), reatividade pulmonar (83) e eficacia da troca
gasosa pulmonar e prevencdo da hipoxemia (84). Ainda, Brow et al.(85)
demonstraram que 6 semanas de treinamento intervalado de alta intensidade
promove uma melhora na capacidade aerdbia de ratos, devido a0 aumento da
expressdo de eNOS pulmonar enddgena, o que esta diretamente relacionado ao
aumento da producdo de NO e, consequentemente, o relaxamento arterial
dependente de NO, ambos tipicamente comprometidos na HAP (85). De acordo com

Souza-Rabbo et al.(43), a corrida replica movimentos naturais para os ratos.

6.3. Hemodinamica e resisténcia da artéria pulmonar

A capacidade do ventriculo direito em adaptar-se a um aumento progressivo da
resisténcia vascular pulmonar € o principal determinante da capacidade funcional e
da taxa de sobrevida dos pacientes com HAP (20). No presente estudo, observou-se
gue 24 dias apos aplicacdo de monocrotalina o grupo MS apresentou uma reducéo
do tempo de aceleracéo do fluxo na artéria pulmonar (TA), do tempo de ejecéo (TE) e
da razdo TA/TE, o que resultou em um aumento na resisténcia da artéria pulmonar,
estimada pela diminuicdo da razdo TA/TE, em relagcédo ao grupo CS. Schober e Baade
(86) relatam que a reducdo do tempo de aceleracéo do fluxo na artéria pulmonar, na
doenca, ocorre devido ao aumento da resisténcia que manifesta precocemente no
leito vascular pulmonar. Devido diferengas na pos carga, o fluxo sanguineo aortico e

pulmonar normal diferem morfologicamente e o tempo de ejecéo tende a ser maior no
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fluxo pulmonar (86). Além disso, o tempo de ejecdo pode ser afetado pelo
deslocamento anatébmico que ocorre em pacientes com hipertenséo arterial pulmonar
no estéagio avancado da doenca (87). O aumento na resisténcia da artéria pulmonar é
caracteristico do modelo de HAP utilizado, pois gera uma sobrecarga e,
consequentemente, o remodelamento patolégico do ventriculo direito (79). Este
aumento da resisténcia vascular na HAP tem sido associado ao aumento local de
vasoconstritores, tais como endotelina-1 e tromboxano; e a diminuicdo de
vasodilatadores, tais como Oxido nitrico e prostaciclinas, os quais sédo derivadas do
endotélio (11, 18). De fato, individuos com HAP apresentam baixos niveis de producdo
endogena de vasodilatadores, incluindo a enzima 6Oxido nitrico sintetase endotelial
(eNOS) e prostandides (85, 88).

Por outro lado, no presente estudo, o treinamento aerdbico aplicado preveniu o
aumento da resisténcia da artéria pulmonar, que estava reduzida no grupo MT. Isto
indica um beneficio do treinamento aerdbico continuo de intensidade moderada, pois
reflete uma reducéo da sobrecarga ao ventriculo direito. Esse resultado se assemelha
aos de estudos prévios em modelos de HAP induzida por monocrotalina, que
utilizaram o exercicio aerobico (13, 60). Tal efeito do treinamento aerobico, pode ser
explicado, pelo fato de que durante o exercicio ocorre um aumento da tensao de
cisalhamento mediada pelo fluxo na parede dos vasos, assim como diferentes
estimulos humorais, ativando a fosforilacdo da enzima eNOS e, consequentemente,
a liberacédo de NO, resultando ao remodelamento arterial benigno (48, 85, 89). Neste
sentido, Brown et al.(85) demonstraram que o treinamento aerdbico (tanto HIIT,
guanto de intensidade moderado) previne o remodelamento vascular, sem aumentar
0os marcadores inflamatorios e de apoptose em ratos com HAP induzida por

monocrotalina.
6.4. Contracao celular e célcio intracelular transiente

Quanto a funcéo contratil de midcitos isolados do VD, observou-se que a
amplitude de contracdo nédo foi diferente entre os grupos, portanto, ndo foi afetada

pelos tratamentos. Apesar disso, a amplitude do Ca?* intracelular transiente foi

reduzida pela inje¢cdo de monocrotalina. Isto indica que 0s prejuizos impostos pela
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HAP nestes animais, estdo associados a regulagéo de célcio intracelular, conforme ja
demonstrado por estudos anteriores (34, 62, 90).

Outro prejuizo da injecdo de monocrotalina foi o prolongamento dos tempos
para o pico de contragéo e para 50% de relaxamento, o que foi acompanhado pelos
tempos para o pico e para 50% do decaimento do Ca?* intracelular transiente. O
aumento no tempo para o pico de contragdo, esta associado ao maior tempo para o
pico do Ca?* intracelular transiente, principalmente em funcéo de atraso na liberacdo
de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS) pelos canais receptores de rianodina (RyR2).
Quanto ao prolongamento dos tempos para 50% do relaxamento, que esta associado
ao maior tempo para 50% do decaimento do Ca?* intracelular transiente, isto pode ser
explicado, principalmente, pelo atraso na recaptacdo de Ca?* do citosol para o RS, via
SERCAZ2a (Ca?* ATPase do RS) e PLB (fosfolambam) (91, 92). No presente estudo,
as principais proteinas reguladoras de Ca?" nos cardiomiécitos ndo foram
mensuradas. Todavia, estudos prévios (34, 62) demonstraram que as proteinas
SERCAZ2a e RyR2 estavam reduzidas no ventriculo direito de ratos com HAP induzida
por monocrotalina.

Mais importante, observou-se, no presente estudo, que o treinamento aerdbico
aplicado reduziu os tempos para 50% de relaxamento da contracao e para decaimento
do Ca?* intracelular transiente. Em animais normais, sem HAP, sabe-se que estas
adaptacdes ao treinamento fisico aerdbico ocorrem devido ao aumento da expressao
da SERCAZ2a, FLB, RyR2 e dos canais NCX nos midécitos cardiacos (90). Em animais
com HAP, foi demonstrado que o ventriculo direito de ratos submetidos ao treinamento
aerobico de intensidade moderada em esteira rolante exibiram maior expressao da

proteina SERCAZ2a, sem alteracdes na expressao do RyR2 e FLB (34).

6.5. Histomorfometria do ventriculo direito

a) Dimensdes dos midcitos

A morfologia dos cardiomiécitos € um importante indicador de hipertrofia
cardiaca (74). No presente estudo, observou-se que a HAP induziu aumento da
largura e reducdo da razdo comprimento/largura dos miécitos do VD. O volume de

midcitos isolados do ventriculo direito de ratos tratados com monocrotalina também
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aumentou. O aumento do volume ocorreu, possivelmente, pelo aumento da largura, o
gue reflete 0 aumento na &rea da seccao transversal das células. Estes dados indicam
uma hipertrofia do tipo concéntrica no VD, caracteristica da HAP. Adicionalmente,
houve um aumento da porcentagem de nucleo, o que pode estar relacionado ao
aumento de outros tipos celulares nao-miécitos (como: fibroblastos, células
endoteliais, mastdcitos e células musculares lisas vasculares). Estes achados sdo
compativeis com hipertrofia cardiaca patolégica e estdo em concordancia com o
aumento da massa do VD e das razdes (VD/massa corporal, VD/coracao,
VD/VE+septo), observadas nos animais do grupo HAP. Este tipo de remodelamento
do VD é caracteristico desse modelo de HAP e esta associado a regulacédo negativa
da cascata fosfoinositide - 3 - quinase (PI3K) / proteina quinase B (Akt) / via de
mamiferos alvo da rapamicina (mTOR), ao aumento de colageno e da resisténcia da
artéria pulmonar, conforme demonstrado neste estudo e por estudos anteriores (13,
34, 90, 93).

Em relacdo aos efeitos do treinamento aerobico, os resultados mostram que o
programa de exercicio aplicado reduziu a area de seccéao transversa e o volume dos
midcitos isolados do VD. Isso ocorreu, provavelmente, em resposta a reducao da
resisténcia da artéria pulmonar que, por sua vez reduz a sobrecarga ao VD. De fato,
tem sido demonstrado que o treinamento aerdbico pode atenuar o remodelamento
adverso do VD neste modelo de HAP (34). Adicionalmente, Pacagnelli et al.(62)
demonstram que trés semanas de treinamento aerdbico reduziu a area de seccéo

transversa atenuando, assim, o remodelamento adverso do VD.

b) Estruturas celulares e extracelulares

O ventriculo direito dos animais que foram injetados com monocrotalina
apresentou porcentagem de citoplasma dos midécitos reduzida e porcentagens de
nacleo e coladgeno aumentadas. Essas séo alteracfes indicativas de remodelamento
e fibrose, cujo acumulo de fibrose tem um impacto negativo na funcdo cardiaca,
afetando a rigidez cardiaca, promovendo arritmias e prejudicando a difusdo de
oxigénio para os cardiomidcitos (27). Em contraste, o programa de exercicio aerébico
aplicado aumentou a porcentagem do citoplasma de midécitos e reduziu a porcentagem

de ndcleo e de colageno. Esses achados corroboram com os do estudo de Moreira-
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Goncalves et al. (34). Eles sugerem que uns dos fatores que podem explicar a melhora
da funcgdo cardiaca nos animais treinados com exercicio aerébico continuo é o efeito
anti-inflamatério do exercicio (ex.: induz menor expressao de TNFa/IL10). Da mesma
forma, o exercicio aerdbico exerce efeito anti-fibrético, além de regular os niveis de
MRNA da ET-1 e VEGF no VD e, consequentemente, h4 reducéo da disposicéo de
colageno e de apoptose no VD. H& relatos também que o treinamento aerdbico atenua
o remodelamento cardiaco patolégico, pois pode modular subgrupos de linfécitos T
circulantes e melhor o perfil alterado de citocinas circulantes na HAP (94, 95).

6.6. Histomorfometria do pulmé&o direito

O pulméo direito dos animais injetados com monocrotalina (grupo MS)
apresentaram espessamento e aumento das paredes alveolares e remodelacdo dos
vasos pulmonares, em conjunto com aumento de colageno. Além disso, foi observado
um aumento proeminente de rompimento de vasos sanguineos com hemacias
dispersas ao longo do tecido, assim como fibrocolageno ao redor dos alvéolos e
excesso de infiltrado inflamatério. Essas alteragcbes s&o consistentes com as
reportadas em estudos anteriores (75, 96, 97). De acordo com Wu et al.(37) essas
alteracoes na estrutura pulmonar desencadeiam o remodelamento vascular, devido a
proliferacdo de células musculares lisas na artéria pulmonar, micro-trombose,
aumento de infiltrado inflamatdrio, aumento da disposicédo de colageno, estresse no
reticulo endoplasmatico, aumento da expressédo de BCL-2, associado a proliferacao
excessiva de células endoteliais.

Nogueira-Ferreira et al. (44) atribuiram essas alteracbes a diminuicdo do
receptor TGF-B, diminuicdo da proteina BMPRII, aumento de citocinas inflamatérias
e vasoconstricdo pulmonar sustentada. Adicionalmente, Cool et al.(80) relataram que
essas anormalidades estruturais estdo associadas a lesédo plexiforme, caracterizada
por proliferacdo de células endoteliais, que podem ser misturadas com células
musculares lisas da artéria pulmonar, levando a ruptura e obliteracdo de lumens
vasculares, aumento dos niveis de ET-1, aumento da presséo arterial pulmonar e,
consequentemente, disfuncao do VD, progredindo para HAP grave. A lesao plexiforme
é frequentemente precedida pelo aumento de colageno, conforme evidenciado no

presente estudo. Ainda, os mesmos autores (80), sugerem que essas alteracdes
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desencadeiam o aumento do fluxo sanguineo da circulacdo pulmonar, gerando um
estresse mecéanico que pode levar a alteracdes na expressao de genes especificos
nas células endoteliais que revestem os vasos, ocasionando o aumento da resisténcia
vascular pulmonar.

Quanto ao treinamento aerdbico continuo aplicado, este preveniu o
espacamento do lumen alveolar, tornando as paredes dos alvéolos mais finas e
delicadas. Possivelmente, isto previne progressdo da remodelacdo vascular e
consequentemente o desenvolvimento da HAP estabelecida, uma vez que 0 grupo
MT apresentou valores destes parametros similares aos dos animais controles. Sabe-
se que o treinamento aerdbico estimula a producédo de 6xido nitrico, um fator de
relaxamento vascular que também desempenha um papel importante no reparo e
regeneracdo vascular (11). Assim, como consequéncia a alta presséo arterial
pulmonar na HAP pode ser aliviada (96).

A manutencgdo do limen vascular esta relacionada a diminui¢éo da resisténcia
ao fluxo sanguineo. De fato, no presente estudo os resultados da ecocardiografia
mostraram que a resisténcia da artéria pulmonar foi atenuada pelo treinamento
aerobico aplicado. O estudo de Colombo et al.(13) mostrou que o exercicio aerébico
promove um aumento da sinalizagcdo de H202/ VEGF / p-Akt para a angiogénese
fisioldgica pulmonar em animais com HAP melhorando, assim, a funcao do VD. Deve-
se notar que as alteracbes provocadas no tecido pulmonar desencadeiam
mecanismos compensatorios no coracdo, essencialmente no VD, ao reduzir a

sobrecarga pressorica neste.

7. CONCLUSOES

O treinamento aerdbico continuo de intensidade moderada previne o aumento
da resisténcia da artéria pulmonar, previne o remodelamento adverso dos ventriculo
e pulmao direitos, além de promover beneficios a contracdo e ao calcio intracelular
transiente em midcitos isolados do ventriculo direito durante a progressdo da HAP
induzida por monocrotalina em ratos. Juntos, estes efeitos resultam em maior

tolerancia ao esforco fisico.
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