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RESUMO 
 

SILVA, Franciany de Jesus, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, setembro 
de 2019. Efeitos do treinamento aeróbico contínuo de intensidade 
moderada nos ventrículo e pulmão direitos de ratos durante a progressão 
da hipertensão arterial pulmonar. Orientador: Antônio José Natali.  
 
Objetivo: Verificar os efeitos do treinamento aeróbico contínuo de intensidade 

moderada sobre a hemodinâmica e a resistência da artéria pulmonar, a estrutura 

dos ventrículo e pulmão direitos e sobre a função contrátil e o cálcio (Ca2+) 

intracelular transiente em miócitos isolados do ventrículo direito (VD) de ratos 

durante o desenvolvimento da hipertensão 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 sedentário (CS); controle treinado (CT); MCT sedentário (MS); 

MCT treinado (MT). Animais dos grupos MS e MT receberam uma injeção 

intraperitoneal (60 mg/kg) de MCT, enquanto os dos grupos CS e CT receberam 

o mesmo volume de solução salina. Os grupos treinados foram submetidos a um 

programa de corrida em esteira rolante com intensidade moderada (60 min/dia; 

60% da velocidade máxima de corrida; 5 dias/semana) durante 4 semanas, 

iniciado após a injeção de MCT. A avaliação ecocardiográfica foi realizada no 

24º dia após a aplicação de MCT. A tolerância ao esforço físico foi avaliada no 

25º dia após a aplicação de MCT. Após a eutanásia, o coração e os pulmões 

foram removidos, pesados e processados para as análises. Nos tecidos do VD 

e pulmão direito foram realizadas análises histomorfométricas. Em miócitos 

isolados do VD foram analisadas contração e Ca2+ intracelular transiente. 

Resultados: O programa de treinamento aeróbico aumentou a tolerância ao 

exercício e reduziu a resistência da artéria pulmonar (TA/TE). Em nível tecidual, 

o treinamento aeróbico reduziu (p < 0.05) a massa do VD, a área de secção 

transversa dos miócitos e o percentual de colágeno. No pulmão direito, o 

treinamento aeróbico reduziu (p < 0.05) o espaçamento entre os alvéolos e o 

percentual de colágeno. Em miócitos isolados do VD, o treinamento aeróbico 

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 Ca2+ intracelular transiente. Conclusões: O treinamento 

aeróbico contínuo de intensidade moderada atenua a resistência da artéria 



pulmonar, previne o remodelamento adverso dos ventrículo e pulmão direitos, 

além de promover benefícios à contração e ao Ca2+ intracelular transiente em 

miócitos isolados do VD durante a progressão da HAP induzida por MCT em 

ratos. Juntos, estes efeitos resultam em maior tolerância ao esforço físico. 

 

Palavras-chave: Exercício aeróbico. Artéria pulmonar. Monocrotalina. Miócito 

cardíaco.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 
SILVA, Franciany de Jesus, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 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: Antônio 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 

(Ca2+) 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 24th day after MCT injection. The physical effort tolerance was 

assessed on the 25th 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 Ca2+ 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 Ca2+ 

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 Ca2+ 



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. INTRODUÇÃO 

 

A hipertensão pulmonar é uma doença caracterizada por elevação persistente 

da resistência vascular pulmonar decorrente de remodelamento vascular, 

vasoconstrição e fenômenos trombóticos. A hipertensão pulmonar gera um aumento 

na pressão arterial pulmonar média a 25 mmHg ou mais, em repouso, ocasionando 

múltiplas condições clínicas que podem complicar doenças cardiovasculares e 

respiratórias (1-3).  

Clinicamente (4), a hipertensão pulmonar é classificada em 5 categorias, sendo 

elas: 1) hipertensão arterial pulmonar; 2) hipertensão venosa pulmonar; 3) hipertensão 

pulmonar associada a distúrbios do sistema respiratório ou hipóxia; 4) hipertensão 

pulmonar causada por doenças trombóticas ou embólicas; 5) hipertensão pulmonar 

causada por doenças que afetam a vasculatura pulmonar (5). A prevalência da 

hipertensão pulmonar é de 1% da população mundial, com incidência de até 10% em 

indivíduos com mais de 65 anos (5).  

 A hipertensão arterial pulmonar é caracterizada pela presença de hipertensão 

pulmonar pré-capilar, definida por uma pressão arterial de artéria pulmonar média, em 

repouso,  ≥ 20 mmHg, pressão capilar pulmonar ≤ 15 mmHg e resistência vascular 

pulmonar ≥ 3 unidades Wood (3).  

Clinicamente (3), a hipertensão arterial pulmonar é classificada em  grupos, 

sendo eles: 1) hipertensão arterial pulmonar idiopática; 2) hipertensão arterial 

pulmonar hereditária; 3) hipertensão arterial pulmonar induzida por drogas e toxinas; 

4) hipertensão arterial pulmonar associada a doença do tecido conjuntivo, infecção 

por HIV (vírus da imunodeficiência humana), hipertensão portal, doenças cardíacas 

congênitas e esquistossomose; 5) hipertensão arterial pulmonar devido a doença 

cardíaca esquerda; 6) hipertensão arterial pulmonar por resposta a longo prazo aos 

bloqueadores dos canais de cálcio; 7) hipertensão arterial pulmonar com 

características evidentes do envolvimento de vasos venoso/capilar; e 8) mecanismos 

pouco claros e multifatoriais (6). 

A incidência de hipertensão arterial pulmonar varia de 11 a 26 pacientes por 

milhão de adultos, tendo maior prevalência na faixa etária dos 36 e 52 anos (7). Na 

infância, a HAP afeta igualmente ambos os sexos; após a puberdade é mais frequente 

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

 

 Embora a patogênese da hipertensão arterial pulmonar seja pouco conhecida, 

sabe-se que a elevação da resistência arterial pulmonar é resultante de alterações 

vasoconstritivas e vasoclusivas decorrentes de lesão vascular e que estes parecem 

ser mecanismos patogenéticos comuns compartilhados. A hipertensão arterial 

pulmonar tem uma biopatologia que envolve várias vias bioquímicas e tipos celulares 

(1, 10). Fatores ambientais, suscetibilidade genética, cardiopatias congênitas, 

expressão alterada de substâncias efetoras vasculares, auto-imunidade, exposição a 

drogas, vírus e toxinas são algumas das condições implicadas na etiopatogenia da 

doença (2).  

 Na circulação pulmonar normal, o tônus vascular tende a ser reduzido em 

decorrência de um equilíbrio entre mecanismos vasodilatadores e vasoconstritores. A 

perda desse equilíbrio pode favorecer a vasoconstrição, remodelamento vascular e 

trombose que obliteram o lúmen vascular levando a um aumento da resistência ao 

fluxo. Essa perda de equilíbrio da homeostase é, provavelmente, consequente à lesão 

ou disfunção da célula endotelial e do musculo liso vascular pulmonar (11).   

 A vasoconstrição vascular pulmonar está associada ao influxo aumentado de 

cálcio através da membrana celular, via canais de cálcio tipo L dependente de 

voltagem. A proliferação celular em vasos pulmonares e o remodelamento da matriz 

extracelular, junto com a vasoconstrição, constituem o marco fisiopatológico da 

hipertensão arterial pulmonar (11). 

 Mecanismos pró-inflamatórios também estão envolvidos na gênese da 

hipertensão arterial pulmonar. Infiltrados perivasculares compostos de macrófagos e 

linfócitos, níveis plasmáticos elevados de citocinas, tais como a interleucina-1 e 

interleucina-6, a expressão elevada de quimiocinas, como regulated upon activation 

normal T-cell expressed and secreted (RANTES) e fractalcinas sinalizam a 

participação dos componentes inflamatórios como um dos mecanismos da doença 

(10).  

A hipertensão pulmonar cursa com o desequilíbrio entre proliferação celular e 

apoptose, em favor dos mecanismos proliferativos, levando a um espessamento da 

parede e obliteração do lúmen vascular, com consequente aumento da resistência 

vascular pulmonar (10, 11) . 
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 Vários fatores estão 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 à 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 à inflamação, 

imunidade, diferenciação celular e formação de lesões vasculares. Em condições 

normais, os pulmões retiram a ET-1 da circulação pulmonar, entretanto, na 

hipertensão arterial pulmonar, os níveis de ET-1 ficam muito elevados. A 5 HT está 

relacionada à hiperplasia e hipertrofia de células inflamatórias (17), todavia, o óxido 

nítrico e as prostaciclinas atuam inibindo o remodelamento vascular adverso (18).  

Segundo Vonk et al.(19), o aumento da resistência vascular pulmonar leva ao 

aumento da pós-carga no ventrículo direito e, para compensar esse aumento, ocorre 

hipertrofia concêntrica do ventrículo direito. A função do ventrículo direito, é mantida 

pelo aumento da força de contração ventricular. Para preservar o volume sistólico e 

manter o débito cardíaco, o ventrículo direito se dilata, resultando em aumento da 

frequência cardíaca (19). Com a progressão da doença, o processo hipertrófico é 

interrompido e o volume sistólico diminui.  

Nestas condições, o ventrículo direito é ainda mais sobrecarregado e perde 

progressivamente sua função até atingir a falha ventricular (20-23). Esta é a principal 

causa de morte entre pacientes com hipertensão arterial pulmonar (24-26). De acordo 

com os mesmos autores, essa insuficiência cardíaca direita é marcada por uma 

redução na perfusão do miocárdio e isquemia, aumento do volume diastólico final, 

dilatação do ventrículo, redução do volume sistólico e redução do débito cardíaco.  

Em nível tecidual, os aumentos da pressão diastólica final e do tempo de 

decaimento da pressão ventricular e, especialmente, a redução da TAPSE (Tricuspid 

Annular Plane Systolic Excursion), em modelo animal de hipertensão arterial 

pulmonar, são justificados pelas alterações neuro-humorais (ex. BNP, VEGF e ET-1 

aumentadas) e na matriz extracelular (ex. TNFα e colágeno aumentados) do ventrículo 

direito, além do aumento da deposição de inflamação e fibrose (27-29). Tais 

alterações reduzem a elasticidade ventricular e, consequentemente, a eficiência 

mecânica. 
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Em nível celular, a hipertensão arterial pulmonar induzida por monocrotalina 

promove anormalidades no processo de acoplamento-excitação-contração em 

cardiomiócitos isolados do ventrículo direito de ratos (30, 31). Por exemplo, a 

contração celular apresenta menor amplitude e velocidades de contração e 

relaxamento mais lentas. Da mesma forma, o cálcio intracelular transiente possui 

menor amplitude e maiores tempos para o pico e para o decaimento (32). 

Em nível molecular, a hipertensão arterial pulmonar afeta negativamente as 

proteínas contráteis e as reguladoras do cálcio intracelular. Por exemplo, o ventrículo 

direito de ratos com HAP apresentam aumento da miosina de cadeia pesada beta (β-

MHC) (27) e redução da expressão gênica dos receptores de rianodina (RyR), da 

cálcio ATPase do retículo sarcoplasmático-2a (SERCA2a) e da fosfolambam (PLB) 

(33, 34), o que resulta em capacidade contrátil celular reduzida. 

No tecido pulmonar, a hipertensão arterial pulmonar desenvolve hipertrofia da 

camada média das artérias, com acúmulo de fibrose na camada íntima. Isto resulta 

em vasoconstrição e obstrução luminal grave, levando a um remodelamento vascular 

pulmonar irreversível, que está associado a um mau prognóstico (35). Além disso, foi 

demonstrado (36, 37) na histologia pulmonar de ratos com hipertensão pulmonar, um 

aumentos do espaço alveolar e da espessura da parede alveolar. Além disso, 

observou-se diminuição dos septos secundários, proliferação de células do músculo 

liso da artéria pulmonar, maior deposição de colágeno, aumento da espessura da 

parede arterial pulmonar, aumento da estenose luminal e excesso de células 

inflamatórias. 

Em relação ao quadro clínico da hipertensão arterial pulmonar, de acordo com 

Lopes et al. (8), os sintomas habitualmente surgem numa fase tardia da doença, onde 

importantes alterações na hemodinâmica cardiopulmonar já se estabeleceram. Nos 

estágios iniciais, o paciente geralmente é assintomático ou tem queixas vagas e 

inespecíficas aos esforços físicos maiores. Com o passar do tempo, surgem os 

sintomas de ineficiência ventilatória, dor torácica, tosse, tonturas e a fadiga 

progressiva a esforços físicos, isso decorre devido ao remodelamento adverso do 

ventrículo direito e à hipoxemia (8).  

De acordo com Babu et al. (38), a intolerância ao exercício físico abrange uma 

interação complexa entre os sistemas cardiovascular, pulmonar e 

musculoesquelético. Estudos (20, 39-41) relatam que a capacidade limitada de 
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exercício físico nesta doença é causada por vários fatores, tais como insuficiência 

cardíaca direita, troca gasosa pulmonar alterada e músculos esqueléticos 

enfraquecidos. O exercício físico induz um aumento temporário na pressão da artéria 

pulmonar e na pós-carga do ventrículo direito, resultando em aumento temporário do 

estresse na parede do ventrículo. Como a hipertensão arterial pulmonar leva à falha 

do ventrículo direito, consequentemente, esse apresentará uma capacidade reduzida 

em aumentar o volume sistólico durante o exercício físico, isso é o que limita a prática 

de exercícios físicos pelos portadores desta doença.  

Para compreender os mecanismos fisiopatológicos da hipertensão 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 econômico, 

disponibilidade, além de que os ratos apresentam quase 99% dos genes e são 

fisiologicamente semelhante aos humanos, tornando-o um candidato ideal para 

estudar as funções dos genes humanos na saúde, bem como na regulação de 

doenças multifatoriais (42).  

A monocrotalina (MCT) é comumente usada para a indução da hipertensão 

pulmonar. A monocrotalina é um alcaloide derivado de sementes da planta Crotalaria 

spectabilis, que produz desidromonocrotal quando metabolizado pelo fígado.  Esse 

produto metabólico causa uma toxicidade, resultando em hipertensão pulmonar 

progressiva (43, 44). A administração subcutânica de uma dose (60 mg/kg) de 

monocrotalina em ratos tem sido usada como um modelo de desenvolvimento lento 

da hipertensão arterial pulmonar, com presença de hipertrofia do ventrículo direito, 

alteração semelhante à ocorrida em pacientes com esta doença (45, 46). 

 

1.2. Terapias para hipertensão arterial pulmonar 

 

 Tradicionalmente, a hipertensão arterial pulmonar é considerada uma doença 

de poucas opções terapêuticas, com dificuldade no manuseio e mal prognóstico (8). 

A causa mais comum de morte entre os pacientes com hipertensão arterial pulmonar 

é a insuficiência cardíaca direita. Nesse sentido, medidas que refletem o desempenho 

do ventrículo direito predizem o desfecho no início e durante o acompanhamento (26).  

Terapias como a oxigenioterapia, o uso de anticoagulantes, diuréticos, agentes 

inotrópicos, bloqueadores de canais de cálcio, vasodilatadores e inibidores de 
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agregação plaquetária, antagonistas dos receptores de endotelina e inibidores de 

fosfodiesterase, assim como procedimentos intervencionistas (ex.: septostomia atrial, 

tromboendarterectomia pulmonar) são empregados.  

Dadas as profundas consequências clínicas de pressões pulmonares elevadas, 

na função do ventrículo direito, diversas terapias têm sido propostas a fim de restaurar 

a capacidade vasodilatadora, reduzir a proliferação celular, melhorar a hemodinâmica 

para reduzir as pressões pulmonares, aumentar a classe funcional, e por 

consequência, melhorar a qualidade de vida, a capacidade de exercício e a 

sobrevivência (7, 47, 48).  

Embora a terapia medicamentosa tenha apresentado melhoras dos sintomas e 

desaceleração da progressão da doença,  Dalla Vecchia e  Bussotti (25) relatam um 

outro problema que continua em evidência: os graves efeitos psicológicos em 

pacientes com hipertensão arterial pulmonar. Estudos anteriores (49, 50) 

diagnosticaram uma alta prevalência de ansiedade, depressão, desesperança e 

ataques de pânico  em pacientes com hipertensão arterial pulmonar, sendo que essas 

variáveis foram correlacionados com uma redução da qualidade de vida.  

Quanto às terapias adjuvantes, crescem as evidências em humanos (51-57) e 

em modelos animais (25, 34, 43, 58-60) de que o treinamento físico aeróbio pode 

promover efeitos benéficos a pacientes com hipertensão arterial pulmonar.  

As respostas agudas ao exercício em indivíduos com hipertensão arterial 

pulmonar, baseiam-se em que a rigidez da artéria pulmonar e a disfunção 

vasodilatadora que aumentam significativamente a resistência vascular pulmonar, 

prejudicando o volume sistólico do ventrículo direito e o débito cardíaco. Além disso, 

em pacientes com a doença avançada, ocorre a incompatibilidade entre a ventilação 

e perfusão, podendo diminuir a saturação de oxigênio arterial, o que resulta em uma 

oferta inadequada para a periferia. Isso, coletivamente, contribui para a dispneia ao 

esforço físico, fadiga e redução da capacidade de exercício físico (7).  

Outros estudos (47, 55, 61) mencionaram os efeitos favoráveis do treinamento 

físico em pacientes com hipertensão arterial pulmonar. Contudo, o exercício físico não 

era mencionado para o tratamento da hipertensão arterial pulmonar, pois acreditava-

se ser este irrelevante, considerando a baixa taxa de sobrevida dos pacientes e o 

medo de piora mais rápida da função cardíaca direita (25).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dalla%20Vecchia%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29600086
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bussotti%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29600086
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No entanto, Mereles et al. (53) em um ensaio controlado randomizado 

avaliaram as respostas crônicas do treinamento aeróbico em mulheres com 

hipertensão arterial pulmonar. De fato, os resultados forneceram provas contundentes 

que apoiam a segurança e eficácia do treinamento físico para melhorar a capacidade 

de exercício, o pico de consumo de oxigênio e a qualidade de vida destas 

mulheres. Chan et al.(47) também demonstraram que o treinamento aeróbico em 

esteira, melhora a função cardiorrespiratória e a qualidade de vida, sendo que nenhum 

efeito adverso foi observado. 

Em modelo animal, foi demonstrado (43) que o treinamento aeróbico reduziu a 

taxa de mortalidade, a hipertrofia patológica do ventrículo direito e os níveis de 

estresse oxidativo. Ainda, em nível tecidual, Handoko et al. (58) reportaram que o 

treinamento aeróbico reduziu a resistência vascular pulmonar, aumentou a 

capilarização do ventrículo direito e amenizou o remodelamento vascular pulmonar. 

Os resultados encontrados no estudo de Pacagnelli et al.(62) mostram que o 

treinamento aeróbico normalizou o fluxo da artéria pulmonar, diminuiu a hipertrofia do 

ventrículo direito com redução significativa da área de secção transversa dos 

cardiomiócitos, porém, sem alterar as proteínas envolvidas na regulação do cálcio em 

cardiomiócitos.  

Em nível celular, Natali et al.(59), demonstraram que treinamento físico 

aeróbico intermitente (corrida voluntária) resultou em melhora na contratilidade e nas 

repostas ao aumento de demanda contrátil em cardiomiócitos isolados do ventrículo 

direito de ratos com hipertensão arterial pulmonar induzida por monocrotalina. Outro 

estudo (63) mostrou que a corrida voluntária realizada durante o desenvolvimento da 

hipertensão arterial pulmonar induzida por monocrotalina previne os prejuízos na 

função contrátil das células (maior amplitude e menores tempos para o pico e de 

relaxamento) e no transiente intracelular de cálcio (maior amplitude e menores tempos 

para o pico e de relaxamento) nos miócitos isolados do ventrículo direito. 

Em nível molecular, foi demonstrado que a melhora da função ventricular em 

ratos com hipertensão arterial pulmonar ocorre em resposta ao treinamento físico 

aeróbico de intensidade moderada e está associada à redução de β-MHC (27) e à 

maior expressão de SERCA2a (34). 

Em relação ao tecido pulmonar, Colombo et al.(13) identificou uma correlação 

positiva entre os níveis de peróxido de hidrogênio e a sinalização para angiogênese 
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dependente de VEGF no parênquima pulmonar de animais com HAP submetidos ao 

treinamento aeróbico. Este mesmo estudo, relatou que o lúmen dos novos vasos pode 

aumentar de 5 a 10 vezes, diminuindo a resistência colateral ao fluxo sanguíneo. 

No entanto, os mecanismos celulares e moleculares responsáveis pelos efeitos 

do treinamento físico nestes pacientes ainda não são bem compreendidos. A 

funcionalidade do ventrículo direito determina o prognóstico de sobrevivência dos 

pacientes com hipertensão arterial pulmonar (21, 22), ou seja, enquanto a 

funcionalidade do ventrículo direito é mantida, os pacientes apresentam poucos 

sintomas. Desta forma, estratégias terapêuticas que possam manter ou aumentar a 

funcionalidade cardíaca e pulmonar em portadores de hipertensão arterial pulmonar 

são de grande relevância para o tratamento desta doença.  

Nesse sentido, o exercício físico aeróbio de intensidade moderada poderia ser 

uma estratégia terapêutica eficaz. Todavia, os efeitos do exercício aeróbico contínuo 

de intensidade moderada sobre a contratilidade, regulação do cálcio intracelular, 

morfologia e estrutura cardiopulmonar não são completamente conhecidos. Assim, é 

necessário investigar estes aspectos, pois a ampliação do conhecimento a respeito 

dessa temática possibilitará a adequação de estratégias de prescrição de treinamento 

aeróbico para indivíduos com hipertensão arterial pulmonar, de forma que se tornem 

mais seguras e eficazes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vascular-resistance
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vascular-resistance
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Geral:  

 

Avaliar os efeitos do treinamento aeróbico contínuo de intensidade moderada, 

realizado durante a progressão da hipertensão arterial pulmonar induzida por 

monocrotalina, sobre a estrutura e a função do coração e do pulmão de ratos. 

 

2.2. Específicos: 

 

Verificar se o treinamento aeróbico contínuo de intensidade moderada, 

executado durante a progressão da hipertensão induzida por monocrotalina, afeta em 

ratos:  

• A função hemodinâmica e a resistência da artéria pulmonar; 

• A tolerância ao esforço físico; 

• As dimensões de miócitos do ventrículo direito; 

• A organização tecidual dos ventrículo e pulmão direitos; 

• A função contrátil em miócitos isolados do ventrículo direito; 

• O Ca2+ intracelular transiente em miócitos isolados do ventrículo direito. 

 

 

3. HIPÓTESES 

 

H0 - Esta hipótese se contrapõe à hipótese a seguir. 

H1 - O treinamento aeróbico contínuo de intensidade moderada, realizado durante a 

progressão da hipertensão arterial pulmonar induzida por monocrotalina, atenua os 

prejuízos impostos pela doença na resistência da artéria pulmonar, na estrutura dos 

ventrículo e pulmão direitos e na função contrátil e Ca2+ intracelular transiente em 

miócitos isolados do ventrículo direito de ratos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1. Aspectos éticos 

 

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Princípios Éticos 

na Experimentação Animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA). O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais da Universidade Federal de Viçosa (CEUA-UFV) sob o protocolo nº 

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 Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Federal de 

Viçosa, MG e transportados até o Laboratório de Biologia do Exercício (BIOEX), 

situado no Departamento de Educação Física da UFV, onde aconteceram os 

procedimentos experimentais. Foram alojados em caixas de polietileno, com até 5 

ratos por caixa, mantidos em ambiente com temperatura de 22ºC ± 2ºC, regime de 

luminosidade de claro/escuro de 12 horas, umidade relativa de ~ 60% e receberam 

água filtrada e ração comercial ad libitum. Todos os animais foram pesados em 

balança digital (Rochelle, Brasil), em dias alternados, às 07h00min. A partir do 24º dia 

após a aplicação de monocrotalina ou salina, os animais foram pesados diariamente 

até o dia da eutanásia. O desenho experimental do estudo pode ser visualizado na 

figura 1. Foram formados, aleatoriamente, 4 grupos experimentais de 12 animais cada 

(6 para análises de contratilidade e transiente; e 6 para análises histomorfométricas), 

a saber: 

 

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

não foram submetidos ao treinamento;  

 

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

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

monocrotalina e não foram submetidos ao treinamento;  

 

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

monocrotalina e foram submetidos ao treinamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Desenho experimental. MC: mensuração 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 tolerância ao esforço físico 

 

 A tolerância ao esforço físico foi medida pela distância total percorrida, avaliada 

por um protocolo de exercício progressivo em esteira, como previamente descrito (64). 

Resumidamente, os ratos foram familiarizados com a esteira rolante elétrica (AVS 

Projetos®, São Paulo, Brasil) por 2 semanas. Na semana 1 foram submetidos a um 

curto período de exercício leve (5 min, sem inclinação, 5 m/ min) por 3 dias 

(alternados). Na semana 2 (10 min/dia, sem inclinação, 5m/min) por 3 dias 

(consecutivos). Vinte e quatro horas após o período de adaptação foi realizado o teste.  

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

minutos, sem inclinação, até a fadiga. O momento da fadiga foi definido e o teste 
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interrompido quando os animais não 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 após o período de tratamentos. No 12º dia de 

treinamento foi realizado o mesmo teste para ajustar a velocidade de treinamento. A 

velocidade de corrida usada no treinamento físico foi definida como 60% da 

velocidade máxima de corrida (VMC) obtida no teste de tolerância ao exercício. 

 

4.4. Indução da hipertensão arterial pulmonar  

 

 Os animais dos grupos MS e MT receberam uma única injeção intraperitoneal 

(60 mg/kg de peso corporal) de monocrotalina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 

dissolvida em solução salina (NaCl 140 mM; pH 7.4) para o desenvolvimento da HAP 

(59). O mesmo volume de solução salina (NaCl 140mM; pH 7,4) foi injetado em 

animais controles. 

 

4.5. Protocolo de treinamento físico 

 

Animais dos grupos CT e MT foram submetidos a um protocolo de treinamento 

de corrida de intensidade moderada em esteira, que iniciou 24h após a aplicação 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 sessão incluiu períodos 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 12º 

dia de treinamento as intensidades de corrida foram reajustadas, de acordo com a 

VMC obtida no teste de tolerância ao exercício. 

    

4.6. Ecocardiografia  

 

No 24º dia após a aplicação da monocrotalina ou da salina o exame 

ecocardiográfico foi realizado para avaliar a resistência da artéria pulmonar. Os 
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animais foram imobilizados por anestesia (Isoflurano 1,5% e oxigênio 100% em fluxo 

constante de 1L/min; Isoflurano, BioChimico, RJ, Brasil). As imagens foram obtidas 

enquanto os animais permaneciam em decúbito lateral. Estudos bidimensionais com 

taxa de amostragem rápida de 120 fps (frame per second) em modo M foram 

realizados utilizando-se o sistema de ultrassom MyLabTM30 (Esaote, Genoa, Itália) e 

transdutores de 11 MHz de frequência nominal.  

O ecocardiograma transtorácico bidimensional e o modo M foram obtidos em 

velocidade de varredura de 200mm/s ajustados de acordo com a frequência cardíaca. 

O fluxo da artéria pulmonar foi obtido por meio do Doppler pulsátil. As imagens foram 

coletadas de acordo com as recomendações da Sociedade Americana de 

Ecocardiografia e armazenadas para posterior análise (66). Foram avaliados o tempo 

de aceleração do fluxo na artéria pulmonar (TA) e o tempo de ejeção (TE). 

Posteriormente, a razão TA/TE foi calculada. 

 

4.7. Coleta de amostras de tecidos 

 

Foram utilizados 6 animais de cada grupo para as análises histomorfométricas. 

Os animais do grupo MS sofreram eutanásia quando manifestaram sinais clínicos de 

falha do ventrículo direito (ex. perda de 10 g do peso corporal de um dia para outro 

e/ou dispneia; cianose; letargia), que aconteceu, em média, aos 32 dias após a 

aplicação da monocrotalina. Os seus respectivos controles (grupo CS) sofreram 

eutanásia no mesmo dia. Os animais do grupo MT e CT sofreram eutanásia 48 horas 

após a última sessão de treinamento, na média de sobrevida do grupo MS (32 dias 

após a aplicação da monocrotalina). Todos os animais sofreram eutanásia por 

decapitação, sem utilização de anestesia prévia, usando-se uma guilhotina própria 

para o uso em roedores (Insight EB 271). Este método foi utilizado, pois não está 

relacionado com a percepção da dor e não contamina o material biológico a ser 

utilizado (67). Após eutanásia, o coração e os pulmões foram dissecados, pesados e 

fragmentos dos ventrículo e do pulmão direitos foram colocados em fixador histológico 

(formaldeído 10% p / v recém-preparado em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,2), por 48 

horas.  
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4.8. Isolamento de miócitos do ventrículo direito   

 

Foram utilizados 6 animais de cada grupo para as análises de dimensões, 

contração celular e cálcio intracelular transiente. O isolamento dos miócitos do 

ventrículo direito foi realizado conforme descrito anteriormente (68). Após a eutanásia, 

realizou-se uma toracotomia e o coração foi rapidamente removido, pesado em 

balança de precisão (modelo AG 200, Gehaka, Brasil) e lavado em solução básica 

contendo 750 mM de CaCl2 (Solução A, item 4.8.1) para retirar o excesso de sangue 

antes da perfusão das soluções de isolamento.  

 Após este procedimento, o coração foi transferido para uma placa de petri, a 

aorta ascendente foi fixada com um fio de sutura em uma agulha de aço inoxidável 

modificada (cânula), e o coração isolado foi colocado em um sistema de perfusão 

(Langendorff adaptado) e perfundido com a solução de isolamento (Solução A, item 

4.8.1), em um fluxo constante até que os vasos coronários estivessem limpos. 

Em seguida, trocou-se a solução de canulação para solução livre de Ca2+ 

contendo 0,1 mM de ácido tetracético etilenoglicol (EGTA) (Solução B, item 4.8.1), 

durante 6 minutos, para o rompimento dos discos intercalares entre os cardiomiócitos. 

Posteriormente, o coração foi perfundido com a solução contendo 30 mg.ml-1 de 

colagenase tipo II (Worthington, EUA), 3 mg.mL de protease e 100 µM de CaCl2 

(Solução C, item 4.8.1), durante 10 minutos, para destruição das fibras extracelulares. 

Todas as soluções utilizadas no procedimento de isolamento foram oxigenadas (O2 

100% – White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de 37ºC. Ao final da 

perfusão os ventrículos foram separados dos átrios e pesados em balança de precisão 

(Gehaka – Brasil, modelo AG 200). O ventrículo direito foi removido, pesado e 

colocado em frasco contendo solução enzimática (Solução C, item 4.8.1). O frasco foi 

agitado moderadamente durante 5 minutos, em “banho-maria” à temperatura de 37ºC, 

sendo o tecido cardíaco oxigenado (O2 100% – White Martins, Brasil). Em seguida, o 

conteúdo do frasco foi filtrado e centrifugado (3000 rpm) por 10 segundos. O 

sobrenadante foi removido e os cardiomiócitos suspendidos na solução básica 

contendo 750 mM de CaCl2. Esse processo foi repetido duas vezes. Os cardiomiócitos 

foram armazenados em refrigerador para as análises, que foram feitas em até quatro 

horas após o isolamento. 
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4.8.1. Composição das soluções 

 

As soluções utilizadas para o isolamento dos cardiomiócitos foram feitas 

usando-se um litro de uma solução básica com água ultrapura (Milli Q), com a seguinte 

composição (em mM): NaCl (130) – 7,6 g/l; MgCl2 (1,43) - 0,28 g/l; KCl (5,4) – 0,4 g/l; 

(HEPES) (10) – 0,062 g/l; glicose (10) – 1,8 g/l; taurina (20) – 2,38 g/l; e creatina (10) 

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

 

Solução A: 

Para fazer a solução de isolamento contendo 750 mM de Ca2+, foram adicionados 375 

μl de CaCl2 (1 M) em 500 ml da solução básica. 

 

Solução B: 

Para a solução de isolamento livre de Ca2+, foram adicionados 250 μl de EGTA (100 

mM) em 250 ml da solução básica. 

 

Solução C: 

Para a solução enzimática de isolamento, foram adicionados 0,030 g de colagenase 

e 0,003g de protease em 30 mL da solução básica. 

 

4.8.2. Solução de perfusão-tampão HEPES 

 

Para a mensuração da contratilidade celular e do cálcio intracelular transiente, 

os miócitos foram banhados com uma solução fisiológica contendo (em mM):  

- solução estoque: NaCl (113) – 65,99 g/l; HEPES (5) – 11,9 g/l; NaH2PO4 (1) 

– 1,42 g/l; MgSO4 (1) – 2,46 g/l; KCl (5) – 3,72 g/L;  

- solução 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 solução de perfusão-tampão HEPES, foram adicionados 

100 mL da solução-estoque, 10 mL da solução sopa e 1,8 mL de CaCl2 (1) a 890 mL 

de água ultrapura (Milli- Q). Essa solução foi equilibrada para um pH = 7,4 e mantida 

em temperatura ambiente. 
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4.9. Mensuração do comprimento, largura e volume celular 

 

Para análise das dimensões dos miócitos isolados do ventrículo direito, foram 

utilizadas 60 células por grupo. Resumidamente, os miócitos isolados foram 

acomodados em uma câmara experimental e banhados com solução de perfusão 

tampão à temperatura ambiente (~25ºC). As imagens das células foram capturadas 

por uma câmera (Myocam, Ionoptix, EUA) acoplada a um microscópio invertido (Nikon 

Eclipse – TS100, EUA) e visualizadas em um monitor de um microcomputador, com 

aumento de 400x, usando-se lente objetiva de imersão em óleo (S Fluor, 40x, Nikon, 

EUA). Para tal, utilizou-se um programa de captação de imagens (MVision 5XX, 

Ionoptix, 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 realização das medições do comprimento e da largura dos miócitos 

cardíacos, utilizou-se uma régua graduada. O sistema foi calibrado de forma que cada 

centímetro correspondeu a 12 µm. Somente foram escolhidas para as medições, as 

células que estavam em boas condições, com as bordas (direita/esquerda e 

superior/inferior) e as estriações sarcoméricas bem definidas, relaxadas em repouso, 

sem apresentar contrações voluntárias. O volume celular, dado em picolitros, foi 

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

 

Volume (pL) = comprimento (μm) x largura (μm) x (7,59 x 10-3pL/μm2) 

 

4.10. Mensuração da contração celular 

 

As contrações dos miócitos do VD foram mensuradas por meio de um sistema 

de detecção de bordas (Ionwizard, Ionoptix, EUA), montado num microscópio invertido 

(Nikon Eclipse – TS100, Japão) equipado com uma lente objetiva de imersão em óleo 

(S Fluor, 40x, Nikon, EUA), conforme descrito previamente (68). Em resumo, os 

cardiomiócitos isolados foram acomodados na câmara experimental montada em um 

microscópio invertido e banhados por solução banhados pela solução de perfusão 

tampão (solução tampão HEPES, item 4.8.2) à temperatura de 37°C. Os 
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cardiomiócitos foram estimulados externamente na frequência de 5 Hz (10 Volts, 

duração de 5 ms) usando-se um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator, 

Ionoptix, EUA). A imagem do cardiomiócito em avaliação foi capturada por uma 

câmera (Myocam, Ionoptix, EUA) acoplada ao microscópio invertido, utilizando-se um 

programa de detecção de imagens (Ionwizard, Ionoptix, EUA - frequência de 240 Hz). 

Os movimentos de contração e relaxamento do miócito foram capturados pelo sistema 

de detecção de bordas (Ionwizard, Ionoptix, EUA) e armazenados para análise 

posterior das propriedades mecânicas. Foram utilizados para os experimentos, 

somente os cardiomiócitos que estavam em boas condições, com as bordas (direita e 

esquerda) e as estriações sarcoméricas bem definidas, relaxados em repouso, sem 

apresentar contrações involuntárias.  

As variáveis analisadas foram: amplitude de contração (variação percentual do 

comprimento celular em relação ao repouso); tempo até o pico de contração (tempo 

compreendido desde a estimulação elétrica até a amplitude máxima de contração); 

tempo até 50% do relaxamento (tempo compreendido desde a amplitude máxima de 

contração até 50% do relaxamento). 

 

4.11. Mensuração do cálcio intracelular transiente  

 
As medidas do Ca2+ intracelular transiente de cardiomiócitos isolados do VD 

foram realizadas conforme descrito anteriormente (69). Em suma, as medidas foram 

feiras utilizando-se um microscópio invertido (Nikon Eclipse – TS100, EUA) equipado 

com uma lente objetiva de imersão em óleo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA). Os 

cardiomiócitos isolados foram incubados com o indicador fluorescente de Ca2+, 

permeável à membrana plasmática, Fura-2 ácido aminopolicarboxílico (Fura-2AM, 

ThermoFisher, Waltham, EUA). Esse marcador foi preparado em uma solução 

estoque a base de dimetilsulfóxido – DMSO (50 μg de Fura-2 AM em 50 μl de DMSO). 

Adicionou-se 5 μl dessa solução em 2 mL de meio celular (células suspensas na 

solução A – item 4.8.1) contidos em tubo falcon envolvido com folha fina de alumínio. 

A solução foi agitada em superfície plana por 10 minutos. Em seguida, o tubo foi 

centrifugado (3.000 rpm), removeu-se o sobrenadante e os cardiomiócitos foram 

resuspendidos em 2 mL da contendo 750 mM de CaCl2 (Solução A – item 4.8.1). 

Após esse procedimento, o tubo falcon com os cardiomiócitos foi mantido em 

um refrigerador (5º C) por 30 minutos. Todo esse procedimento descrito anteriormente 
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foi realizado sem exposição da solução e células à luz. Após os 30 minutos em 

refrigerador, o Ca2+ intracelular transiente foi medido utilizando-se um sistema de 

excitação dupla que detecta a fluorescência excitada por luz UV com comprimento de 

340 e 380 nm (Ionoptix – EUA), conforme descrito anteriormente (70). 

Resumidamente, os cardiomiócitos incubados com Fura-2 foram colocados em uma 

câmara experimental, montada em um microscópio invertido, e foram banhados pela 

solução de perfusão tampão (solução tampão HEPES, item 3.8.2) em temperatura 

ambiente. O cardiomiócito em avaliação foi posicionado dentro de uma janela 

ajustável, com bordas aparentes, e estimulados externamente na frequência de 5 Hz 

(40 Volts, duração de 5 ms) usando-se um estimulador elétrico (Myopacer, Field 

Stimulator, Ionoptix, EUA). A emissão de fluorescência foi detectada entre 340 e 380 

nm, por um tubo fotomultiplicador. A fluorescência registrada é a razão entre as 

excitações de 340 e 380 nm. Foram utilizados somente os cardiomiócitos que estavam 

em boas condições, com as bordas (direita e esquerda) e as estriações sarcoméricas 

bem definidas, relaxados em repouso, sem apresentar contrações involuntárias. Os 

registros foram sempre feitos até quatro horas após o isolamento dos cardiomiócitos.  

As variáveis analisadas foram: amplitude do Ca2+ intracelular transiente 

(340:380 nm); tempo para o pico do Ca2+ intracelular transiente (tempo compreendido 

desde a estimulação elétrica até a fluorescência máxima) e tempo para 50% do 

decaimento do Ca2+ intracelular transiente (tempo compreendido desde a 

fluorescência máxima até metade do retorno à fluorescência basal).  

 

4.12. Análises histomorfométricas  

 

As análises histomorfométricas dos ventrículo e pulmão direitos foram 

realizadas conforme descrito previamente por Bozi et al.(71). Em suma, os fragmentos 

destes órgãos foram submetidos ao processamento histológico de rotina 

(desidratação, diafanização e infiltração) e embebidos em parafina (71, 72). Em 

seguida, foram feitos cortes histológicos de 5 μm de espessura utilizando-se um 

micrótomo rotativo (Reichert-Jung 2045 Multicut, Alemanha).  

Para evitar análises repetidas da mesma área histológica, as seções foram 

avaliadas em semi-séries, usando 1 de cada 50 secções.  Foram montadas duas 

lâminas histológicas por animal, contendo 6 cortes cada. Posteriormente, as secções 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/paraffin
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foram desparafinadas, reidratadas, coradas com hematoxilina e eosina (H & E) ou 

com picrosirius red seguido por desidratação e diafanização; e as lâminas foram 

montadas.  

Os cortes histológicos corados com H & E foram usados para histopatologia 

geral (72).  As lâminas foram visualizadas e as imagens capturadas usando-se uma 

câmera digital (Olympus DP 73; Tóquio, Japão) acoplada em microscópio de luz 

(Olympus BX 53; Tóquio, Japão), por meio do aplicativo Cellsens 1.7 Image Software 

(Olympus; Tóquio, Japão). Todos os parâmetros foram determinados usando-se uma 

técnica morfométrica com uma grade com 266 interseções. 

A morfologia do ventrículo direito foi examinada com duas orientações 

diferentes. Nos cortes com orientação transversal (aumento de 40x), analisou-se a 

área de secção transversa (AST) dos miócitos (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 orientação longitudinal (aumento de 20x), foram 

analisados os percentuais de citoplasma, de núcleo e de vasos sanguíneos, usando-

se o software Image J (National Institutes of Health, EUA). Foram analisadas seis 

imagens aleatórias de cada animal. 

A morfologia do pulmão direito (37, 75) foi examinada na orientação transversal 

(aumento de 20x), para análise do percentual de lúmen alveolar, parede alveolar, 

lúmen de vaso sanguíneo, parede de vaso sanguíneo, bronquíolo 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 aleatórias de 

cada animal. Os parâmetros avaliados foram determinados usando-se a técnica 

morfométrica, onde uma grade com 266 interseções é sobreposta às imagens e as 

estruturas de interesse são contadas e os dados expressos em percentagem. 

As lâminas coradas por picrosirius red (71, 76) foram utilizadas para quantificar 

as fibras de colágeno tipo I e tipo III. As lâminas foram observadas em microscópio 

com luz polarizada (Olympus BX 53; Tokio, Japan). Dez imagens do VD e do pulmão 

foram capturadas, com aumento de 20x, usando-se uma câmera 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 aleatórias de cada 

animal. Da mesma forma, os parâmetros avaliados foram determinados usando-se a 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/histopathology
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técnica morfométrica, onde uma grade com 266 interseções é sobreposta às imagens 

e as estruturas de interesse são contadas. Nestas análises, utilizou-se a ferramenta 

“intensity range selection” para determinar as cores de interesse para as medições, 

após calibração. As fibras espessas, que sob luz polarizada manifestavam coloração 

laranja-vermelha, foram consideradas colágeno tipo I, enquanto a coloração azul-

verde foi considerada colágeno tipo III (76). A média da área ocupada pelo colágeno 

foi dividida pela média da área total da imagem e os resultados calculados em 

percentagem das fibras por área total. 

 

4.13. Análises estatísticas  

 

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. As 

comparações foram realizadas usando-se o teste de análise de variância (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 

doença (HAP vs. Controle); o efeito do treinamento físico (Treinado vs. Sedentário); e 

a interação entre os fatores. Para análise dos dados do teste de tolerância ao 

exercício, 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 são apresentados como média ± erro padrão da média. 

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

 

5.1. Massa corporal e dos órgãos 

 

Na tabela 1 estão descritos os valores da massa corporal e dos órgãos dos 

animais dos grupos experimentais. A massa corporal inicial não foi diferente entre os 

grupos (p > 0,05).  Houve efeito da doença, independente do fator treinamento, na 

massa corporal final e na massa do fígado (HAP < Controle, p < 0,05), pois os animais 

que receberam a injeção de monocrotalina presentaram menor massa corporal final e 

menor massa do fígado. Não houve efeito do treinamento (treinados = sedentários, p 

> 0,05), independente do fator doença, e não houve interação entre os fatores (p > 

0,05).  

 As massas do coração, do ventrículo direito, dos pulmões direito e esquerdo 

tiveram efeito independente do fator doença (HAP > Controle, p < 0,05), pois os 

animais HAP apresentaram maiores valores, em comparação aos controles. Todavia, 

o fator treinamento reduziu estes parâmetros (Treinado < Sedentários, p < 0,05). Foi 

observada interação entre os fatores (p < 0,05). O grupo MT apresentou valores 

inferiores de massa do coração, massa do ventrículo direito e massa do pulmão direito 

e pulmão esquerdo, comparado ao grupo MS. A massa do ventrículo esquerdo não 

foi afetada pelos tratamentos (p > 0,05). 

O fator doença, independentemente, aumentou (HAP > Controle, p < 0,05) os 

valores das razões da massa do coração/massa corporal, ventrículo direito/massa 

corporal, ventrículo direito/massa coração, ventrículo direito/ventrículo esquerdo + 

septo, pulmão direito/massa corporal e pulmão esquerdo/massa corporal. Entretanto, 

com exceção da razão do ventrículo direito/massa coração, o treinamento, 

independentemente, reduziu estes parâmetros (Treinado < Sedentário, p < 0,05). 

Houve interação entre os fatores (p < 0,05), pois o grupo MT apresentou menores 

valores das razões, comparado ao grupo MS.  
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Tabela 1. Massa corporal e dos órgãos. 

Os dados são média ± erro padrão da média. CS: controle sedentário; CT: controle treinado; MS: monocrotalina sedentário; MT: 

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

inicial e final, massa do coração, massa do VE + septo, massa dos pulmões e suas razões). Kruskal-Wallis com post hoc Dunn (VD 

e suas razões, fígado /massa corporal). a (p < 0,05) comparado ao grupo CS. b (p < 0,05) comparado ao grupo MS.

Parâmetros 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 ± 10,72a 297,50 ± 5,73 

Massa Coração (g) 1,29 ± 0,05 1,18 ± 0,04 1,42 ± 0,07a 1,14 ± 0,05b 

Massa VD (g) 0,20 ± 0,01 0,26 ± 0,02 0,36 ± 0,05a 0,26 ± 0,02b 

Massa VE + septo (g) 0,89 ± 0,07 0,87 ± 0,05 0,81 ± 0,07 0,72 ± 0,05 

Massa Pulmão direito (g) 1,31 ± 0,07 1,35 ± 0,11 2,23 ± 0,11a 1,75 ± 0,12b 

Massa Pulmão esquerdo (g) 0,72 ± 0,04 0,64 ± 0,03 1,14 ± 0,07a 0,96 ± 0,05b 

Massa Fígado (g) 13,18 ± 0,43 12,59 ± 0,59 10,48 ± 0,70a 11,69 ± 0,31 

Coração/massa corporal (mg/g) 3,78 ± 0,19 3,55 ± 0,05 5,45 ± 0,26a 3,84 ± 0,16b 

VD/massa corporal (mg/g) 0,59 ± 0,03 0,77 ± 0,07 1,33 ± 0,17a 0,87 ± 0,07b 

VD/ massa coração (mg/g) 0,16 ± 0,00 0,21 ± 0,02a 0,23 ± 0,02a 0,22 ± 0,01 

VD/ VE + septo (mg/mg) 0,23 ± 0,01 0,29 ± 0,02 0,47 ± 0,05a 0,35 ± 0,01b 

Pulmão direito/massa corporal (g/g) 3,80 ± 0,16 4,13 ± 0,37 8,17 ± 0,38a 5,91 ± 0,44b 

Pulmão esquerdo/massa corporal (g/g) 2,11 ± 0,12 1,93 ± 0,09 4,21 ± 0,28a 3,23 ± 0,18b 

Fígado/massa corporal (g/g) 38,33 ± 0,56 37,67 ± 0,81 37,88 ± 1,93 39,26 ± 0,50 
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5.2. Tolerância ao esforço físico 

 

 Na figura 2, estão representados os resultados do teste de tolerância ao 

exercício. Não houve efeito, independente, dos fatores doença (HAP = Controle, p > 

0,05) e treinamento (Treinado = Sedentário, p > 0,05) no tempo total (Fig. 2 A), 

velocidade de corrida (Fig. 2 B) e na distância de corrida (Fig. 2 C) antes da injeção 

monocrotalina ou salina (pré tratamento). 

 Todavia, após os tratamentos observou-se efeito, independente, da doença 

(HAP < Controle, p < 0,05), pois esta reduziu os referidos parâmetros. Porém, o 

treinamento, independentemente, aumentou os parâmetros (Treinado > Sedentário, p 

< 0,05). Houve interação entre os fatores (p < 0,05), pois o grupo MT apresentou maior 

tempo total, velocidade de corrida e distância de corrida, comparado ao grupo MS. 

Além disso, quando comparados os valores do tempo, da distância e da velocidade 

pré aplicação com respectivos valores pós tratamentos, foi observado que os grupos 

sendentários apresentaram valores menores (p ˂ 0,05). 

 

 

 

Figura 2. Dados do teste de tolerância ao esforço físico. (A) Tempo de corrida em 

esteira até a fadiga; (B) Velocidade de corrida em esteira até a fadiga; (C) Distância 
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corrida em esteira até a fadiga. Pré, 1 dia pré-injeção de monocrotalina ou solução 

salina. Pós, 25º dias pós-injeção de monocrotalina ou solução salina. Os dados são 

média ± erro padrão da média (12 animais por grupo). CS: controle sedentário; CT: 

controle treinado; MS: monocrotalina sedentário; 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 pós tratamentos. 

 

 

5.3. Hemodinâmica e resistência da artéria pulmonar   

 

A figura 3 apresenta resultados da resistência da artéria pulmonar. No painel A 

são apresentadas imagens representativas do fluxo da artéria pulmonar obtidas por 

meio de Doppler de onda pulsátil. Houve efeito, independente, da doença (HAP < 

Controle, p < 0,05) no tempo de aceleração do fluxo na artéria pulmonar (Fig. 3 B), no 

tempo de ejeção (Fig. 3 C) e na razão TA/TE (Fig. 3 D), pois os animais HAP 

apresentaram menores valores, em comparação aos controles. Da mesma forma, 

houve efeito, independente, do treinamento (Treinado > Sedentários, p < 0,05) no 

tempo de aceleração do fluxo na artéria pulmonar, no tempo de ejeção e na razão TA/ 

TE, onde os animais treinados apresentaram maiores valores que os sedentários (p > 

0,05). Houve interação entre os fatores (p < 0,05), pois o grupo MT apresentou maior 

razão comparado ao grupo MS. Observa-se que a redução da razão TA/TE representa 

aumento da resistência da artéria pulmonar e vice-versa.  
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Figura 3. Resistência da artéria pulmonar. (A) Imagens representativas do fluxo da 

artéria pulmonar. (B) Tempo de aceleração do fluxo na artéria pulmonar (TA). (C) 

Tempo de ejeção (TE). (D) Razão tempo de aceleração/tempo (TA/TE) medido no 24º 

dia pós-injeção de monocrotalina e solução salina. Os dados são média ± erro padrão 

da média (10-12 animais por grupo). CS: controle sedentário; CT: controle treinado; 

MS: monocrotalina sedentário; 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. Contração celular 

 

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

ventrículo direito. Observa-se que não houve efeito, independente, do fator doença 
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(HAP = Controle, p > 0,05), nem do treinamento (Sedentário = Treinado p > 0,05) na 

amplitude de contração (Fig. 4 A).  

 Quando ao tempo para o pico de contração (Fig. 4 B), houve efeito, 

independente, do fator doença (HAP > Controle, p < 0,05), onde cardiomiócitos dos 

animais HAP apresentaram maior tempo para o pico em relação aos dos animais 

controles. Entretanto, o fator treinamento, independentemente, reduziu este tempo 

(Treinado < Sedentário, p < 0,05). Houve interação entre os fatores (p < 0,05), pois o 

grupo MT apresentou menor tempo para o pico que o grupo MS.  

 

 

 

Figura 4. Contração em miócitos isolados do ventrículo direito. (A) Amplitude de 

contração. (B) Tempo para o pico de contração. (C) Tempo para 50% de relaxamento. 

Os dados são média ± erro padrão da média (13-24 células de 6 animais por grupo). 

CS: controle sedentário; CT: controle treinado; MS: monocrotalina sedentário; 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 relação ao tempo para 50% do relaxamento (Fig. 4 C), houve efeito, 

independente, do fator doença (HAP > Controle, p < 0,05), pois os animais HAP 

apresentaram maior tempo, em comparação aos controles. Da mesma forma, houve 

efeito, independente, do fator treinamento (Treinado < Sedentário, p < 0,05). Houve 

interação entre os fatores (p <0,05), pois o grupo MT apresentou menor tempo para 

50% do relaxamento que o grupo MS. 

 

 

5.5. Cálcio intracelular transiente 

 

 A figura 5 apresenta os dados do Ca2+ intracelular transiente de cardiomiócitos 

isolados do ventrículo direito. Observa-se que houve efeito, independente, do fator 

doença (HAP < Controle, p < 0,05) na amplitude do Ca2+ 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 > Sedentário, p < 0,05), 

onde os treinados apresentaram maior amplitude, em comparação aos sedentários. 

Houve interação entre os fatores (p < 0,05), pois o grupo MT apresentou maior 

amplitude que o grupo MS. 

 O tempo para o pico do Ca2+ intracelular transiente (Fig. 5 B) teve efeito, 

independente, do fator doença (HAP > Controle, p < 0,05), pois, nos cardiomiócitos 

dos animais HAP, essa variável apresentou maior valor, comparado aos controles. 

Houve efeito, independente, do fator treinamento (Treinado < Sedentário, p < 0,05), 

pois os animais treinados apresentaram menor valor que os sedentários. Houve 

interação entre os fatores (p < 0,05), onde o grupo MT apresentou menor tempo para 

o pico, comparado ao grupo MS. 

 Quanto ao tempo para 50% de decaimento do Ca2+ intracelular transiente (Fig. 

5 C), também houve efeito, independente, do fator doença (HAP > Controle, p < 0,05), 

pois os animais com HAP apresentaram valores superiores, comparados aos dos 

controles.  Houve efeito, independente, do fator treinamento (Treinado < Sedentário, 

< 0,05), pois os animais treinados apresentaram menor valor que os sedentários. 

Houve interação 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. Cálcio intracelular transiente em miócitos isolados do ventrículo direito. (A) 

Amplitude de transiente. (B) Tempo para o pico de transiente. (C) Tempo para 50% 

de relaxamento. Os dados são média ± erro padrão da média (11-57 células de 6 

animais por grupo). CS: controle sedentário; CT: controle treinado; MS: monocrotalina 

sedentário; 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. Dimensões dos miócitos do ventrículo direito 

 

a) Área de secção transversa   

 

Os dados da secção transversa dos miócitos do ventrículo direito estão 

apresentados na figura 6. O painel A apresenta fotomicrografias histológicas do VD 

com orientação transversal. Houve efeito independente do fator doença (HAP > 

Controle, p < 0,05) na área de secção transversa dos miócitos do VD (Fig. 6 B), pois, 
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independente do fator treinamento (Treinado < Sedentários, p < 0,05), onde os 

animais treinados apresentaram menor área de secção transversa que os sedentários. 

Houve interação entre os fatores (p < 0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Área de secção transversa de miócitos do ventrículo direito. (A) 

Fotomicrografias representativas do ventrículo direito, corado com H & E. Asterisco 

indica cardiomiócitos. Barra = 20 μm. (B) Porcentagem de área de secção transversa 

de miócitos do VD. Os dados são média ± erro padrão da média (10 lâminas por animal 

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

monocrotalina sedentário; 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 dimensões dos miócitos isolados do ventrículo direito estão 

apresentados na figura 7. Não foram observados efeitos da doença (HAP = Controle, 

p > 0,05), nem do treinamento (treinado = sedentários, p > 0,05) no comprimento dos 

cardiomiócitos (Fig. 7 A). Todavia, houve efeito, independente, da doença (HAP > 

Controle, p < 0,05) na largura (Fig. 7 B), razão comprimento/largura (Fig. 7 C) e volume 

dos miócitos (Fig. 7 D), pois os animais HAP apresentaram maior largura, volume e 

menor razão comprimento/largura, comparados ao que os controles. Também houve 

efeito, independente, do treinamento (treinado < sedentários, p < 0,05) nessas 

variáveis, onde os animais treinados apresentaram menor largura, volume e maior 

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

maior razão comprimento/largura, comparado ao grupo MS.  

 

 

Figura 7. Largura, comprimento e volume celular de miócitos isolados do ventrículo 

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

celular. (D) Volume celular. Os dados são média ± erro padrão da média (60 células 

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

monocrotalina sedentário; 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. Proporções histomorfométricas entre os elementos teciduais dos ventrículo 

e pulmão direitos 

 

A figura 8 apresenta fotomicrografias do ventrículo direito com orientação 

longitudinal.  Observa-se no painel A, corte histológico do ventrículo direito corado por 

hematoxilina-eosina, as fibras musculares cardíacas apresentam vasos sanguíneos  

e núcleos elípticos, às vezes com halo claro ao seu redor. Os animais dos grupos 

controles (CS e CT) mostraram organização e configuração normais dos 

cardiomiócitos. Diferente do grupo controle (CS), no grupo MS, a doença causou 

infiltrado inflamatório em diferentes regiões do tecido, coloração não linear do tecido 

e matriz extracelular desorganizada. Houve um aumento de fibras de colágeno (seta 

azul – colágeno tipo I; triangulo branco - colágeno tipo III), o que pode ser observado 

no painel B, no tecido corado com picro-sirius red. O contrário, foi observado no grupo 

MT. 

As médias por grupo dos parâmetros histomorfométricos avaliados estão 

apesentados na tabela 2.  Observou-se efeito, independente, da doença (HAP > 

Controle, p < 0,05) no percentual de núcleo, colágeno tipo I, III e colágeno total, pois 

os animais HAP apresentaram maiores porcentagem, além de uma redução (HAP < 

Controle, p < 0,05) na porcentagem de citoplasma e de colágeno tipo III, em 

comparação aos controles. Também houve efeito, independente, do treinamento 

(treinado < sedentários, p < 0,05) nessas variáveis, assim como houve interação entre 

os fatores (p < 0,05), pois o grupo MT apresentou menor percentual de núcleo e maior 

percentual de citoplasma comparado ao grupo MS. Todavia, não foram observado 

efeito, independente, do treinamento (treinado = sedentários, p > 0,05) na 

porcentagem de colágeno tipo III. 
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Figura 8. Fotomicrografias representativas do ventrículo direito. (A) Corado com H&E. 

Barra de escala = 50 µm. (Asterisco) Citoplasma de cardiomiócitos; (Seta verde) 

núcleo; (Cruz amarela) vasos sanguíneos.  (B) Corado com picrosirius red. Barra de 

escala = 50 µm. (Seta azul) Colágeno tipo I; (Triangulo branco) Colágeno tipo III. CS: 

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

monocrotalina treinado. 
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Tabela 2. Proporção histomorfométrica entre os elementos teciduais do ventrículo direito. 

Parâmetros CS CT MS MT 

Citoplasma (%)  85,65 ± 0,53 88,86 ± 0,65a 80,47 ± 1,13a 87,77 ± 0,59b 

Núcleo (%) 13,87 ± 0,53 9,83 ± 0,63a 19,20 ± 1,13a  11,79 ± 0,59b 

Vasos sanguíneos (%) 0,46 ± 0,12 1,31 ± 0,34a 0,32 ± 0,11 0,44 ± 0,10 

Colágeno Tipo I (%) 7,73 ± 0,73 5,35 ± 1,07 10,12 ± 0,95a 6,03 ± 0,89b 

Colágeno Tipo III (%)  1,57 ± 0,26 0,26 ± 0,08a 0,69 ± 0,12a 0,62 ± 0,12 

Colágeno Total (%) 9,31 ± 0,71 5,61 ± 1,12a 10,81 ± 0,96a 6,66 ± 0,91b 

 

Os dados são média ± erro padrão da média (6 lâminas por animal de 6 animais por grupo). CS: controle sedentário; CT: controle 

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

miócitos e núcleo). Kruskal-Wallis, com post hoc de Dunn (vasos sanguíneos, colágeno tipo I, III e total). a (p < 0,05) comparando 

ao grupo CS. b (p < 0,05) comparando ao grupo MS. 
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Em relação ao pulmão direito, a figura 9 apresenta fotomicrografias 

representativas. Observa-se no painel A, corte histológico do pulmão direito corado 

por hematoxilina-eosina apresentando bronquíolo, vasos sanguíneos, alvéolos. Os 

grupos controles (CS e CT) apresentaram arquitetura habitual do tecido pulmonar com 

espaço alveolar bem organizado e septos alveolares de linhas finas. No grupo MS, foi 

observado rompimento de vasos sanguíneos com hemácias dispersas ao longo do 

tecido, rompimento de bronquíolos, espaçamento do lúmen alveolar, dobramento do 

tecido, aumento do septo alveolar e infiltrado inflamatório. O tecido pulmonar do grupo 

MT apresentou uma redução de vasos e bronquíolos rompidos, dobramento do tecido, 

septo alveolar, e infiltrado inflamatório em relação ao grupo MS. 

Observa-se no painel B, no tecido corado com picrosirius red, a disposição de 

colágeno em todo o tecido pulmonar, essa disposição é mais evidenciada nos animais 

do grupo MS, principalmente ao redor dos alvéolos. Por outro lado, essas informações 

não foram visualizadas no grupo MT, nesses animais, a disposição de colágeno foi 

reduzida. 

As medias dos parâmetros histomorfométricos avaliados, por grupos, estão 

apesentados na tabela 3. Observou-se efeito, independente, do fator doença (p 

<0,05), pois, os animais HAP apresentaram menor porcentagem de lúmen alveolar e 

de vaso sanguíneo, maior percentual de parede alveolar e de vasos sanguíneos e de 

colágeno tipo I e colágeno total, em comparação aos controles. Houve também efeito, 

independente, do fator treinamento (p < 0,05), pois os animais treinados apresentaram 

maior porcentagem de lúmen alveolar e de vaso sanguíneo, menor percentual de 

parede alveolar e de colágeno tipo I e colágeno total, em comparação aos sedentários. 

Observou-se também interação entre os fatores (p<0,05), pois, o grupo MT 

apresentou maior porcentual de lúmen alveolar, de lúmen do vaso sanguíneo, menor 

percentual de parede alveolar e de colágeno comparado ao grupo MS. Não foi 

observado efeito dos fatores doença (HAP = Controle, p > 0,05) e treinamento 

(treinado = sedentários, p > 0,05) no percentual de bronquíolo, de tecido conjuntivo e 

colágeno tipo III. 
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Figura 9. Fotomicrografias representativas do pulmão direito. (A) Corte histológico 

corado com H & E. Barra de escala = 100 µm. (Seta vermelha) parede dos vasos 

sanguineos; (Seta azul) bronquíolo; (Cruz amarela) lúmen dos vasos sanguíneos; 

(Seta preta) parede alveolar; (Cruz preta) lúmen alveoloar (B) Corte histológico corado 

com picro-sirius red. Barra de escala = 50 µm. (Seta azul) Colágeno tipo I; (Triângulo 

branco) Colágeno tipo III. CS: controle sedentário; CT: controle treinado; MS: 

monocrotalina sedentário; MT: monocrotalina treinado. 
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Tabela 3. Proporção histomorfométrica entre os elementos teciduais do pulmão direito. 

Parâmetros CS CT MS MT 

Lúmen alveolar (%) 57,06 ± 2,45 60,25 ± 2,01 25,34 ± 2,03a 38,24 ± 2,59b 

Parede alveolar (%) 34,03 ± 2,45 31,96 ± 2,09 61,04 ± 2,61a 50,58 ± 2,79b 

Lúmen vaso sanguíneo (%)  1,06 ± 0,33 1,78 ± 0,32 0,66 ± 0,20a 1,63 ± 0,21b 

Parede vaso sanguíneo (%) 2,02 ± 0,45 2,07 ± 0,43 5,39 ± 0,88a 2,91 ± 0,70 

Bronquíolo (%) 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 ± 1,49a 4,03 ± 1,05 

Colágeno Tipo I (%) 6,20 ± 1,02 2,59 ± 0,52a 9,95 ± 1,12a 4,40 ± 0,61b 

Colágeno Tipo III (%) 0,07 ± 0,03 0,04 ± 0,02 0,11 ± 0,03 0,10 ± 0,04 

Colágeno Total (%) 6,17 ± 1,03 2,64 ± 0,53a 10,07 ± 1,13a 4,43 ± 1,24 b 

 

Os dados são média ± erro padrão da média da média (6 lâminas por animal de 6 animais por grupo). CS: controle sedentário; CT: 

controle treinado; MS: monocrotalina sedentário; MT: monocrotalina treinado. ANOVA two way com post hoc de Tukey (parede e 

lúmen alveolar). Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn (parede e lúmen de vasos sanguíneo, bronquíolo, tecido conjuntivo, colágeno 

tipo I, III e total). a (p < 0,05) comparado ao grupo CS. b (p < 0,05) comparado ao grupo MS. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Os objetivos deste estudo foram verificar os efeitos do treinamento aeróbico 

contínuo de intensidade moderada sobre a hemodinâmica e a resistência da artéria 

pulmonar, a estrutura dos ventrículo e pulmão direitos e sobre a função contrátil e o 

Ca2+ intracelular transiente em miócitos isolados do ventrículo direito de ratos durante 

o desenvolvimento da HAP induzida por monocrotalina. Os principais achados foram 

que este tipo de treinamento físico aumentou a tolerância ao esforço físico, preveniu 

o aumento da resistência da artéria pulmonar, a progressão dos prejuízos da 

hipertensão arterial pulmonar na contração celular (ex. redução do tempo para o pico 

e 50% de relaxamento) e no cálcio intracelular transiente (ex. aumento da amplitude 

e redução do tempo para o pico e 50% de relaxamento) em cardiomiócitos isolados 

do ventrículo direito. Ainda, preveniu a remodelação adversa do ventrículo direito (ex. 

redução da área de secção transversa, largura, volume e percentual de colágeno) e 

do pulmão direito (ex. aumento do lúmen alveolar e vascular, redução da parede 

alveolar e colágeno).  

  

6.1. Massa corporal e dos órgãos 

 

 A dose de monocrotalina administrada causou um menor ganho de massa 

corporal nos animais durante o período experimental. De acordo com Zimmer et 

al.(60), este menor ganho de massa corporal gerado pela monocrotalina é uma 

consequência da toxicidade do seu metabolismo hepático nas primeiras semanas. 

Esta toxidade pode ter prejudicado o ganho de peso, em função de que na hipertensão 

arterial pulmonar, os glóbulos vermelhos aumentam o transporte de metabólitos 

reativos da monocrotalina do fígado para o pulmão, causando lesão endotelial nos 

pulmões, (77) o que acarretará uma redução do fluxo sanguíneo com nutrientes para 

o organismo. Estudos prévios utilizando monocrotalina como modelo experimental, 

relatam uma redução na massa corporal final dos animais (78). 

A injeção de monocrotalina também levou ao aumento da massa do coração, 

do ventrículo direito e das razões: VD/massa corporal, VD/ massa coração e VD/ VE 

+ septo, indicando hipertrofia do miocárdio e do ventrículo direito. A hipertrofia do 

ventrículo direito, na HAP, ocorre porque o ventrículo é submetido a uma sobrecarga 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hypertrophy
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pressórica imposta pelo aumento da resistência da artéria pulmonar (45). Assim, esta 

hipertrofia é uma reposta compensatória que ocorre a partir do 14º dia após a indução 

do monocrotalina em resposta à progressão da HAP (60). Processos multifatoriais 

complexos nas arteríolas resultam em hipertrofia (11, 25) que, a longo prazo, está 

associada ao remodelamento adverso, tanto no coração (79), quanto no pulmão (80), 

ocasionando uma disfunção contrátil progressiva e falha cardíaca.  

O treinamento aeróbico contínuo 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 clínico. Nogueira-Ferreira et al. (44), observaram que 4 

semanas de treinamento aeróbico preveniu a hipertrofia do VD por ter melhorado a 

hemodinâmica cardíaca (ex.: diminuição da pressão sistólica e prevenção da 

disfunção diastólica do VD) e reduzido o remodelamento da artéria pulmonar (devido 

a diminuição da expressão de citocinas pró-inflamatória, ex: TWEAK), isso está 

relacionado à redução da resistência da artéria pulmonar.   

A monocrotalina aumentou a razão pulmão direito/massa corporal e pulmão 

esquerdo/massa corporal, possivelmente devido ao remodelamento vascular 

associado ao aumento na resistência da artéria pulmonar. Este remodelamento pode 

ser indicado pelo aumento de parede alveolar observado. Wang et al.  (81) relatam 

que o peso pulmonar elevado na hipertensão arterial pulmonar ocorre em 

consequência do aumento da parede alveolar. No presente estudo, o treinamento 

físico aplicado reduziu a razão pulmão direito/massa corporal e pulmão 

esquerdo/massa corporal. A redução de parede alveolar observada ajuda a explicar a 

redução nessas razões.  

 

6.2. Tolerância ao esforço físico 

 

A tolerância ao esforço físico reduziu-se de forma similar em ambos os grupos 

sedentários (CS; MS) ao longo do período experimental, o que ficou evidente com os 

dados do tempo de corrida, da velocidade de corrida e da distância percorrida durante 

o teste de esforço físico até a fadiga. Isto indica que a injeção de monocrotalina não 

influenciou esta queda na tolerância ao esforço físico ao logo do tempo avaliado. 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Souza-Rabbo%2C+Maristela+P
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  O treinamento aeróbico contínuo de intensidade moderada mostrou-se capaz 

de manter tolerância ao esforço físico dos animais de ambos os grupos treinados (MT 

e CT) de forma similar ao longo do período experimental. Este resultado indica que a 

tolerância ao esforço físico não deteriorou com a injeção de monocrotalina e corrobora 

aqueles de estudos anteriores, observados indivíduos com HAP, tanto humanos (53, 

82) quanto animais (13, 34). Embora, neste estudo, alterações nos músculos 

esqueléticos não foram avaliadas, este efeito sobre a tolerância ao esforço físico pode 

ser explicado, em parte, pelos efeitos benéficos induzidos pelo treinamento aeróbico 

contínuo no músculo esquelético, evitando a perda da função muscular, conforme 

demonstrado por Moreira-Goncalves et al. (34). Além disso, estudos anteriores 

observaram que o treinamento físico aeróbico foi capaz de melhorar estrutura e função 

cardíaca do ventrículo direito (62, 82), reatividade pulmonar (83) e eficácia da troca 

gasosa pulmonar e prevenção da hipoxemia (84). Ainda, Brow et al.(85) 

demonstraram que 6 semanas de treinamento intervalado de alta intensidade 

promove uma melhora na capacidade aeróbia de ratos, devido ao  aumento da 

expressão de eNOS pulmonar endógena, o que está diretamente relacionado ao 

aumento da produção 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. Hemodinâmica e resistência da artéria pulmonar 

 

A capacidade do ventrículo direito em adaptar-se a um aumento progressivo da 

resistência vascular pulmonar é o principal determinante da capacidade funcional e 

da taxa de sobrevida dos pacientes com HAP (20). No presente estudo, observou-se 

que 24 dias após aplicação de monocrotalina o grupo MS apresentou uma redução 

do tempo de aceleração do fluxo na artéria pulmonar (TA), do tempo de ejeção (TE) e 

da razão TA/TE, o que resultou em um aumento na resistência da artéria pulmonar, 

estimada pela diminuição da razão TA/TE, em relação ao grupo CS. Schober e Baade 

(86) relatam que a redução do tempo de aceleração do fluxo na artéria pulmonar, na 

doença, ocorre devido ao aumento da resistência que manifesta precocemente no 

leito vascular pulmonar. Devido diferenças na pós carga, o fluxo sanguíneo aórtico e 

pulmonar normal diferem morfologicamente e o tempo de ejeção tende a ser maior no 
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fluxo pulmonar (86). Além disso, o tempo de ejeção pode ser afetado pelo 

deslocamento anatômico que ocorre em pacientes com hipertensão arterial pulmonar 

no estágio avançado da doença (87). O aumento na resistência da artéria pulmonar é 

característico do modelo de HAP utilizado, pois gera uma sobrecarga e, 

consequentemente, o remodelamento patológico do ventrículo direito (79). Este 

aumento da resistência vascular na HAP tem sido associado ao aumento local de 

vasoconstritores, tais como endotelina-1 e tromboxano; e à diminuição de 

vasodilatadores, tais como óxido nítrico e prostaciclinas, os quais são derivadas do 

endotélio (11, 18). De fato, indivíduos com HAP apresentam baixos níveis de produção 

endógena de vasodilatadores, incluindo a enzima óxido nítrico sintetase endotelial 

(eNOS) e prostanóides (85, 88). 

 Por outro lado, no presente estudo, o treinamento aeróbico aplicado preveniu o 

aumento da resistência da artéria pulmonar, que estava reduzida no grupo MT. Isto 

indica um benefício do treinamento aeróbico contínuo de intensidade moderada, pois 

reflete uma redução da sobrecarga ao ventrículo direito. Esse resultado se assemelha 

aos de estudos prévios em modelos de HAP induzida por monocrotalina, que 

utilizaram o exercício aeróbico (13, 60). Tal efeito do treinamento aeróbico, pode ser 

explicado, pelo fato de que durante o exercício ocorre um aumento da tensão de 

cisalhamento mediada pelo fluxo na parede dos vasos, assim como diferentes 

estímulos humorais, ativando a fosforilação da enzima eNOS e, consequentemente, 

a liberação de NO, resultando ao remodelamento arterial benigno (48, 85, 89). Neste 

sentido, Brown et al.(85) demonstraram que o treinamento aeróbico (tanto HIIT, 

quanto de intensidade moderado) previne o remodelamento vascular, sem aumentar 

os marcadores inflamatórios e de apoptose em ratos com HAP induzida por 

monocrotalina. 

 

6.4. Contração celular e cálcio intracelular transiente  

 

 Quanto à função contrátil de miócitos isolados do VD, observou-se que a 

amplitude de contração não foi diferente entre os grupos, portanto, não foi afetada 

pelos tratamentos. Apesar disso, a amplitude do Ca2+ intracelular transiente foi 

reduzida pela injeção de monocrotalina. Isto indica que os prejuízos impostos pela 
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HAP nestes animais, estão associados à regulação de cálcio intracelular, conforme já 

demonstrado por estudos anteriores (34, 62, 90).  

Outro prejuízo da injeção de monocrotalina foi o prolongamento dos tempos 

para o pico de contração e para 50% de relaxamento, o que foi acompanhado pelos 

tempos para o pico e para 50% do decaimento do Ca2+ intracelular transiente. O 

aumento no tempo para o pico de contração, está associado ao maior tempo para o 

pico do Ca2+ intracelular transiente, principalmente em função de atraso na liberação 

de Ca2+ do reticulo sarcoplasmático (RS) pelos canais receptores de rianodina (RyR2). 

Quanto ao prolongamento dos tempos para 50% do relaxamento, que está associado 

ao maior tempo para 50% do decaimento do Ca2+ intracelular transiente, isto pode ser 

explicado, principalmente, pelo atraso na recaptação de Ca2+ do citosol para o RS, via 

SERCA2a (Ca2+ ATPase do RS) e PLB (fosfolambam) (91, 92). No presente estudo, 

as principais proteínas reguladoras de Ca2+ nos cardiomiócitos não foram 

mensuradas. Todavia, estudos prévios (34, 62) demonstraram que as proteínas 

SERCA2a e RyR2 estavam reduzidas no ventrículo direito de ratos com HAP induzida 

por monocrotalina.  

Mais importante, observou-se, no presente estudo, que o treinamento aeróbico 

aplicado reduziu os tempos para 50% de relaxamento da contração e para decaimento 

do Ca2+ intracelular transiente. Em animais normais, sem HAP, sabe-se que estas 

adaptações ao treinamento físico aeróbico ocorrem devido ao  aumento da expressão 

da SERCA2a, FLB, RyR2 e dos canais NCX nos miócitos cardíacos (90). Em animais 

com HAP, foi demonstrado que o ventrículo direito de ratos submetidos ao treinamento 

aeróbico de intensidade moderada em esteira rolante exibiram maior expressão da 

proteína SERCA2a, sem alterações na expressão do RyR2 e FLB (34). 

 

6.5. Histomorfometria do ventrículo direito 

 

a) Dimensões dos miócitos  

 

A morfologia dos cardiomiócitos é um importante indicador de hipertrofia 

cardíaca  (74). No presente estudo, observou-se que a HAP induziu aumento da 

largura e redução da razão comprimento/largura dos miócitos do VD. O volume de 

miócitos isolados do ventrículo direito de ratos tratados com monocrotalina também 
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aumentou. O aumento do volume ocorreu, possivelmente, pelo aumento da largura, o 

que reflete o aumento na área da secção transversal das células. Estes dados indicam 

uma hipertrofia do tipo concêntrica no VD, característica da HAP. Adicionalmente, 

houve um aumento da porcentagem de núcleo, o que pode estar relacionado ao 

aumento de outros tipos celulares não-miócitos (como: fibroblastos, células 

endoteliais, mastócitos e células musculares lisas vasculares). Estes achados são 

compatíveis com hipertrofia cardíaca patológica e estão em concordância com o 

aumento da massa do VD e das razões (VD/massa corporal, VD/coração, 

VD/VE+septo), observadas nos animais do grupo HAP.  Este tipo de remodelamento 

do VD é característico desse modelo de HAP e está associado à regulação negativa 

da cascata fosfoinositide ‐ 3 ‐ quinase (PI3K) / proteína quinase B (Akt) / via de 

mamíferos alvo da rapamicina (mTOR), ao aumento de colágeno e da resistência da 

artéria pulmonar, conforme demonstrado neste estudo e por estudos anteriores (13, 

34, 90, 93). 

Em relação aos efeitos do treinamento aeróbico, os resultados mostram que o 

programa de exercício aplicado reduziu a área de secção transversa e o volume dos 

miócitos isolados do VD. Isso ocorreu, provavelmente, em resposta à redução da 

resistência da artéria pulmonar que, por sua vez reduz a sobrecarga ao VD. De fato, 

tem sido demonstrado que o treinamento aeróbico pode atenuar o remodelamento 

adverso do VD neste modelo de HAP (34). Adicionalmente, Pacagnelli et al.(62) 

demonstram que três semanas de treinamento aeróbico reduziu a área de secção 

transversa atenuando, assim, o remodelamento adverso do VD.  

 

b) Estruturas celulares e extracelulares   

 

O ventrículo direito dos animais que foram injetados com monocrotalina 

apresentou porcentagem de citoplasma dos miócitos reduzida e porcentagens de 

núcleo e colágeno aumentadas. Essas são alterações indicativas de remodelamento 

e fibrose, cujo acúmulo de fibrose tem um impacto negativo na função cardíaca, 

afetando a rigidez cardíaca, promovendo arritmias e prejudicando a difusão de 

oxigênio para os cardiomiócitos (27). Em contraste, o programa de exercício aeróbico 

aplicado aumentou a porcentagem do citoplasma de miócitos e reduziu a porcentagem 

de núcleo e de colágeno. Esses achados corroboram com os do estudo de Moreira-
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Gonçalves et al. (34). Eles sugerem que uns dos fatores que podem explicar a melhora 

da função cardíaca nos animais treinados com exercício aeróbico contínuo é o efeito 

anti-inflamatório do exercício (ex.: induz menor expressão de TNFα/IL10). Da mesma 

forma, o exercício aeróbico exerce efeito anti-fibrótico, além de regular os níveis de 

mRNA da ET-1 e VEGF no VD e, consequentemente, há redução da disposição de 

colágeno e de apoptose no VD. Há relatos também que o treinamento aeróbico atenua 

o remodelamento cardíaco patológico, pois pode modular subgrupos de linfócitos T 

circulantes e melhor o perfil alterado de citocinas circulantes na HAP (94, 95). 

 

6.6. Histomorfometria do pulmão direito 

 

 O pulmão direito dos animais injetados com monocrotalina (grupo MS) 

apresentaram espessamento e aumento das paredes alveolares e remodelação dos 

vasos pulmonares, em conjunto com aumento de colágeno. Além disso, foi observado 

um aumento proeminente de rompimento de vasos sanguíneos com hemácias 

dispersas ao longo do tecido, assim como fibrocolágeno ao redor dos alvéolos e 

excesso de infiltrado inflamatório. Essas alterações são consistentes com as 

reportadas em estudos anteriores (75, 96, 97). De acordo com Wu et al.(37) essas 

alterações na estrutura pulmonar desencadeiam o remodelamento vascular, devido à 

proliferação de células musculares lisas na artéria pulmonar, micro-trombose, 

aumento de infiltrado inflamatório, aumento da disposição de colágeno, estresse no 

reticulo endoplasmático, aumento da expressão de BCL-2, associado à proliferação 

excessiva de células endoteliais.  

Nogueira-Ferreira et al. (44) atribuíram essas alterações à diminuição do 

receptor  TGF-β, diminuição da proteína BMPRII, aumento de citocinas inflamatórias 

e vasoconstrição pulmonar sustentada. Adicionalmente, Cool et al.(80) relataram que 

essas anormalidades estruturais estão associadas à lesão plexiforme, caracterizada 

por proliferação de células endoteliais, que podem ser misturadas com células 

musculares lisas da artéria pulmonar, levando à ruptura e obliteração de lúmens 

vasculares, aumento dos níveis de ET-1, aumento da pressão arterial pulmonar e, 

consequentemente, disfunção do VD, progredindo para HAP grave. A lesão plexiforme 

é frequentemente precedida pelo aumento de colágeno, conforme evidenciado no 

presente estudo.  Ainda, os mesmos autores (80), sugerem que essas alterações 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/transforming-growth-factor-beta
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desencadeiam o aumento do fluxo sanguíneo da circulação pulmonar, gerando um 

estresse mecânico que pode levar a alterações na expressão de genes específicos 

nas células endoteliais que revestem os vasos, ocasionando o aumento da resistência 

vascular pulmonar. 

Quanto ao treinamento aeróbico contínuo aplicado, este preveniu o 

espaçamento do lúmen alveolar, tornando as paredes dos alvéolos mais finas e 

delicadas. Possivelmente, isto previne progressão da remodelação vascular e 

consequentemente o desenvolvimento da HAP estabelecida, uma vez que o grupo 

MT apresentou valores destes parâmetros similares aos dos animais controles. Sabe-

se que o treinamento aeróbico estimula a produção de óxido nítrico, um fator de 

relaxamento vascular que também desempenha um papel importante no reparo e 

regeneração vascular (11). Assim, como consequência a alta pressão arterial 

pulmonar na HAP pode ser aliviada (96).  

A manutenção do lúmen vascular está relacionada à diminuição da resistência 

ao fluxo sanguíneo. De fato, no presente estudo os resultados da ecocardiografia 

mostraram que a resistência da artéria pulmonar foi atenuada pelo treinamento 

aeróbico aplicado. O estudo de Colombo et al.(13) mostrou que o exercício aeróbico 

promove um aumento da sinalização de H2O2 / VEGF / p-Akt para a angiogênese 

fisiológica pulmonar em animais com HAP melhorando, assim, a função do VD. Deve-

se notar que as alterações provocadas no tecido pulmonar desencadeiam 

mecanismos compensatórios no coração, essencialmente no VD, ao reduzir a 

sobrecarga pressórica neste.  

 

 

7. CONCLUSÕES 

 

 O treinamento aeróbico contínuo de intensidade moderada previne o aumento 

da resistência da artéria pulmonar, previne o remodelamento adverso dos ventrículo 

e pulmão direitos, além de promover benefícios à contração e ao cálcio intracelular 

transiente em miócitos isolados do ventrículo direito durante a progressão da HAP 

induzida por monocrotalina em ratos. Juntos, estes efeitos resultam em maior 

tolerância ao esforço físico. 
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