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RESUMO

SOARES, Ledncio Lopes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2018. Efeitos do
treinamento fisico sobre a estrutura e a funcao contratil de cardiomidcitos do ventriculo
direito em ratos com hipertensio arterial pulmonar induzida por monocrotalina.
Orientador: Antonio José Natali. Coorientadores: Emily Correna Carlo Reis, Miguel Araujo
Carneiro Junior e Thales Nicolau Primola Gomes.

O objetivo geral desta dissertagdo foi examinar os efeitos do treinamento fisico sobre a
estrutura e a fungdo do miocardio e sobre a fungdo contratil e o Ca®" intracelular transiente de
cardiomiocitos do ventriculo direito em ratos com hipertensdo arterial pulmonar (HAP)
induzida por monocrotalina (MCT). O primeiro capitulo trata de uma revisdo sistematica para
examinar as adaptacoes funcionais e estruturais do coracdo ao treinamento fisico em modelos
animais de HAP e destacar os mecanismos celulares ¢ moleculares responsaveis pelos
beneficios do exercicio para individuos com HAP. Nesta, foram utilizados artigos originais
publicados até agosto de 2017, que abordaram o efeito do exercicio fisico sobre adaptacdes
bioquimicas, mecanicas e moleculares do miocardio em modelo de HAP. Estes artigos
mostraram que o treinamento fisico aerobio e exercicio intermitente interferem positivamente
na hemodindmica, fung¢do e estrutura do miocardio que, por sua vez, reduz a deposicdo de
colageno e fibrose cardiaca, melhora o perfil de proteinas que regulam atividades celulares e a
via de respostas inflamatérias que sdo prejuizos impostos pela HAP melhorando, assim, a
tolerdncia ao exercicio ¢ a sobrevida dos animais com HAP. Concluiu-se que treinamento
fisico aerdbio de intensidade moderada e exercicio intermitente contribui para melhora em
parametros cardiovasculares e para a sobrevida dos animais com HAP. O segundo capitulo
trata do experimento para examinar os efeitos do treinamento em corrida voluntaria, realizado
durante a fase de desenvolvimento da HAP, sobre a estrutura do VD, a contratilidade € o
célcio intracelular transiente (Ca** intracelular transiente) de midcitos isolados do VD de ratos
com HAP induzida por MCT. Neste, ratos Wistar foram divididos em cinco grupos:
sedentério controle (SC, n=12); sedentario com falha cardiaca (SF, n=12); exercitado controle
(EC, n=8); exercitado com os parametros avaliados na média de sobrevida (+ 1 dia) dos
animais SF para comparacdo temporal (EM, n=12) e exercitado com falha cardiaca (EF,
n=12). Os animais dos grupos EC, EM e EF tiveram livre acesso a roda de corrida voluntaria.
O grupo EM teve os parametros avaliados na média de sobrevivéncia dos animais SF para
comparagdo temporal. Os animais dos grupos EF, SF e EM receberam uma injecao
intraperitoneal (60 mg/kg de peso corporal) de MCT, enquanto os controles (EC e SC)

receberam a mesma dose de solucdo salina. A tolerancia ao esforgo fisico foi calculada

Xi



através do tempo total até a fadiga (TTF) e a razdo tempo de aceleragdo e tempo de ejecdo
(TA/TE) foi calculada através de exame ecocardiografico. Apds manifestacdo dos sinais da
falha cardiaca (SF, EF, EC e SC) parametros teciduais e celulares foram avaliados. No grupo
EM isto ocorreu no 24° dia apds injecdo de MCT. Mostrou-se que o treinamento de corrida
voluntaria retardou o aparecimento dos sinais de falha cardiaca (SF = ~24 dias; EF=~29 dias,
p<0,05), aumentou a tolerancia ao exercicio (21° dia p6s-MCT: EC = 35,99 + 3,61 min; EF =
35,90 £+ 5,14 min; EM = 39,79 + 5,14 min; SF = 19,34 + 1,24 min; p<0,05. 27° dia p6s-MCT:
EC = 36,51 £ 1,96 min; SF = 14,89 + 1,84 min; 26,19 + 5,11 min; p<0,05.) e retardou os
prejuizos no TA/TE (22° dia p6s-MCT: SC = 0,52 + 0,02; EC = 0,52 + 0,01; SF = 0,38 +
0,03; EF = 0,38 + 0,03; p<0,05. 24* dia p6s-MCT: SC = 0,46 + 0,01; EC = 0,52 + 0,02; SF =
0,35+ 0,02 EF = 0,36 + 0,02; EM (23° dia) = 0,44 + 0,02, p <0,05). Em nivel tecidual, o
exercicio retardou os prejuizos nos percentuais de cardiomiocitos (SC = 89,43 + 1,06 %; EM
= 88,81 + 1,06 %; EF = 82,30 = 1,01 %; SF = 75,39 + 1,16 %; p <0,05) e de matriz
extracelular (SC = 10,57 + 1,06 %; EM = 11,19 + 0,58 %; EF = 17,70 + 1,02 %, SF = 24,61 +
1,16 %; p <0,05) reduzido pela HAP. Em nivel celular, o exercicio retardou os prejuizos
impostos pela HAP nos parametros de contratilidade (aumentou a amplitude e reduziu os
tempos para o pico de contragdo e para 50% de relaxamento) e de Ca®" intracelular transiente
(aumentou a amplitude e reduziu os tempos para o pico ¢ para 50% de decaimento) de
cardiomiocitos do VD (EM vs. EF e SF, p <0,05). Concluiu-se que o exercicio voluntario ¢é
capaz de promover beneficios a estrutura tecidual do VD e a fungdo contratil de
cardiomiocitos isolados do VD em ratos com HAP induzida por MCT. Estas melhoras
indicam contribui¢do positiva do exercicio fisico voluntario na tolerancia ao esforco fisico e

para retardar o desenvolvimento da falha cardiaca nestes animais.
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ABSTRACT

SOARES, Leoéncio Lopes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2018. Effects of
physical training on the structure and contractile function of right ventricular
cardiomyocytes in rats with monochrotalin-induced pulmonary arterial hypertension.
Adviser: Antonio José Natali. Co-advisers: Emily Correna Carlo Reis, Miguel Araujo
Carneiro Junior and Thales Nicolau Primola Gomes.

The general objective of this dissertation was to examine the effects of physical training on
myocardial structure and function and on the contractile function and transient intracellular
calcium of cardiomyocytes isolated from the right ventricle (RV) of rats with pulmonary
arterial hypertension (PAH) induced by monocrotaline (MCT). The first chapter addresses a
systematic review to examine the functional and structural adaptations of the heart to physical
training in animal models of PAH and to highlight the cellular and molecular mechanisms
responsible for the benefits of exercise for individuals with PAH. In this review, were used
original articles published until August 2017, which addressed the effect of physical exercise
on biochemical, mechanical and molecular adaptations of the myocardium in the PAH model.
These articles have shown that aerobic physical training and intermittent exercise positively
interfere with myocardial hemodynamics, function and structure, which in turn reduces
collagen deposition and cardiac fibrosis, improves the profile of proteins that regulate cellular
activities and the pathway of inflammatory responses that are damages caused by PAH, thus
improving tolerance to exercise and survival of animals with PAH. It was concluded that
aerobic physical training of moderate intensity and intermittent exercise contributes to an
improvement in cardiovascular parameters and to the survival of the animals. The second
chapter deals with the experiment to examine the effects of training in voluntary running
during the developmental phase of PAH on RV structure, contractility, and transient
intracellular calcium (Ca®") of myocytes isolated from the RV of rats with MCT-induced
PAH. In this trial, Wistar rats were divided into five groups: sedentary control (SC, n = 12);
sedentary heart failure (SF, = 12); exercised control (EC, n = 12); exercised with the
parameters evaluated in the mean survival (= 1 day) of SF animals for temporal comparison
(AE, n = 12) and exercised with heart failure (EF, n = 12). Animals from the EC, AE and EF
groups had free access to the voluntary running wheel. The AE group had the parameters
evaluated in the mean survival of SF animals for temporal comparison. Animals of the EF, SF
and AE groups received an intraperitoneal injection (60 mg/kg body weight) of MCT, while
controls (EC and SC) received the same dose of saline solution. Physical effort tolerance was

measured through the total exercise time until fatigue (TTF) and the ratio of acceleration time
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and ejection time (AT/ET) by echocardiographic examination. After manifestation of the
signs of heart failure (SF, EF, EC and SC) tissue and cellular parameters were evaluated. In
the AE group this occurred on the 24th day after injection of MCT. Voluntary physical
exercise was shown to delay the onset of signs of cardiac failure (SF = ~ 24 days; EF = ~ 29
days, p < 0.05), increased exercise tolerance (21% day after MCT: EC = 35.99 + 3.61 min; EF
=35.90 £ 5.14 min; AE = 39.79 £ 5.14 min; SF = 19.34 + 1.24 min; p < 0.05. 27" day after
MCT: EC = 36.51 £ 1.96 min; SF = 14.89 + 1.84 min; SC 26.19 = 5.11 min; p < 0.05), and
delayed the reduction in AT/TE (22" day after MCT: SC = 0.52 + 0.02; EC = 0.52 £ 0.01; SF
=0.38+0.03; EF = 0.38 £ 0.03; p < 0.05. 24" day after MCT: SC = 0.46 = 0.01; EC = 0.52 +
0.02; SF =0.35 = 0.02 EF = 0.36 + 0.02; AE (23™ day) = 0.44 + 0.02 p < 0.05). At the tissue
level, exercise delayed the losses in the percentages of cardiomyocytes (SC = 89.43 + 1.06 %,
AE = 88.81 £1.06 %, EF =82.30 £ 1.01 %, SF =75.39 £ 1.16 %, p < 0.05) and extracellular
matrix (SC =10.57 £1.06 %; AE=11.19 + 0.58 %; EF = 17.70 = 1.02 %; SF =24.61 + 1.16
%; p <0.05) reduced by PAH At the cellular level, exercise delayed HAP impairment in
contractility parameters (increased the amplitude and reduced the time for peak and for 50%
relaxation) and transient intracellular Ca®" (raised the amplitude and decreased the time for
peak and for 50% of decay) in cardiomyocytes of the RV (AE vs. EF e SF, p < 0.05). It was
concluded that voluntary exercise is capable of promoting benefits to the RV tissue structure
and the contractile function of cardiomyocytes isolated from RV in rats with MCT-induced
PAH. These improvements indicate a positive contribution of voluntary physical exercise to

tolerance of physical effort and to delay the development of heart failure in these animals.
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1-INTRODUCAO

A hipertensdo pulmonar (HP) ¢ uma doenga de rapida progressdo que afeta mais de 25
milhdes de individuos em todo o mundo e, na maioria das vezes, ¢ fatal (1). A HP foi
previamente classificada como primaria ou secundaria, conforme auséncia ou presenga de um
agente causal ou fatores de risco identificados (2). Atualmente, uma classificagdo clinica ¢é
estabelecida para individualizar diferentes categorias de HP de acordo com achados
patologicos, caracteristicas hemodinamicas e tratamentos semelhantes. Esta classificac@o
relaciona-se com as cinco principais etiologias, incluindo doengas cardiacas esquerdas,
doencas respiratorias e/ou hipoxia, doenga tromboembolica cronica, mecanismos
multifatoriais pouco claros e hipertensdo arterial pulmonar (HAP) (3).

A hipertensdo arterial pulmonar, o subtipo mais frequente da HP, ¢ uma doenca
progressiva do sistema vascular pulmonar. Definida como vasculopatia pulmonar, essa ¢
caracterizada por pressdo arterial pulmonar média em repouso (PAPm) acima de 25 mmHg e
pressio capilar pulmonar menor que 15 mmHg (4). E causada pelo fluxo sanguineo restrito na
circulagdo arterial pulmonar, a combinagdo de disfuncdo endotelial e aumento da
contratilidade das pequenas artérias pulmonares (PAs). Isto ocorre devido a proliferagdo e
remodelagdo das células musculares lisas endoteliais, trombose in sifu, resisténcia a apoptose,
inflamacdo e fibrose mediada por um dramatico remodelamento da matriz extracelular das
artérias e arteriolas pulmonares, que resulta em aumento da resisténcia vascular pulmonar
(RVP) e, em ultima instancia, na falha cardiaca (4-6).

O aumento cronico da RVP leva a um aumento na poés-carga do ventriculo direito
(VD). Essa sobrecarga gera uma resposta adaptativa ou remodelamento adverso do VD, que
resulta em hipertrofia associada a aumento da tensdo passiva dos sarcomeros, deposicdo de
colageno na matriz extracelular e fibrose no miocardio, inflamag¢do e apoptose celular e,
consequentemente, disfuncdo contratil (6). Este quadro conduz a insuficiéncia ventricular
direita @ medida que os danos estruturais e funcionais progridem (7). A Falha cardiaca ¢ a
maior causa de morte entre os pacientes com HAP (8, 9).

Os sintomas da HAP, como falta de ar com esforgo fisico, fadiga, letargia, retencdo de
liquidos, edema nos membros inferiores e pré-sincope/sincope estdo quase todos relacionados
a um declinio progressivo da funcdo cardiaca direita. Além disso, ineficiéncia ventilatoria e
perda de massa muscular associada a reduzida capilarizacdo muscular contribuem para uma
pior oxigenagdo, intolerancia ao esforco fisico e consequente declinio da qualidade de vida

dos pacientes (10). Essas caracteristicas surgem por causa do aumento progressivo da RVP e



da consequente sobrecarga cronica do VD ao ponto que esse comega a se dilatar e a falhar,
uma vez que esse se torna incapaz de atender a demanda crescente da pos-carga (4, 5).

O uso de modelos animais para o estudo da HAP (hipoxia cronica; lesdo por
monocrotalina [MCT]; MCT e pneumonectomia; Sugen 5416 ¢ hipoxia ¢ camundongos
knockout) tem sido usados para a compreensio dos mecanismos celulares ¢ moleculares
envolvidos na patologia da doenca, assim como para a descoberta de alvos terapéuticos. Um
dos modelos mais utilizados ¢ HAP induzida por MCT. Esse modelo tém como
caracteristicas: aumentos da migracao e proliferacdo de células musculares lisas da circulagio
pulmonar, hipertrofia de vasos e espessamento das artérias pulmonares proximais e
adventicia, fibrose e enrijecimento arterial. Além disso, a lesdo por MCT, promove
inflamacdo da adventicia, particularmente o acimulo de macrofagos, danos hepaticos e renais
significativos e, consequentemente, doenga veno-oclusiva hepatica, hipertrofia ¢ disfungdo
significativa do VD, o que ¢ imprescindivel para entendimentos dos mecanismos envolvidos
na HP (11, 12).

Em nivel celular, varios mecanismos contribuem para o remodelamento patologico do
VD sobrecarregado por pressdo, incluindo aumento dos niveis de espécies reativas de
oxigénio, ativagdo das vias apoptoticas e ativacdo neuro-hormonal (ex. vias adrenérgicas)
(13). Além disso, assim como no ventriculo esquerdo (VE) com sobrecarga de pressdo,
aumento na razdo das miosinas de cadeia pesada alfa e beta (3/aMCP), proliferacdo celular,
inflamagdo e apoptose sdo evidenciados no VD de modelos com HAP (14). Estudos em
animais ¢ humanos sustentam um papel da inflamagdo no ventriculo direito com sobrecarga
de pressdo, demonstrando que os neutrofilos e macréfagos podem estar envolvidos no
remodelamento do VD durante a HAP (14, 15).

Os cardiomiocitos do VD em modelos de HAP comumente apresentam anormalidades
no acoplamento excitagdo-contragdo (16, 17), sendo a relagdo contragdo-frequéncia apresenta-
se negativa (18), o que esta associada a uma queda na amplitude do calcio (Ca*") intracelular
transiente (19, 20). Na falha cardiaca direita induzida por HAP, a regulacdo alterada do ciclo
intracelular de Ca®" contribui para que a movimentagdio do Ca’?’ intracelular transiente
frequentemente seja menor e mais lento, o que conduz a disfungdo contratil e a reducao da
capacidade de responder a demandas contrateis (21). Essas alteragdes no acoplamento
excitagdo-contragdo presentes na HAP, por sua vez, estdo associadas a disturbios na expressdo

e atividade de proteinas reguladoras do Ca®> *, como fosfolambana (FLB), SERCA2a (Ca*'



ATPase do RS), receptor de rianodina tipo 2 (RyR2) e canal trocador de sodio calcio (NCX)
(16, 17).

Devido as caracteristicas clinicas e ao progndstico da doenga, os tratamentos da HAP
tem evoluido consideravelmente ao longo da ultima década em consequéncia, em parte, aos
avancos no conhecimento da patobiologia da doenga em humanos e em modelos animais.
Esses tratamentos t€ém como objetivo, dado os graves disturbios hemodindmicos causados
pela HAP, reduzir a pressdo arterial pulmonar e normalizar o débito cardiaco (DC). Outro
objetivo importante ¢ reverter, ou pelo menos prevenir, a progressio da doenga a fim de
aumentar a sobrevida dos pascientes com HAP (9).

O exercicio fisico tem sido reconhecido e recomendado como ferramenta terapéutica
ndo farmacologica em varias doencas, dentre elas as pulmonares (ex. doenga pulmonar
obstrutiva cronica, asma ¢ fibrose cistica) e as doengas cardiovasculares (ex. hipertensdo,
doenca coronariana e falha cardiaca) (22). Embora o conhecimento acerca dos beneficios do
exercicio fisico sobre o sistema cardiovascular esteja bem estabelecido, continua a ser testado
se o exercicio fisico regular pode atenuar ou reverter as complicagdes impostas pela HAP.
Apesar das limitagdes impostas pela HAP, crescem as evidéncias em humanos (23-28) e em
modelos animais (18, 29-32) de que o exercicio fisico pode promover efeitos benéficos aos
individuos com HAP. Os resultados positivos globais observados nos estudos com humanos
sdo traduzidos por: melhora na qualidade de vida e capacidade funcional, aumento da
capacidade de exercicio e da eficiéncia ventilatoria, melhora da fungdo cardiaca global,
clasticidade arterial e do miocardio, metabolismo muscular, combate ao estresse oxidativo, ao
processo inflamatdrio e ao remodelamento cardiopulmonar adverso presente (18, 29-34)

Modelos animais de HAP, principalmente a induzida por MCT, tém sido utilizados
também para o estudo dos efeitos do exercicio fisico sobre a estrutura e a fungdo do
miocardio. Recentes revisdes (35, 36) apresentaram que o treinamento fisico aerdbico de
intensidades baixa e moderada e o exercicio intermitente, inclusive a corrida voluntaria em
roda, contribuem para melhora da estrutura ¢ da hemodinamica cardiaca. Em nivel celular,
esses tipos de exercicio contribuem para reduzir a deposicdo de colageno e a fibrose no
miocardio direito, para a melhora da contratilidade de cardiomidcitos e do perfil de proteinas
que regulam atividades celulares, para preservar e/ou diminuir a relacdo B/aMCP e para a
melhora das respostas inflamatorias que sdo impostos pela HAP. Apesar dos avangos no
conhecimento neste tema, os efeitos de exercicio fisico sobre o acoplamento excitagdo-

contragdo e sobre as alteragdes na regulagdo do Ca?" intracelular que impactam a estabilidade



funcional do VD na falha cardiaca ainda ndo sdo completamente conhecidos em modelo de
HAP induzida por MCT. Tal conhecimento ¢ importante para o melhor entendimento sobre as

contribui¢des do exercicio fisico para a saude do miocardio de pacientes com HAP.

2-OBJETIVOS
2.1-Geral

O objetivo deste estudo foi examinar os efeitos do treinamento fisico sobre a estrutura
e a funcdo do miocardio e sobre a funcdo contratil e o Ca’" intracelular transiente de
cardiomiocitos do ventriculo direito em ratos com hipertensao arterial pulmonar induzida por

monocrotalina.

2.2-Especificos
2.2.1. Revisar a literatura referente as adaptacdes cardiacas funcionais e estruturais ao
treinamento fisico em modelos animais de HAP, e destacar os mecanismos celulares e
moleculares que expliquem os beneficios do exercicio aos individuos com HAP.
2.2.2. Verificar se o exercicio de corrida voluntdria realizado durante o
desenvolvimento da HAP induzida por MCT em ratos afeta:
a) A sobrevivéncia;
b) A tolerancia ao esforgo fisico;
¢) A hemodinamica da artéria pulmonar;
d) A morfometria tecidual do VD;

e¢) A contratilidade e o Ca?" intracelular transiente em cardiomidcitos isolados do VD.

Para tal, foram realizados dois estudos. Para atingir o objetivo 2.2.1, realizou-se uma
revisdo sistematica da literatura atual. Para atingir o objetivo 2.2.2, realizou-se um estudo

experimental.
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Summary

Aims: - Patients of pulmonary arterial hypertension (PAH) exhibit reduced functional capacity
and exercise tolerance. Despite the evidences that exercise training is beneficial to this
population, it is still being tested whether regular physical exercise can mitigate the
complications of PAH. The aim of this review was to point out the cardiac functional and
structural adaptations to exercise training in animal models of PAH, and highlight the cellular
and molecular mechanisms underlying the benefits of exercise to individuals with PAH.

News: - A systematic review of original articles published in PubMed and ScienceDirect
databases was conducted by two independent researchers. Relevant information on animal
model, exercise protocol, cardiac functional and structural adaptations was extracted and
discussed. The results show that in rats with monocrotaline-induced PAH (50 — 60 mg/kg
body weight), the predominant model used, aerobic continuous (treadmill running) and
intermittent (voluntary wheel running) exercise training of moderate intensity, performed
either prior or during the development of PAH, promote benefits to the myocardium.
Moreover, the articles reveal that the cardiac function (i.e. restoration of right ventricle
systolic and diastolic pressure, AT/ET ratio, TAPSE and cardiomyocyte contractility) and
structure (i.e. reduced hypertrophy and fibrosis; improved profile of proteins related to
cellular contraction and inflammatory response) are enhanced by exercise training.
Furthermore, these exercise adaptations result in augmented exercise capacity and survival of
animals with PAH.

Conclusion: - Regular aerobic exercise of moderate intensity promotes cellular and molecular
adaptations that improve myocardial function and structure along with increased exercise

tolerance and survival.

KEY WORDS: Physical activity; Cardiac remodeling; Pulmonary circulation; Heart diseases



1. Introduction

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a syndrome caused by restricted blood flow
in the pulmonary arterial circulation, resulting in augmented pulmonary vascular resistance,
which chronically leads to heart failure [1]. The predominant cause of increased pulmonary
vascular resistance is the reduction of vascular luminal cross section due to the adverse
remodeling produced by excessive cell proliferation and reduced rates of apoptosis in the
arteries and arterioles of the pulmonary circulation [2].

The chronic increase in pulmonary vascular resistance leads to a surge in the right
ventricle (RV) afterload [3]. Such overload generates an adverse remodeling of the RV,
resulting in hypertrophy associated with increased sarcomeric passive tension (i.e. reduced
titin phosphorylation), fibrosis (i.e. increased collagen deposition in the extracellular matrix)
and cellular apoptosis leading to a progressive contractile dysfunction [4]. A compensatory
RV chamber dilatation allows an enhanced preload which maintains the volume of blood
flow, despite the reduced fraction of shortening. As structural and functional damages
progress, RV failure is established. Such insufficiency is characterized by increased filling
pressures, diastolic dysfunction and diminishing cardiac output associated with tricuspid
regurgitation due to annular dilatation and weak leaflet coaptation [2]. Heart failure is the
leading cause of death among patients with PAH [5, 6].

Pulmonary arterial hypertension has a poor prognosis, which is evidenced by survival
rates that can be less than 3 years in the absence of treatment [7]. At the moment, the survival
prognosis for patients with PAH has been determined by the functionality of the RV, and
while it maintains its function, the patients remain with few symptoms [3]. Thus, the
knowledge of new strategies that contributes to the improvement or maintenance of cardiac
function along with the attenuation of the disease progression is paramount for this field of
science.

The treatments for PAH have evolved considerably over the last decade due, in part, to
advances in the knowledge of the pathobiology of the disease. These treatments aim, given
the severe hemodynamic disturbances caused by PAH, to reduce pulmonary arterial pressure
and normalize cardiac output. Another important goal is to reverse, or at least prevent, the
progression of the disease in order to raise the survival of patients with PAH [1].

Physical exercise has been recognized as a non-pharmacological therapeutic tool in
several chronic diseases. However, it is still being tested whether regular physical exercise

can mitigate or reverse the complications of PAH. Cellular changes along with augmented
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oxidative stress and changes in hemodynamic variables reduce functional capacity and
exercise tolerance due to lower cardiac output. Despite these limitations imposed by PAH,
there is a growing body of evidences in humans [8-14] and in animal models [15-18] that
exercise training may promote beneficial effects on individuals with PAH, although there is
no consensus on the exercise type, intensity and duration of exercise. The overall positive
results observed in human studies are translated into: improvement in quality of life and
functional capacity, increase in exercise capacity and ventilatory efficiency, improvement of
global cardiac function, arterial and myocardial elasticity, muscle metabolism, in opposition
to the oxidative stress, inflammatory process and adverse cardiopulmonary remodeling
present [15-17, 19-21].

The use of animal models of PAH has contributed to the understanding of the cellular
and molecular mechanisms involved in the pathology of the disease, as well as to the
discovery of therapeutic targets. In these models, different degrees of remodeling of the
pulmonary artery and arterioles (e.g. thickening of the intima by increased proliferation and
migration of local satellite cells, hypertrophy of the media and adventitia cells, accumulation
of fibroblasts in the adventitia, enlarged vessel wall thickness and arterial stiffness) are found
which results in a surge in pulmonary arterial pressure with consequent RV remodeling and
dysfunction [22, 23]. Hence, these models have also been used to study the effects of exercise
training on cardiac function and structure. Therefore, the aim of this review was to point out
the cardiac functional and structural adaptations to exercise training in animal models of
PAH, and highlight the cellular and molecular mechanisms underlying the benefits of exercise

to individuals with PAH.

2. Methods

2.1. Search strategies

In this study, we carried out a systematic review of the original articles published until
September 2017 that addressed the effect of exercise training on biochemical, mechanical and
molecular adaptations of the myocardium in the PAH model. In this review were followed the
criteria established by the Prism system (Preferred reporting items for systematic reviews and
meta-analysis), designed to guide such studies [24, 25].

The search was conducted in the PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) and
ScienceDirect (http://www.sciencedirect.com/) databases using, either isolated or combined,

the following descriptors: pulmonary arterial hypertension; physical exercise; heart;
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cardiomyocytes and rats. We used original studies published in full that had fit the established
inclusion criteria.

The selected articles were evaluated and classified according to the methodological
criteria proposed by Jadad and colleagues [26], which qualifies the studies on a scale of points
from 1 to 5, considering the randomization process, the appropriate description of methods,
the report of losses and exclusions, among others. According to the authors, a test that reaches
less than three points is of low methodological quality. Two independent researchers
performed the search and selection of articles.

2.2. Inclusion and exclusion criteria
The original articles included in this study tested the effects of acute and/or chronic
exercise on animal models of PAH. The exclusion criteria were:
e Review articles;
e Studies with humans;
o Articles without intervention with physical exercise;
e Repeated studies;

o Studies using pharmacological agents other than those for the development of PAH.

Initially, the authors approved the articles by reading the title to check if they met the
objectives of the study. After verifying the inclusion and exclusion criteria of the study, the
selected articles were analyzed in order to extract the data of interest. The flowchart of the

search and selection process is shown in figure 1.

2.3. Data analysis
The analysis of the articles sought to extract data related to the PAH model, exercise
protocol and tolerance, the myocardium functional and structural adaptations to exercise as

well as the cellular and molecular related mechanisms, and survival.
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PubMed Science Direct

¢ '

Articles found (n=233)

Articles excluded after exclusion criteria:

(n=220)

1) Review Articles;

2) Human studies;

2) Articles without exercise intervention;

3) Repeated studies;

4) Studies using pharmacological agents other than

those for pulmonary arterial hypertension induction.

Studies selected for review (n=13)

Figure 1. Diagram of the article selection process.

3. Results

3.1. Animal models

The analyzed parameters related to animal models are presented in table 1. In the
majority of studies, 84.6% (n= 11), male Wistar rats with body mass between 130 and 320 g
were submitted to the experimental protocols for the development of PAH [15-18, 27-33].
Only 15.4% (n=2) of the studies used Sprague-Dawley rats weighing approximately 300 g
[34, 35]. For the induction of PAH, a single intraperitoneal injection of 40, 50 or 60 mg/kg of
monocrotaline was administered, where the animals developed stable PAH (dose: 40 mg/kg
body weight [16, 31]) or progressive PAH (50-60 mg/kg body weight [15-18, 27-30, 32-34]).

Monocrotaline [(3R, 4R, 5R)-4,5,8,10,12,13,13aR,13bR-actahydro-4,5-dihydroxy-
3.,4,5-trimethyl-2H-[ 1,6]dioxacycloundecino[2,3,4-gh]pyrrolizine-2,6(3H)-dione], molecular
formula (Ci6H23NOgs) and molecular weight (325,361 g/mol) is a plant-derived toxin
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(Crotalaria spectabilis) that causes damage to endothelial cells, massive subsequent
mononuclear infiltration in the perivascular regions of the arterioles and pulmonary arteries
and, when applied in rats, leads to the development of stable or progressive PAH in
approximately three weeks [36-38].

In addition to monocrotaline-induced PAH, only one study used a pharmacological
agent called Sugen 5416 (SU5416), a vascular endothelial growth factor receptor antagonist,
with subsequent exposure of the animal to normobaric hypoxia (10% O,) for 3 weeks [35].
The combination of SU5416 (20 mg/kg body weight) with chronic hypoxia is known to cause

lesions in the pulmonary arteries and arterioles in rats and consequently lead to PAH [39].

3.2. Exercise training protocols

In the selected studies, continuous exercise (i.e. running on treadmill) and intermittent
exercise (i.e. voluntary wheel running) were used as intervention protocols (Table 1). The
treadmill running intensity was determined by different parameters, such as percentage of
maximum oxygen consumption (% VOzmax) (n = 08), percentage of VO; reserve (% VO2R) (n
= 01), lactate threshold (n = 01) and running speed (n = 02). Thus, exercise intensities varied
between 50-70% VOzmax [15, 16, 27, 28, 30-33], 75% % VO2R [34], running speed in which
the lactate threshold did not exceed 1.0 mmol/L[29] and proposed running speed of 30m/min
[17, 35]. To determine the VOzmax, % VO2R and lactate threshold, progressive treadmill
running protocols were performed. Only one study used the voluntary wheel running [18].
This type of exercise is considered intermittent running, since the animals (rats) intercalate
rest periods with periods of ~ 2 minutes of running in intensities that can reach 45m/min (high
intensity) and a heart rate above 500bpm [40, 41].

The exercise training protocols in 76.9% (n = 10) of the studies, lasted 2-4 weeks after
the PAH induction, being interrupted when the clinical signs (i.e. 10% loss of body weight
overnight, dyspnea and piloerection) were present in the animals. With the exception of the
voluntary wheel running program [18], where animals exercise free seven days per week,
treadmill running sessions were conducted five days a week (i.e. Monday to Friday), lasting
50-60 minutes [15, 17, 27-29, 32, 33] or 30 minutes of continuous exercise per session [16,
31]. Regarding the acute exercise protocol, one selected study used a single treadmill running
session of 45 min [34] and another one used treadmill running progressive test until fatigue on

the fifth, eighth, and thirteenth weeks throughout the experiment [35].
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For all treadmill running protocols studied, the animals were submitted to one- to two-

weeks of adaptation, with progressive intensity (speed) and duration, until reaching the

intensity and duration planned for the exercise training.

Table 1. Animal models, exercise protocols and main effects on cardiac function and

structure.
Study Animal strain Drug Exercise Main Qualification
and BW dosage protocols Effects (Jadad et al.,,
1996)*
Souza-Rabbo, = Male Wistar Monocrotaline Treadmill | pPRVH; 4
et al., 2008. rats. (60 mg/kg BW)  running (50 min, 1 Survival
(160 -180 g) 5 d/wk, 5 wk) at
0.9 kmv/h.
Handoko et Male Wistar Monocrotaline Treadmill — CO 5
al., 2009. rats. (60 mg/kg BW)  running (30 min, | Collagen
(150 -175 g) 5 d/wk, 4 wk) at deposition
50% VO, max. | Fibrosis
1 RV capilarization
| Survival in
progressive PAH
1 Exercise capacity
in stable PAH
Colombo et Male Wistar Monocrotaline Treadmill | PA thickness 5
al., 2013. rats (60 mg/kg BW) running | RV interstitial
139+ 15 ¢). (60 min, 5 d/wk, volume
3 wk) at 60% 1 myocardial
VO, max. capillarity
| EDP
Colombo et Male Wistar Monocrotaline Treadmill —AT/ET 5
al., 2015. rats. (60 mg/kg BW)  running (60 min, | pPRVH
(146 £ 16 g) 5d/wk, 3 wk)at | Hydrogen Peroxide
60% VO, max. 1 p-Akt
| Apoptotic proteins
Brown et al., Male Monocrotaline Treadmill | RVSP 5
2015. Sprague— (50 mg/kg BW) running 1 eNOS activity
Dawley rats. (45 min at 75%
(300g) reserve VO»).
Hargett et al., Male Sugen 5416 Treadmill < Exercise capacity 4
2015. Sprague— (20 mg/kg BW) running
Dawley rats (3 sessions).
(160 —200 g)
Colombo et Male Wistar Monocrotaline Treadmill < RV SF 5
al., 2016. rats. (60 mg/kg BW) running < RV DF
(315+34 9) (60 min, 5 d/wk, 1T FAC
3 wk) at 60% T RVFS
VO, max.
Natali et al., Male Wistar Monocrotaline Voluntary | pPRVH; 4
2015. rats. (60 mg/kg BW) running 1 Survival;
(200 g) (3 to 4 weeks). lcardiac
remodeling;
T myocyte
contractility
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Table 1. (Continued)

Study Animal Drug Exercise Main Qualification
strain and dosage protocols Effects (Jadad et al.,
BW 1996)%
Moreira- Male Wistar Monocrotaline Treadmill | pPRVH; 5
Gongalves et rats (60 mg/kg BW) running (60 Restored RHR;
al., 2016. (~150 g) min, 5d/wk, 2 or Restored EDP and
4 wk) at 30 TAU; Restored
m/min. MAICR;
1 TAPSE;
| BNP;
«— SERCAZ2a;
| Collagen;
| Bp/aMHC;
| ET-1;
1 VEGF;
| TNF-o;
1 Survival.
Nogueira- Male Wistar Monocrotaline Treadmill Prevented BW 5
Ferreira et al., rats. (60 mg/kg BW) running (60 decrease;
2016. (150 g) min, 5 d/wk, 4 |PA hypertrophy;
wk) at 25m/min. | Bp/aMHC;
< Atrogin-1;
} PRVH;
Restored EDP,TAU;
|Fibrosis;
| Inflammation;
Pacagnelli et Male Wistar Monocrotaline Treadmill Restored PA flow; 4
al., 2016. rats. (60 mg/kg BW) running (60 | pPRVH
(206 £ 16 g) min, 5 d/wk, 11 | LPO
wk) blood lactate 1 SOD activity
< Immol/l.
Enache et al., Male Wistar Monocrotaline Downhill (15°) | pRVH; 4
2017. rats. (40 mg/kg BW)  treadmill running < Survival
(224+89) (33 min, 5 d/wk,
4 wk) at 65%
VO, max.
Zimmer et Male Wistar Not Treadmill | AT/ET. 5
al., 2017. rats. Reported running (60
(100 £20 g) min, 5 d/wk, 3
wk) at 60% VO,
max.

AT/ET, acceleration time to ejection time ratio; BNP, brain natriuretic peptide; BW, body weight; CO, cardiac
output; DF, diastolic function; EDP, end-diastole pressure; eNOS, nitric oxide synthase enzyme; FS, fractional
shortening; LPO, lipid peroxidation; MHC, myosin heavy chain; MAICR, myocardial acceleration in
isovolumetric contraction and relaxation; PA, pulmonary artery; PAH, pulmonary arterial hypertension; RHR,
resting heart rate; pRVH, pathological right ventricle hypertrophy; SOD, superoxide dismutase; SP, systolic
pressure; SF, systolic function; TAU, time constant of isovolumetric relaxation; PVR, peripheral vascular

resistance; VEGF, vascular endothelial growth factor; 1, increase; <, maintenance; |, decrease.
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3.3. Cardiac functional adaptations

In seven studies (53.84%) the authors evaluated the hemodynamic function of the
animals by echocardiography (Table 1) [16, 27-31, 34]. They showed that monocrotaline
injection (i.e. 40 or 60 mg/kg body weigh) resulted in increased peripheral vascular resistance
[17, 32], systolic blood pressure and diastolic pressure in the RV [16, 27, 28, 31-33], and end-
systolic volume-pressure relationship. Monocrotaline also impaired the diastolic function
[17], reduced the heart rate [17, 27], caused premature development of heart failure, worsened
RV contractility and relaxation, and decreased pulmonary artery flow velocity [16, 29]. It was
also observed that the rate of acceleration/ejection time of the pulmonary artery was lower in
the animals with PAH [30, 32, 33]. Taken together, these results evidence heart failure
induced by PAH characterized by RV dysfunction.

During exercise (i.e. acute effects), animals with PAH presented a reduction in RV
systolic pressure measured after a single treadmill running session for 45 min eliciting 75%
VO2R [34]. Regarding the chronic effects of exercise on the cardiac hemodynamics of
animals with PAH, different benefits such as normalization of the pulmonary artery flow
velocity [29], maintenance of RV systolic pressure [28] and of the end-diastolic pressure and
ventricular pressure decay time, and attenuation of the RV systolic and diastolic dysfunction
[30] were observed. In addition, reestablishment of resting heart rate, reduction of changes in
the myocardial acceleration during isovolumetric contraction and isovolumetric relaxation
time, as well as inhibition of changes in the maximum systolic velocity of the tricuspid
annular plane and in the eccentricity index were found [17].

Moreover, when performed prior to PAH induction (pre-PAH), exercise training
normalized end-diastolic pressure and diastolic function, and decreased the Fulton index [i.e.
ventricular weight/(left ventricular + septum weight)] [27]. Furthermore, the study by
Handoko and colleagues demonstrated that a treadmill training program (30 min/day; at ~
50% VO2mx) for four weeks in animals with progressive and stable PAH caused a more
pronounced decrease in the cardiac output (CO) of animals with progressive PAH, as
compared to those in the control group, whereas a lower change in CO was observed in
animals with stable PAH than in their controls [16].

At the cellular level, PAH also causes impairment in the contractile function of
cardiomyocytes. In this sense, Natali and colleagues [18] evaluated the effects of voluntary
running during the development of PAH (i.e. ~ four weeks) on the contractile function of

cardiomyocytes isolated from the RV of rats, in response to different stimulation frequencies
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(1Hz, 3Hz, 5SHz and 7Hz). They observed that exercise improved the contractile function of
cardiomyocytes from monocrotaline-treated animals prior to the development of cardiac
failure compared to cardiomyocytes from animals that developed cardiac failure, which was

translated into raised survival of trained animals.

3.4. Cardiac structural adaptations

Because of RV overload, PAH also causes cardiac structural adaptations or
remodeling. In all the studies analyzed (Table 1), it was observed that PAH leads to RV
hypertrophy, demonstrated by augmented RV to body weight ratio, RV to left ventricle
weight ratio and cross-sectional area of cardiomyocytes [15-18, 27-35]. Concerning the
effects of exercise training (low- and moderate-intensity treadmill running, and intermittent
wheel running), in six studies (46%) a reduction in PAH-induced RV hypertrophy was found
[15, 18, 27, 29, 31, 35]. However, in other studies exercise training (i.e. moderate intensity)
did not affect the PAH-induced RV hypertrophy [ 16, 28, 30].

Looking at the extracellular matrix level, sedentary animals with progressive PAH
exhibit significantly high amounts of cardiac fibrosis [16, 17, 27]. Three to four weeks of
moderate-intensity aerobic exercise performed prior to the development of PAH prevented
this process, and low- and moderate-intensity exercise training post-PAH development
decreased collagen deposition and cardiac fibrosis [16, 17, 27]. In respect to RV
capillarization, which is decreased in stable PAH, five weeks of moderate-intensity exercise
restored it to the values of control groups [16, 28].

The contractile function of cardiomyocytes is directly associated with Ca®" ion
homeostasis, which is involved both in the excitability of cardiomyocytes and in the
activation of subcellular events, which activate the contractile filaments, promoting cellular
contraction [42]. As for the expression of Ca?" regulatory proteins in the RV, PAH is known
to decrease gene and protein expressions of ryanodine receptors (RyRs), phospholamban
(PLB) and sarcoplasmic reticulum Ca®" ATPase 2a (SERCA2a) [17, 29]. The study by
Pacagnelli et al. [29] showed that 13 weeks of moderate-intensity exercise prior to PAH
induction did not restore the reference values for RyRs, PLB and SERCA2a. On the other
hand, Moreira-Gongalves et al. [17] demonstrated that four weeks of moderate-intensity
exercise performed immediately after PAH induction and that two-weeks of the same exercise
started two weeks after PAH induction were able to reestablish the levels of PLB and

SERCAZ2a to the normal levels of these proteins.
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The effects of a moderate-intensity exercise for four weeks prior to and following the
development of PAH on the myosin heavy chain (MHC) isoform profile in the RV were
assessed [27]. Significant increases were observed in the total MHC isoforms (o + ) and in
the f/a MHC ratio in sedentary animals, and these changes have disappeared in animals
submitted to exercise [27]. Moreira-Gongalves and colleagues [17] also observed a significant
augment in the B/o MHC ratio in animals with PAH, being moderate- intensity exercise for
four weeks able to increase the MHC a isoform, thus decreasing the /o MHC ratio. In this
study, they also showed that brain natriuretic peptide (BNP) mRNA levels in the RV were
significantly increased in animals with PAH, and when submitted to exercise training there
was a normalization of BNP secretion. Moreover, they observed that PAH caused a decrease
in the gene expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) in the RV of diseased
animals, whereas exercise training preserved such decreasing.

The inflammatory response in the RV of rats with PAH is also changed. For instance,
high levels of the pro-inflammatory cytokine (TNF-a) were found in the RV of animals with
PAH [17, 27]. Although a 45 min-session of exercise at 75% VO2R did not raise the number
of inflammatory cells and did not trigger RV apoptosis in rats with PAH [34], animals
submitted to a moderate-intensity exercise training for four weeks showed improvements in
the inflammatory state [17]. For instance, Nogueira-Ferreira and colleagues [27] observed that
animals submitted to moderate-intensity exercise training for four weeks had a reduction in
the expression of tumor necrosis factor-inducing factor (TWEAK) receptors, compared to
control group. TWEAK is a member of the TNF receptor superfamily, a cell surface
associated transmembrane protein linked to stimulation of cell growth, induction of
inflammatory cytokines and stimulation of apoptosis [43].

PAH also augments the expression of NF-kf subunits (p100/p52 and Rel-B) [27],
which may be involved in the cellular response to stimuli such as oxidative stress, which
plays a key role in regulating the immune response to infection [43]. Regarding exercise
training, a moderate-intensity exercise program of four weeks prior to the development of
PAH attenuated the overexpression of these NF-kf signaling mediators [27].

It has been shown that proteins involved in apoptosis such as Bax, Bcl-2 and caspase-3
[44] are altered in the RV of rats with PAH (i.e. increased Bax/Bcl2 ratio and caspase-3
activity) [32]. In this way, a moderate-intensity exercise training of five weeks was not able to
alleviate the changed Bax/Bcl2 ratio, though it attenuated the expression of caspase-3, thereby

diminishing apoptosis signaling [32].
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The protein E3 ligase atrogin-1 involved in the muscular atrophy process is also
increased in the RV of rats with PAH [27]. Notwithstanding, in animals submitted to an
aerobic exercise program prior to the development of PAH the atrogin-1 expression did not
increase, indicating a protective effect of exercise-training to the onset of cardiac remodeling
in rats with PAH [27].

Taken together, the results presented here support the benefits of regular aerobic
exercise to the cardiac structure and function in the PAH models. Despite some divergent
results [16, 31], such benefits can be translated into improved exercise tolerance and survival

of the animals [15, 17, 18].

4. Discussion

In this review we thought to point out the functional and structural adaptations of the
myocardium to exercise training in animal models of PAH, and highlight the cellular and
molecular mechanisms underlying the benefits of exercise. Looking at exercise variables (e.g.
type, intensity and duration), we observed that aerobic exercise of moderate intensity both
prior to and after PAH induction positively interferes with myocardial function and structure,
besides increasing the exercise tolerance and survival of the animals.

Regarding the structure and hemodynamics of the myocardium, it was observed that
aerobic exercise of low to moderate intensity (i.e.30 to 60 min) for three to four weeks and
intermittent exercise (voluntary wheel running) training during the development of PAH
caused important cardiac adaptations, such as reduction of pathological RV hypertrophy, RV
systolic pressure, normalization of pulmonary artery flow velocity, stabilization of RV
systolic and diastolic functions, normalization of end-diastolic pressure and, consequently,
normalization of diastolic function.

Concomitantly to hemodynamic adaptations, aerobic exercise of moderate intensity for
about four weeks is capable of reducing collagen deposition and cardiac fibrosis, improving
the profile of proteins that regulate cellular activities, preserving and/or decrease the B/a
MHC ratio and improve the pathway of inflammatory responses that are impaired by PAH.

PAH imposes an adverse remodeling to the RV, including hypertrophy, associated
with extended interstitial fibrosis, in response to pulmonary artery thickening and increased
afterload [45]. Moreover, animals with PAH exhibit enlarged interstitial volume concomitant

with excessive collagen increase in the extracellular matrix [46]. The accumulation of fibrosis
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has a negative impact on cardiac function and hemodynamics, as it raises myocardial
stiffness, promoting arrhythmias and damaging the tissue oxygen diffusion [47].

Sedentary animals with PAH have shown an increased P/a-MHC ratio which is
associated with the reduced rate of the myosin ATPase enzyme, slowing the rate of myocyte
contraction [48]. In this sense, aerobic exercise for four weeks performed either prior to or
after PAH induction partially prevented cardiac hypertrophy as well as the overexpression of
the B-MHC isoform and cardiac fibrosis [17, 27]. Such exercise adaptations contributed to the
improvement of cardiac function and hemodynamics in animals with PAH.

The pathological cardiac responses induced by PAH differ from those physiological
responses induced by aerobic exercise training, since the duration of the stimulus in response
to physical training is intermittent, whereas in the pathology this stimulus is chronic.
Therefore, it is possible the benefits of physical exercise on cardiac function and
hemodynamics in patients with PAH are related to the physiological cardiac adaptations at the
cellular level, such as augmented phosphorylation of Ca*" regulatory proteins such as RyR2
and FLB [49, 50], normalization of SERCA2a and NCX activity, restoration of Ca>"
concentration of RS, reduction of diastolic Ca>* leakage from SR and increase of transverse
tubules [51], which contributes to attenuating myocardial dysfunction.

In this sense, studies evaluating the gene expression of Ca?* regulatory proteins in the
RV of rats with PAH showed that aerobic exercise training of moderate intensity for three to
four three to weeks, was not able to reestablish the expression of RyR2, however, it restored
the expression of SERCA2a to the normal levels [17, 29], which might have contributed to
the improved RV contractile function in these animals. In fact, voluntary running improved
the contractile function of single RV myocytes from monocrotaline-treated animals prior to
the development of heart failure [18].

The exercise-induced benefits to cardiac microcirculation might be present in PAH
individuals submitted to exercise since there is a direct link between angiogenesis, cardiac
hypertrophy and cardiac function. For instance, insufficient cardiac microvascular growth has
recently been identified as an important underlying mechanism in the transition from
compensatory hypertrophy to heart failure [52]. In addition, promotion of cardiac
angiogenesis restores relative capillary deficit, improves coronary flow reserve, and restores
cardiac dysfunction under chronic pressure overload [53]. The effect of three weeks of

moderate-intensity exercise (60 min/session) on the RV microcirculation of rats with PAH
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was assessed. Such exercise training increased RV capillarization and reestablished the
interstitial volume in these animals [28].

Inflammation is evident in cardiac diseases. TNF-a, for example, is known to increase
pulmonary vascular reactivity and potentiate platelet-activating  factor-induced
vasoconstriction, which leads to RV dysfunction [54]. Additionally, the TWEAK receptor
modulates multiple biological responses, such as proliferation, differentiation, inflammation,
apoptosis, and angiogenesis, and was recently acknowledged to contribute to cardiac
dysfunction in chronic heart failure, myocardial infarction [55] and PAH [56]. Furthermore,
the transcription factor NF-kf in involved in the regulation of cardiac hypertrophy and
fibrosis in the diseased heart. The activation of the p65 subunit is related to cardiomyocyte
survival and cardiac homeostasis, while the p50 subunit appears to antagonize the
development of cardiac hypertrophy and fibrosis [27, 57]. In regard with the exercise benefits,
exercise training of moderate intensity was able to counteract inflammation (i.e. reduced
expression of TNF-o and NF-kP) [17], and to diminish the expression of TWEAK receptors
[27] in the heart of a rat model for PAH.

Changes in the ubiquitin/proteasome system are crucial for cardiac remodeling in
response to pathological stresses. For instance, the regulation of muscle RING-finger protein-
1 (MuRF1), atrogin-1 and TRAF6 E3 ligases have been shown to promote cardiac
dysfunction [58]. Moreover, the transcription of atrogin-1 can be directly induced by FoxO3
through the IGF-1/PI3K/Akt signaling axis and its inhibition is related to the prevention of
pathological cardiac hypertrophy [59]. Concerning the exercise influence, four weeks of
moderate-intensity treadmill running prior to PAH induction prevented the increase in
atrogin-1 expression in the heart of animals with PAH [27].

In healthy individuals, exercise may promote an acute reduction of pulmonary
vascular resistance, secondary to vasodilation of blood vessels [60]. A study by Grunig and
colleagues [61] evaluated the effects of physical exercise on patients with different types of
PAH and revealed a reduction in exercise-induced resting pulmonary vascular resistance. In
addition, the dominant vasoconstrictor component in resting PAH can be decreased by acute
acrobic exercise of moderate intensity [34]. Such exercise benefit was attained through
activation of eNOS and increased NO production.

The improvements in the myocardial function and structure are welcome to prevent
the worsening of cardiac dysfunctions and, consequently, to provide a better quality of life to

individuals with PAH. Therefore, information gained through the current review may be
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useful in developing and implementing interventions to encourage continued participation in
the exercise strategy of rehabilitation for such patients. As such, these results are important to
professionals and to patients with PAH, inasmuch it provides a basis for understanding the
mechanisms by which exercise training benefits the cardiac function, leading to enhanced
exercise tolerance and survival in this population.

Finally, the findings on studies using animal models of PAH pointed out in this review
give us a better understanding on the contributions of physical exercise to the health of
patients with PAH, especially on the cellular and molecular mechanisms underlying the
beneficial effects of exercise training performed either prior to or during the development of
this disease. Therefore, we believe that regular physical exercise can mitigate the

complications of PAH.

5. Conclusion

In conclusion, the most used model to study the effects of physical exercise on PAH so
far is that induced by a unique intraperitoneal injection of MCT in Wistar rats. In this model,
aerobic exercise training of moderate intensity performed either prior to or after PAH
induction leads to improvements in the myocardial function and structure, observed at the

cellular and molecular levels, and increases the exercise tolerance and survival of animals.
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Resumo

Fundamento: A falha cardiaca direita ¢ a principal causa de morte em pacientes com
Hipertensao Arterial Pulmonar (HAP). Diante de restrigdes no tratamento da disfungdo do
ventriculo direito (VD), estudos sobre estratégias para a manuten¢do da funcdo cardiaca sdo
necessarios.

Objetivo: Examinar os efeitos do treinamento em corrida voluntaria, realizado durante o
desenvolvimento da HAP, sobre a estrutura do VD, a contratilidade e o cilcio (Ca®")
intracelular transiente de miocitos isolados do VD de ratos com HAP induzida por
monocrotalina (MCT).

Métodos: Ratos Wistar (~200g) foram divididos em cinco grupos: sedentario controle (SC,
n=12); sedentario com falha cardiaca (SF,=12); exercitado controle (EC, n=8); exercitado
média (EM, n=12) e exercitado com falha cardiaca (EF, n=12). Os animais dos grupos EC,
EM e EF tiveram livre acesso a roda de corrida voluntaria. O grupo EM teve os parametros
avaliados na média de sobrevida (+ 1 dia) dos animais SF para compara¢do temporal. Os
animais dos grupos EF, SF ¢ EM receberam uma inje¢do intraperitoneal (60 mg/kg de peso
corporal) de monocrotalina (MCT), enquanto os controles (EC ¢ SC) receberam a mesma
dose de solucdo salina. O tempo total até a fadiga (TTF) em corrida em esteira, um indice de
tolerancia ao esforgo fisico, foi medido antes da aplicagdo de MCT, nos 21°, 27 ° (grupos EC,
EF, SC e SF) e no 23° (grupo EM) dias ap6s aplicagdo. A avaliagdo ecocardiografica foi
realizada nos 22°, 25° (grupos: EC, EF, SC e SF) e 24° (grupo: EM) dias apds a aplicagdo de
MCT. Apo6s manifestacdo dos sinais da falha cardiaca (SF, EF, EC e SC) parametros teciduais
(histomorfometria) e celulares (contratilidade e Ca®" intracelular transiente) foram avaliados.
No grupo EM (n=8) isto ocorreu no 24° dia apds injecdo de MCT.

Resultados: O treinamento em corrida voluntéria retardou o aparecimento dos sinais de falha
cardiaca (SF = ~24 dias; EF= ~29 dias, p<0,05), aumentou a tolerancia ao esforgo fisico ¢
retardou os prejuizos na resisténcia da artéria pulmonar (TA/TE). Em nivel tecidual, nos
animais EF, o treinamento aumentou a area de sec¢do transversa de cardiomidcitos, enquanto
no EM o treinamento retardou os prejuizos no percentual de cardiomidcitos reduzido pela
HAP e o percentual de matiz extracelular aumentado pela HAP. Em nivel celular, nos animais
EM, o treinamento retardou a progressdo dos prejuizos da HAP sobre os parametros de
contratilidade (amplitude e tempos para o pico e para 50% de relaxamento) e de Ca?*
intracelular transiente (amplitude e tempos para o pico e para 50% de decaimento) em

cardiomiocitos do VD.
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Conclusio: O treinamento em corrida voluntaria promove beneficios a estrutura tecidual do
VD, assim como a contratilidade e ao Ca®" intracelular transiente em midcitos isolados do VD
de ratos com HAP induzida por MCT. Estas melhoras indicam contribui¢do positiva do
exercicio fisico voluntario na tolerancia ao esforgo fisico e para retardar o desenvolvimento da
falha cardiaca nestes animais.

Palavras-chave: corrida voluntaria; esforgo fisico; matriz extracelular; monocrotalina; falha

cardiaca.
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Abstract

Background: Right heart failure is the leading cause of death in patients with Pulmonary
Arterial Hypertension (PAH). Faced with the restrictions in the treatment of right ventricular
(RV) dysfunction, studies on strategies for the maintenance of cardiac function are necessary.
Objective: To examine the effects of training in voluntary running during the development of
PAH on RV structure, contractility and transient intracellular calcium (Ca®") of myocytes
isolated from RV of rats with monocrotaline-induced PAH (MCT).

Methods: Wistar rats (~ 200g) were divided into five groups: sedentary control (SC, n = 12);
sedentary heart failure (SF, = 12); exercised control (EC, n = 12); average exercised (AE, n =
12) and exercised with heart failure (EF, n = 12). Animals from groups EC, AE and EF had
free access to the voluntary running wheel. The AE group had the parameters evaluated in the
mean survival (+ 1 day) of SF animals for temporal comparison. Animals of the EF, SF and
AE groups received an intraperitoneal (60 mg/kg body weight) injection of monocrotaline
(MCT), while control groups (EC and SC) received the same dose of saline solution. The total
exercise time until fatigue (TTF) in treadmill running, a physical effort tolerance index, was
measured before the application of MCT, and at 21%, 27" (EC, EF, SC and SF groups) and at
23" (AE group) days after application. The echocardiographic evaluation was performed at
22 25M (groups: EC, EF, SC and SF) and 24™ (group: AE) days after the application of
MCT. Tissue parameters (histomorphometry) and cellular parameters (contractility and
transient intracellular Ca®") were evaluated after signs of heart failure (SF, EF, EC and SC). In
the EM group (n = 8) this occurred on the 24" day after MCT injection.

Results: Training in voluntary running delayed the onset of signs of heart failure (SF = ~ 24
days, EF = ~ 29 days, p<0.05), raised exercise tolerance and postponed reduction of
pulmonary artery resistance (AT/ET). At the tissue level, in the AE group, exercise increased
the cross-sectional area of cardiomyocytes, whereas in AE, it retarded the losses in the
percentage of cardiomyocytes, reduced by PAH, and in the percentage of extracellular matrix,
increased by PAH. At the cellular level, in AE animals, exercise delayed the progression of
PAH impairments on the contractility parameters (amplitude and times for peak and for 50%
relaxation) and transient intracellular Ca®>" (amplitude and times for peak and for 50% of
decay) in cardiomyocytes of the RV.

Conclusion: Training such as voluntary running promotes benefits to the RV tissue structure
as well as to contractility and transient intracellular Ca®" in myocytes isolated from the RV of

rats with PAH induced by MCT. These improvements indicate a positive contribution of
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voluntary physical exercise in the tolerance of physical effort and retardment of heart failure

in these animals.
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1. Introducio

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) ocorre quando hd um aumento cronico da
resisténcia vascular pulmonar (RVP), o que resulta em pos-carga elevada e subsequente
disfung@o do ventriculo direito (VD) (1). Dados precisos da prevaléncia de HAP ainda ndo
estdo disponiveis, mas estima-se uma incidéncia anual de 2,4 a 7,1 casos por milhdo ¢
prevaléncia de 15 a 22 casos por milhdo da populagdo mundial (2). As terapias disponiveis
para o tratamento da HAP visam, devido aos graves disturbios hemodinamicos, reduzir a
pressdo arterial pulmonar e consequentemente a pds-carga no VD (3). Levando em conta que
a falha do VD ¢ a causa mais comum de morte em pacientes com HAP, e diante de restrigdes
no tratamento da disfun¢do do ventriculo direito (VD) (4), estudo sobre estratégias para a
manutengdo da funcgio cardiaca sdo necessarios. Apesar das diferencas na estrutura e fungéo
dos VD e VE (ventriculo esquerdo), tem sido proposto que os tratamentos para a falha do VE
podem ser benéficos para a falha do VD na HAP (5).

O exercicio fisico tem sido reconhecido e recomendado como ferramenta terapéutica
ndo farmacolégica em varias doengas cronicas (6). Contudo, continua a ser testado se o
exercicio fisico regular pode atenuar ou reverter as complicacdes impostas pela HAP.
Modificagdes na estrutura ¢ hemodindmica do coracdo reduzem a capacidade funcional ¢ a
tolerancia ao esforgo fisico em pacientes com HAP, devido ao menor débito cardiaco (7).
Apesar destas limitagdes impostas pela HAP, crescem as evidéncias, em humanos (8-10) e
em modelos animais (11-13), de que o exercicio fisico pode promover efeitos benéficos aos
individuos com HAP. Os resultados positivos globais observados nos estudos com humanos
sdo traduzidos por: melhora na qualidade de vida e na capacidade funcional, aumento da
capacidade de exercicio e da eficiéncia ventilatoria e melhora da fung@o cardiaca global (14,
15).

Em nivel tecidual, em modelo de HAP com falha cardiaca induzida por MCT, o
ventriculo direito apresenta hipertrofia patologica e dilatacdo asssociadas ao aumento da
deposicdo de colageno na matriz extracelular, inflamagdo, apoptose e fibrose, as quais
prejudicam a funcdo ventricular (16, 17). Neste caso, sabe-se que o exercicio fisico aerdbio
continuo de intensidades baixa e moderada (ex. corrida em esteira) contribui para a reducao
da deposi¢do de colageno e fibrose cardiaca, decréscimo na relagdo de miosinas de cadeia
pesada beta e alfa (B/aMCP) e melhora das respostas inflamatorias (16, 18), o que tem
impacto positivo na fungdo ventricular. Em nivel celular, cardiomiocitos do VD em modelos

de HAP induzida por MCT comumente apresentam anormalidades no acoplamento excitagao-
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contragdo (19, 20). Na falha cardiaca induzida por MCT a homeostase de Ca®" prejudicada
contribui para que o calcio (Ca*") intracelular transiente frequentemente seja menor e mais
lento, o que conduz a disfungdo contratil e a redug@o da capacidade de responder a demandas
contrateis (21). Por outro lado, sabe-se que, tanto na hipertensdo arterial sistémica quanto na
falha cardiaca esquerda pods-infarto do miocérdio, o exercicio fisico ¢ capaz de restaurar a
amplitude de contragdo de cardiomiocitos, o que esta associado a melhoras na dinadmica do
Ca?" intracelular transiente e a diminui¢do dos niveis diastolicos de Ca**. Em modelo de HAP
induzida por MCT, todavia, apenas um estudo (11) demonstrou que o exercicio intermitente
(ex. corrida voluntaria) realizado durante o desenvolvimento da HAP induzida por MCT ¢é
capaz de proporcionar beneficios a fungdo contratil de miocitos isolados do VD. Entretanto,
os efeitos deste modelo de exercicio sobre a dinAmica de Ca*" intracelular niio sdo conhecidos.

Desta forma, apesar dos conhecidos beneficios do exercicio fisico sobre a estrutura e a
funcdo cardiaca na HAP, os efeitos deste sobre o acoplamento excitagdo-contracao,
fundamental para a bomba cardiaca (22, 23), e sobre as alteragdes na regulagdo do Ca*'
intracelular que prejudica a contratilidade celular e, consequentemente, a estabilidade
funcional do VD na falha cardiaca (24, 25) ainda ndo sdo completamente conhecidos em
modelo de HAP induzida por MCT. Assim, o objetivo deste estudo foi examinar os efeitos do
treinamento em corrida voluntaria, realizado durante a fase de desenvolvimento da HAP,
sobre a estrutura do VD, a contratilidade e o Ca®" intracelular transiente de midcitos isolados

do VD de ratos com HAP induzida por MCT.

2. Material e Métodos
2.1. Animais e Corrida Voluntaria

Ratos Wistar machos (~200g) foram alojados individualmente em gaiolas de
policarbonato transparente (Modelo 80859S, Lafayette Instrument Company, Indiana, USA)
equipada com rodas de atividade em aco inoxidavel (diametro: 14” (35,56 cm); largura: 4,3”
(10,92 cm) de livre acesso. O numero de giros foi registrado usando-se contador magnético
digital (Ciclocomputador-AS820 - Assize), o que permitiu o calculo da distdncia diaria
percorrida. Estes animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais:
exercitado controle (EC, n=12), exercitado média (EM, n=12) e exercitado com falha cardiaca
(EF, n=12). Outro grupo de ratos da mesma linhagem e com mesmo peso ndo tiveram acesso
a roda de corrida e foram alojados aleatoriamente em gaiolas de policarbonato transparente,

sendo 4 animais por gaiola, e foram divididos em dois grupos: sedentario controle (SC, n=12)
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e sedentario com falha cardiaca (SF,=12). O grupo EM teve os pardmetros avaliados na média
de sobrevida (+ 1 dia) dos animais SF para comparacdo temporal. Os demais grupos tiveram
os parametro avaliados apds manifestagdo de sinais clinicos de falha do VD. Os seguintes
parametros foram avaliados: 1) Mensuragdo da contratilidade e Ca*" intracelular transiente
(n=8 por grupo) e 2) Andlises histologicas da morfometria do VD (n=4 por grupo). Os demais
parametros (Tolerancia ao esfor¢o fisico e ecocardiograficos) foram avaliados em todos os
animais em dias especificos conforme descrito posteriormente.

Diariamente, as 08h0Omin, foram registradas as varidveis: distdncia e duragdo do
exercicio de cada animal. Todos os animais tiveram acesso a agua e racdo ad libitum ¢
permaneceram em sala silenciosa com ciclos de 12/12 h claro/escuro, temperatura controlada
(~22° C) e umidade relativa de ~ 60%. Os procedimentos foram realizados de acordo com os
principios €ticos elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade

Federal de Vicosa (parecer n° 81/2016).

2.2. Indugdo da Hipertensdo Arterial Pulmonar

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

mM; pH 7.4).

2.3. Teste de tolerancia ao esforgo fisico

O tempo total até a fadiga (TTF) foi usado como indice de tolerancia ao esforgo fisico.
O protocolo do TTF foi realizado conforme descrito anteriormente (27). Resumidamente,
antes do inicio do programa de treinamento fisico, os animais foram colocados em uma esteira
rolante elétrica (AVS Projetos®, Sdo Paulo, Brasil) para adaptagdo (10 min/dia, 0° de
inclinagdo, 5m/min) por 3 dias. Quarenta e¢ oito horas apdés o periodo de adaptacdo foi
realizado o teste, onde os animais iniciaram o exercicio a 5 m/min, 0° de inclinagdo. Foram
feitos incrementos de 3m/min a cada 3 minutos até a fadiga. A fadiga foi determinada quando
o animal permaneceu durante 10 segundos em uma grade com estimulo elétrico ajustado para
0,28 mA equipada junto a esteira. O teste foi realizado uma semana antes da aplicacdo de

MCT em todos os grupos experimentais. No 21° dia ap6s aplicagdo o teste foi feito nos grupos
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EC, EF, SC e SF. No 23° dia ap6s aplicagdo o teste foi feito apenas no grupo EM. No 27° dia
apos aplicagdo o teste foi feito nos grupos EC, EF, SC ¢ SF.

2.4. Exame ecocardiogrdfico

A avaliagdo ecocardiografica foi realizada no 22° e no 25° dias apds a aplicagdo de
MCT nos grupos EC, EF, SC e SF, e 24° dia no grupo EM. Os animais foram imobilizados
por anestesia (Isoflurano 1,5% e oxigénio 100% em fluxo constante de 1L/min; Isoflurano,
BioChimico, RJ, Brasil). As imagens foram obtidas enquanto os animais permaneciam em
decubito lateral. Estudos bidimensionais com taxa de amostragem rapida de 120 fps (frame
per second) em modo M foram realizados utilizando-se o sistema de ultrassom MyLabTM30
(Esaote, Genoa, Itdlia) e transdutores de 11 MHz de frequéncia nominal. O ecocardiograma
transtoracico bidimensional € o0 modo M foram obtidos em velocidade de varredura de
200mm ajustados de acordo com a frequéncia cardiaca. O fluxo da artéria pulmonar foi obtido
por meio do Doppler pulsatil. As seguintes varidveis foram observadas: tempo de aceleracdo
do fluxo na artéria pulmonar (TA) e seu tempo de ejecdo (TE). Posteriormente, a razao
TA/TE foi calculada. As imagens foram coletadas de acordo com as recomendacdes da

Sociedade Americana de Ecocardiografia e armazenadas para posterior analise (28).

2.5. Coleta de amostras

A eutandsia dos animais foi realizada quando os animais manifestaram sinais clinicos
de falha do VD (ex. perda de 10 g do peso corporal de um dia para outro e/ou dispneia;
cianose; letargia) e os seus controles no mesmo dia, exceto para o grupo EM que teve a
eutanasia realizada na média de sobrevivéncia do grupo SF. No dia em que os animais
injetados com MCT dos grupos EF e SF apresentaram os sinais clinicos de falha cardiaca,
assim como seus respectivos controles (EC e SC), esses foram pesados e sofreram eutanasia
por decapitacdo. Diferentemente, os animais do grupo EM sofreram eutandsia no 24° dia p6s-
injecdo de MCT. Apos eutanasia, o coracdo ¢ os pulmdes foram dissecados, pesados e

processados para as analises de interesse, conforme descrito a seguir.

2.6. Analises histologicas e morfometria do ventriculo direito
Anadlises histologicas e morfometria do ventriculo direito foram realizadas conforme
descrito anteriormente (29). Em suma, fragmentos de amostras do VD foram colhidos, fixados

em formalina a 10%, desidratados em etanol, clarificados em xilol e embebidos em parafina.
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Os blocos foram seccionados transversalmente em cortes histologicos de 5 pm de espessura e
posteriormente corados com hematoxilina-eosina (H & E) e montados em laminas de
histologia. Para evitar andlises repetidas da mesma area histologica, as se¢des foram avaliadas
em semi-séries, usando uma de cada 10 sec¢des. As laminas foram visualizadas e as imagens
capturadas usando um microscopio de luz (Olympus BX-50, Toquio, Japao) conectado a uma
camera digital (Olympus Q Color-3, Toquio, Japao). Posteriormente, foram realizadas as
analises da area de sec¢@o transversa de cardiomiocitos e percentual de cardiomiocitos e matiz
extracelular no VD. Para quantificacdo de matriz extracelular e cardiomiocitos, em doze
imagens aleatdrias para cada animal, foi sobreposta uma grade com 266 intersec¢des. Foram
contabilizadas as intersec¢des em cardiomiocitos ¢ matriz extracelular e entdo calculado a
porcentagem. Nas mesmas imagens foram realizadas as medidas das areas dos cardiomiocitos
com ferramenta especifica. Todas estas medidas foram realizadas utilizando-se o software
Image-pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). As pranchas foram

montadas com auxilio do programa GraphPad Prism 6.01.

2.7. Isolamento dos cardiomiocitos

Os miodcitos do ventriculo direito foram isolados enzimaticamente, conforme descrito
anteriormente (30). Resumidamente, apos eutandsia, o coracdo foi rapidamente dissecado e
canulado via aorta num sistema Langendorff adaptado e perfundido até a remoc¢do completa
do sangue com solugdo Tyrode contendo (em mM): 130 NaCl, 1,43 MgCl,, 5.4 KCI, 0,75
CaCly, 5,0 Hepes, 10,0 glucose, 20,0 taurina ¢ 10,0 de creatina, pH 7,3. A solu¢do Tyrode foi
trocada pela solugdo Tyrode contendo EGTA (0,1 mM) durante 5 min. Posteriormente, os
coragdes foram perfundidos por ~10 minutos com solugdo Tyrode contendo 1 mg/mL de
colagenase tipo II (Worthington, EUA) e 0,1 mg/mL de protease (Sigma-Aldrich, EUA). Em
seguida, o coracdo digerido foi, entdo, removido da canula e os ventriculos foram removidos ¢
pesados. O ventriculo direito foi separado, pesado e cortado em pequenos fragmentos. Este
tecido do ventriculo direito foi colocado em frasco conico contendo a solu¢do enzimatica
(colagenase e protease). As células foram separadas mecanicamente agitando-se o frasco
durante 5 min. Em seguida, as células dispersadas foram separadas do tecido ndo disperso por
filtragdo. Apos centrifugacdo as células resultantes foram ressuspendidas em solugdo Tyrode.
O tecido ndo disperso foi submetido novamente ao processo de dispersdo mecanica. Todas as
solu¢des utilizadas no procedimento de isolamento foram oxigenadas (O2 100% — White

Martins, Brasil) e mantidas a 37° C. As células isoladas foram armazenadas a 5° C até serem
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utilizadas. Apenas cardiomidcitos quiescentes, tolerantes ao célcio e com estrias claras e bem
definidas foram analisados. Os cardiomiodcitos isolados foram utilizados dentro de 2 a 3 horas

apos isolamento.

2.8. Mensuracdo da contratilidade celular

As contragdes dos cardiomidcitos do VD foram mensuradas por meio da técnica de
alteragdo do comprimento usando-se o sistema de detec¢do de bordas (Ionwizard, Tonoptix,
EUA) montado num microscopio invertido (Nikon Eclipse — TS100, Japdo) equipado com
uma lente objetiva de imerso em o6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA), conforme descrito
anteriormente (27). Em resumo, os cardiomidcitos isolados foram acomodados na cadmara
experimental montada no microscopio invertido e banhados por solugdo Tyrode contendo (em
mM): 137 NaCl, 5,4 KCl, 0,33 NaH>POs4, 0,5 MgCl,, 5 HEPES, 5,6 glucose, ¢ 1,8 CaCl,, (pH
7,4) em temperatura de 37° C. Esses foram estimulados externamente nas frequéncias de 1, 3,
5 e 7 Hz (40 Volts, dura¢do de 5 ms) usando-se um estimulador elétrico (Myopacer, Field
Stimulator, Ionoptix, EUA). Os cardiomiocitos foram visualizados em um monitor por meio
de uma camera (Myocam, lonoptix, EUA) acoplada ao microscopio invertido, utilizando-se
um programa de detec¢do de imagens (lonwizard, lonoptix, EUA - frequéncia de 240 Hz). A
partir dos registros obtidos, foram analisadas a amplitude de contracdo (variagdo do
comprimento celular de repouso, %), tempo para o pico de contragdo e o tempo para 50% do
relaxamento. Todos esses parametros foram determinados utilizando o programa IonWizard

6.3 (Ionoptix, EUA).

3.9. Mensuragdo do Ca*" intracelular transiente

As medidas do Ca®' intracelular transiente de cardiomidcitos isolados do VD foram
realizadas conforme descrito anteriormente (31). Em suma, as medidas foram feiras
utilizando-se um microscopio invertido (Nikon Eclipse — TS100, EUA) equipado com uma
lente objetiva de imersdo em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA). Os cardiomidcitos isolados
foram incubados com o indicador fluorescente de Ca**, permedvel 2 membrana plasmatica,
Fura-2 acido aminopolicarboxilico (Fura-2AM, ThermoFisher, Waltham, EUA). Esse
marcador foi preparado em uma solugdo estoque a base de dimetilsulféxido — DMSO (50 pl
de DMSO em 50ug de Fura-2 AM). Adicionou-se 10ul dessa solugdo em 4 ml de meio celular
contidos em tubo falcon envolvido com folha fina de aluminio. A solugdo foi agitada em

superficie plana por 10 min (velocidade = 120x/mim). Em seguida, o tubo foi centrifugado
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(3.000 rpm), removeu-se o sobrenadante e os cardiomidcitos foram resuspendidos em 4ml de
solu¢do Tyrode contendo 750 mM de CaCl2. Apds esse procedimento, os cardiomidcitos
foram levados para um refrigerador (5° C) por 30 min. Todo esse procedimento descrito
anteriormente foi realizado sem exposicdo da solug¢do e células a luz. Apds os 30 min de
descanso, o Ca®" intracelular transiente foi medido utilizando-se um sistema de excitagio
dupla que detecta a fluorescéncia excitada por luz UV com comprimento de 340 ¢ 380nm
(Tonoptix — EUA). Os cardiomiocitos incubados com Fura-2 foram colocados em uma camara
experimental, montada em um microscopio invertido, e foram banhados com solu¢do Tyrode
contendo (em mM): 137 NacCl, 5,4 KClI, 0,33 NaH2POs, 0,5 MgClz, 5 HEPES, 5,6 glucose, e
1,8 CaCly, (pH 7.4) em temperatura de 37° C. O cardiomiocito em avaliagdo foi posicionado
dentro de uma janela ajustavel, com bordas aparentes, ¢ estimulados externamente nas
frequéncias de 1, 3, 5 ¢ 7 Hz (40 Volts, duragdo de 5 ms) usando-se um estimulador elétrico
(Myopacer, Field Stimulator, Ionoptix, EUA). A emissdo 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. A partir dos registros obtidos, foram analisados: a amplitude do
Ca?" intracelular transiente (razdo 340/380), o tempo para o pico do Ca*' intracelular
transiente (tempo compreendido desde a estimulacdo elétrica até a fluorescéncia maxima, ms)
e o tempo para 50% do decaimento do Ca?" intracelular transiente (tempo compreendido
desde a fluorescéncia maxima até a metade do retorno a fluorescéncia basal, ms). Todos esses

parametros foram determinados utilizando-se o programa lonWizard 6.3 (Ionoptix, EUA).

2.10. Andlise estatistica

A normalidade dos dados foi testada usando-se o teste Kolmogorov-Smirnov. Os
dados da sobrevivéncia foram comparados usando-se a andlise da curva de Kaplan-Meier pelo
teste Log-rank. Os dados da distancia percorrida (nos dias representativos 1, 8, 15 e 22) foram
comparados usando-se a analise de varidncia (ANOVA) de medidas repetidas e a correlagdo
de Pearson foi utilizada para avaliar a relagdo entre distancia total percorrida, tempo total de
exercicio e sobrevivéncia. Os dados de parametros celulares, peso corporal e peso de 6rgaos
foram comparados usando-se ANOVA one-way ou Kruskall-Wallis, conforme normalidade
de distribuicdo dos dados, seguidos de post-hoc apropriado para compara¢des multiplas. O
teste estatistico usado esta especificado nas tabelas e figuras. Os dados s@o apresentados como
média = EPM. P<0.05 foi considerado para diferengas estatisticamente significantes. Todas as

analises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism versdo 6.01.
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3. Resultados
3.1. Sobrevivéncia

A figura 1 apresenta os dados de sobrevivéncia dos animais dos grupos experimentais
SF e EF. Embora todos os animais desses grupos tenham apresentado sinais de falha cardiaca,
os animais do grupo EF tiveram média de sobrevida maior (29 dias) do que os do grupo SF
(24 dias; p<0,05), indicando beneficios do exercicio fisico. Além disso, houve correlagdo
entre distancia total percorrida e sobrevida (r=0,75) e tempo total de exercicio e sobrevida

(r=0,75), ambas estatisticamente significativas (p<0,05).

100
__ 80
S
g EF
®
S5 604
@ SF *
2
> 40-
5 s
(@]
] 20 -

0+ | T T T T T T T T 1

1.0 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
Tempo (dias pds-injecao de MCT)

Figura 1. Sobrevivéncia medida nos dias de aparecimento dos sinais de falha cardiaca. SF, sedentario
falha. EF, exercicio falha. *P < 0.05, Curva Kaplan-Meier, com teste post-hoc Log-rank. N = 7 ratos
em cada grupo.

3.2. Teste de tolerancia ao esfor¢o fisico

Todos os animais que tiveram acesso a roda de corrida utilizaram a mesma (Fig. 2A).
Os animais dos grupos EC, EF e EM correram em média 2-3 km/dia, ndo havendo diferengas
significativas entre as distancias percorridas nos dias representativos (1, 7, 14 ¢ 21). A
distancia percorrida diariamente pelos animais do grupo EF comecou a cair 1-2 dias antes da

observacgdo dos sinais de falha cardiaca.
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Quanto ao TTF, ndo houve diferenga entre as médias dos tempos entre os grupos SC,
EC, SF, EF e EM antes da aplicacdo da MCT (Fig. 2B). Todavia, o TTF dos animais do grupo
SF foi menor (p<0,05) que o dos grupos EC e EF no 21° dia apds a aplicagdo da MCT ¢
menor (p<0,05) no 21° comprado ao EM (avaliado no 23° dia) (Fig. 2C). No 27° dia apds
aplicagdo da MCT, entre os animais que sobreviveram (Fig. 2D), houve diminuigdo da

tolerancia ao exercicio dos animais SF em relacdo aos do grupo EC (p<0,05).
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Figura 2. Tolerancia ao exercicio. (A) Distancia percorrida. (B) Tempo total até a fadiga (TTF) medido
antes da aplicagdo de monocrotalina (MCT); (C) TTF medido 21 dias ap6s aplicacdo de MCT. (D) TTF
medido 28 dias apos aplicagdo de MCT. Dados sdo médias =+ EPM de 7 ratos em cada grupo. SC
sedentario controle; EC, exercicio controle; SF, sedentario com falha; EF, exercicio com falha; EM,
exercicio média. P < 0,05 vs. SC; P < 0,05 vs. EC; ¥P < 0,05 vs. EF; & P < 0,05 vs. EM. One-way
ANOVA de medidas repetidas para comparacao dos dias 1, 8, 15, e 22 (Painel, A); One-way ANOVA

para comparacgao entre os grupos (Painéis, B, C e D).
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A figura 3 apresenta resultados do exame ecocardiografico. No painel A, imagens
representativas do fluxo da artéria pulmonar obtidas por meio de Doppler de onda pulsatil. No
painel B, observa-se significativo decréscimo no TA/TE (p<0,05) em animais do grupo SF
(falha cardiaca) comparados aos dos grupos controles no 21° dia pds-injegdo de MCT. No
painel C, observa-se decréscimo significativo no TA/TE (p<0,05) em animais do grupo SF ¢
EF em comparag@o aos controles, SC e EC (25° dia p6s-injecao de MCT). Todavia, animais
do grupo EM (24° dia poés-injecdo de MCT) apresentaram valores intermediarios entre

animais controle (SC e EC) e animais com falha (SF e EF). Esses resultados indicam que

exercicio fisico pode minimizar e postergar o aumento da RVP da artéria pulmonar neste

modelo de HAP induzida por MCT (Fig. 3).
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Figura 3. Dados ecocardiograficos. (A) Imagens representativas do fluxo da artéria pulmonar. (B)
Relagdo tempo de aceleracdo/tempo (TA/TE) medido 21 dias ap6s injecdo de MCT. (C) TA/TE medido
24 dias apods injecdo de MCT. SC, sedentario controle; EC, exercicio controle; SF, sedentario com
falha; EF, exercicio com falha; EM, exercicio média. Dados sdo médias + EPM de 5-7 ratos em cada

grupo. One-way ANOVA: "P < 0,05 vs. SC; “P < 0,05 vs. EC.
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Tabela 1. Peso corporal, dos 6rgdos e razoes.

SC EC SF EF EM
PC inicial, g 229,85 £ 5,69 227,42 +735 229,71+ 6,09 222,14 £597 222,71 + 8,15
PC final, g 306,00 + 12,34 324,14 10,66 273,16 + 14,26" 284,00 + 7,40 290,66 +11,27
PCor, g 1,25+ 0,05 1,18 £ 0,04 1,46 + 0,05" 1,54 +0,05™ 1,40 + 0,06"
PV, g 1,29 + 0,06 1,22 +0,09 1,57 £0,10 1,74 £0,14™ 1,52 £ 0,05
PVD, g 0,25 + 0,01 0,29 + 0,02 0,39 +0,02" 0,50 = 0,04 0,40 + 0,03
PVE, g 0,89 + 0,03 0,93 + 0,07 0,92 + 0,07 0,98 £ 0,05 1,08 + 0,03
PP, g 1,54 0,12 1,63 +0,07 3,18+ 0,217 3,52+ 0,29 2,32+0,12
PV : PC, mg/g 4,15+0,15 3,87 £0,24 5,89 +0,31"% 6,27 + 0,49 522 +0,21%
PVD : PC, mg/g 0,80 + 0,03 0,95 + 0,08 1,49 + 0,127 1,82 0,11 1,38 £0,09™
PVD : PVE, mg/mg 0,27 £ 0,01 0,32 £ 0,03 0,43 £ 0,03 0,51 0,03 0,37 £ 0,03
PVE : PC, mg/g 2,89 + 0,06 2,94 +0,19 3,45+0,14" 3,55+0,17" 3,72 +0,15™
PP : PC, mg/g 4,05 + 0,08 5,05+0,14 11,67 £ 0,92 12,55 + 1,27"%& 7,96 £0,46"

Dados sao médias = EPM de 5-7 ratos em cada grupo. SC, sedentario controle; EC, exercicio controle; SF, sedentario falha; EF, exercicio falha; EM, exercicio

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

pulmao; “P<0.05 vs. SC; “P<0.05 vs. EC; ¥P<0.05 vs. EM. One-way ANOVA.
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3.4. Peso corporal, peso dos orgdos e suas razoes.

A tabela 1 apresenta os dados de peso corporal, peso dos o6rgdos e suas razdes. O
grupo SF apresentou menor peso corporal comparado ao grupo EC (p<0,05). Animais dos
grupos SF e EF apresentaram peso do coragdo, peso dos ventriculos, peso do VD, razio peso
dos ventriculos pelo peso corporal, peso do VD pelo peso corporal, peso do VD pelo VE e VE
pelo peso corporal maiores do que os de seus controles (p <0,05), evidenciando hipertrofia
patologica. O peso dos pulmdes e a sua razdo pelo peso corporal também foram maiores nos
animais com falha cardiaca (SF, EF) quando comparados aos seus respectivos controles (p
<0,05). Por outro lado, o grupo de animais EM que tiveram acesso a roda de corrida, mas
sofreram eutanasia antes de apresentarem os sinais de falha cardiaca, apresentaram valores
dos parametros citados anteriormente, intermedidrios entre os grupos controles (SC e EC) e os
com falha cardiaca (SF e EF). Isto evidencia efeito benéfico do exercicio fisico sobre o

remodelamento patologico causado pela doenga.

3.5. Morfometria histologica do ventriculo direito

A figura 4 apresenta resultados morfométricos de histologia do VD. O painel A mostra
imagens representativas de cortes histologicos corados com H&E dos grupos experimentais.
Visivelmente, observa-se que animais dos grupos SF e EF apresentaram maior quantidade de
matriz extracelular ¢ menor quantidade de cardiomidcitos em relagdo aos grupos SC, EC ¢
EM. Os animais dos grupos SF e EF apresentam menor porcentagem de cardiomiocitos e
maior porcentagem de matriz extracelular, em comparaggo aos grupos controle (SC ¢ EC; p <
0,001) (Fig. 4B e C). O exercicio fisico foi capaz de retardar esses prejuizos no grupo EM,
pois ndo ¢ diferente do SC (p>05). Além disso, os cardiomiodcitos dos animais do grupo EF

apresentaram maior area de sec¢do transversa (Fig. 4D) que as dos animais controle (p <0,05).
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Figura 4. Parametros histolégicos do VD. (A) Fotomicrografias representativas de tecido do
ventriculo direito. (B) Porcentagem de cardiomiocitos. (C) Porcentagem de matriz extracelular. (D)
Area de secgio transversa de cardiomidcitos. Dados sio médias = EPM de 12 imagens por animal em
cada grupo (n=4 ratos em cada grupo). SC, sedentario controle; EC, exercicio controle; SF, sedentério
com falha; EF, exercicio com falha; EM, exercicio média. One-way ANOVA: P <0.05vs. SC; *P <

0,05 vs. EF; “P < 0.05 vs. EM. Setas brancas = cardiomidcitos; Setas pretas = matriz extra celular.
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3.6. Contratilidade celular

A figura 5 apresenta os dados de contratilidade de cardiomiocitos isolados do VD
estimulados a 1, 3, 5 e 7Hz. O painel A (Fig. 5SA) apresenta tracado tipico de encurtamento
celular. No painel B (Fig. 5B), observa-se que os cardiomidcitos dos animais dos grupos SF e
EF (com falha cardiaca) apresentaram menor amplitude de contracdo celular a frequéncia de
estimulagdo de 3, 5 ¢ 7 Hz em comparagdo aos dos seus respectivos grupos controles (SC ¢
EC) e aos do grupo EM (p<0,05).

Quanto ao tempo para o pico de contra¢do (Fig. 5C), cardiomidcitos dos animais dos
grupos SF e EF, apresentaram maior (p <0,001) tempo para o pico de contragdo, em relagdo
aos dos grupos controles em todos os niveis de estimulacdo (1, 3, 5 ¢ 7Hz). Em relagdo ao
grupo EM, cardiomidcitos dos animais do grupo SF apresentaram maior tempo para o pico
em 1, 3,5 e 7 Hz, cardiomidcitos dos animais do grupo EF apresentaram maior tempo apenas
em 1,3 e 5 Hz (p <0,001).

Em relagdo ao tempo para 50% do relaxamento (Fig. 5D), os cardiomidcitos dos
animais dos grupos SF e EF apresentam maior tempo para o relaxamento em comparagdo aos
dos respectivos grupos controles (SC e EC) e aos do grupo EM nas frequéncias de
estimulagdo de 1, 3 e 5 Hz (p<0,001). Observa-se também que na frequéncia 3Hz,
cardiomiocitos dos animais do grupo SF apresentaram maior tempo para 50% do relaxamento
que os dos animais do grupo EF (p<0,05).

O painel E (Fig. SE) mostra a propor¢ao de células que responderam a estimulacdo de
7 Hz. Observa-se que a proporg¢ao de células dos animais dos grupos SF e EF foi menor que a
dos seus respectivos controles (SC e EC, p<0,05). Em conjunto, esses resultados evidenciam
um efeito prejudicial da doenga sobre parametros contrateis de midcitos isolados do VD,

enquanto o exercicio exerce protegdo sobre esses mesmos parametros.
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Figura 5. Contratilidade de cardiomiocitos isolados do ventriculo direito. (A) Tragados tipicos de
encurtamento celular (estimulagdo a 5 Hz). (B) Amplitude de contragdo. (C) Tempo para o pico de
contracdo. (D) Tempo para 50% de relaxamento. (E) Propor¢do de células que responderam a
estimulagdo a 7 Hz. SC, sedentario controle; EC, exercicio controle; SF, sedentario com falha; EF,
exercicio com falha; EM, exercicio média. Valores sdo médias + EPM de 6-10 células por animal em
cada grupo (n= 7 ratos em cada grupo). Kruskall-Wallis, seguido de Dunn’s: P <0,05, “EM vs. SF; °EC
vs. EF; °SC vs. SF; “EM vs. EF; °EF vs. SF; 'EC vs. SC; EM vs. SC. Teste X*,"P <0,05 vs. SC; *P

<0,05 vs. EC. Numero de cardiomiocitos que responderam a 1, 3 e5 Hz estdo apresentados no painel E.

3.7. Ca*" intracelular transiente
A figura 6A apresenta tragados tipicos do Ca?’ intracelular transiente de células

isoladas do VD incubadas com Furas-2/AM (estimulo: 5Hz). A amplitude do Ca*" intracelular

48



transiente nos cardiomidcitos dos animais do grupo EF foi maior que as dos grupos EC, EM e
SF nas frequéncias de 1 ¢ 3 Hz (p < 0,05) (Fig. 6B). Na frequéncia de 1Hz, células dos
animais dos grupos EC e EM apresentaram maior amplitude do Ca*" intracelular transiente
que as do grupo SC (p<0,001). Na frequéncia de 5 Hz, a amplitude do Ca?" intracelular
transiente nos cardiomiocitos dos animais do grupo EF foi maior do que a dos animais do
grupo EM, SC e SF; enquanto o grupo EC apresentou valor médio maior do que seu controle
SC (p <0,05). Na frequéncia de 7 Hz, células dos animais dos grupos EM, SC ¢ EF
apresentaram maior amplitude do Ca®' intracelular transiente, quando comparados as do
grupo SF (p <0,05).

No painel C (Fig. 6C), observa-se que cardiomidcitos dos animais dos grupos SF e EF
(com falha) apresentaram maiores tempos para o pico do Ca®" intracelular transiente nas
frequéncias de 1 e 3Hz, quando comparados aos dos animais dos respectivos grupos controles
(SC ¢ EC) e aos do grupo EM (p <0,05). Nas frequéncias de 5 e 7Hz, os tempos para o pico
do Ca*" intracelular transiente foram maiores nos cardiomi6citos de animais do grupo EF,
comparados aos do grupo EC (p<0,001).

Quanto ao tempo para 50% de decaimento do Ca?" intracelular transiente (Fig. 6D),
observa-se que as cé¢lulas dos animais dos grupos SF e EF (com falha) apresentam maiores
tempos para 50% do decaimento nas frequéncias 1, 3 ¢ 5 Hz, quando comparado aos dos seus
respectivos controles (SC, EC) e aos do grupo EM (p <0,05). Além disso, observa-se que na
frequéncia de 1 Hz, os cardiomidcitos dos animais do grupo SC apresentaram maior (p< 0,05)
tempo para 50% do decaimento, quando comparados aos dos animais dos grupos EC e EM.

Também foi analisada a propor¢do de células que responderam a estimulagdo de 7 Hz
(Fig. 6E). Os cardiomitcitos dos animais do grupo EF apresentaram menor proporgdo de

células que responderam a 7 Hz, em comparagdo aos dos grupos EC e EM (p<0,05).
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Figura 6. Ca’" intracelular transiente de cardiomiocitos isolados do ventriculo direito. (A)
Tragados tipicos de Ca®' intracelular transiente (estimulagio a 5 Hz). (B) Amplitude. (C)
Tempo para o pico. (D) Tempo para 50% de decaimento. (E) Propor¢do de células que
responderam a estimulagdo a 7 Hz. SC, sedentario controle; EC, exercicio controle; SF, sedentario
com falha; EF, exercicio com falha; EM, exercicio média. Valores sdo médias = EPM de 6-10
células por animal em cada grupo (n= 7 ratos em cada grupo). Painéis B, C, D: Kruskall-Wallis,
seguido de Dunn’s (*P < 0,05, EM vs. SF; ® < 0,05 EC vs. EF; ¢ SC vs. SF; < 0,05 EM vs. EF; ¢ <
0,05 EF vs. SF; © < 0,05 EC vs. SC; ¢ EM vs. SC). Painel E: Teste X> (*P <0,05 vs. EC; € vs.

EM). Numero de cardiomidcitos que responderam a 1, 3 e 5 Hz estdo apresentados no painel E.
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4. Discussido

No presente estudo foram examinados os efeitos do treinamento de corrida voluntaria,
realizado durante a fase de desenvolvimento da HAP, sobre a estrutura do VD, a
contratilidade e o Ca?" intracelular transiente de cardiomidcitos em ratos com HAP induzida
por MCT. Ficou evidenciado que este tipo de treinamento fisico aumenta a tolerdncia ao
esforgo fisico, retarda a reducdo da resisténcia da artéria pulmonar e a progressdo dos
prejuizos da HAP na matriz extracelular e na contratilidade celular e Ca?" intracelular
transiente de midcitos isolados do VD. Estas melhoras indicam contribui¢do positiva do

exercicio fisico voluntario para retardar o desenvolvimento da falha cardiaca nestes animais.

4.1. Sobrevivéncia e tolerdncia ao esforgo fisico

O modelo de exercicio empregado aqui ¢ considerado intermitente, uma vez que 0s
ratos intercalam periodos de descanso com periodos de aproximadamente dois minutos de
corrida em intensidades que podem atingir 45m/min (alta intensidade). Portanto, ¢ um tipo de
exercicio diferente daquele aerdbico continuo for¢ado empregado em diferentes estudos sobre
este modelo HAP (12, 32, 33). Aqui, a corrida voluntaria foi capaz de aumentar a tolerancia
ao exercicio dos animais dos grupos com HAP (EF e EM), assim como nos animais sem HAP
(EC). Mais importante, os resultados do presente estudo mostram também que o exercicio
fisico voluntario ¢é capaz de postergar o inicio dos sinais de falha cardiaca e,
consequentemente, aumentar a sobrevivéncia de animais tratados com MCT, o que estd de
acordo com estudos prévios com corrida continua em esteira (12, 34) e corrida voluntaria
(11). Diferentes fatores podem estar envolvidos com este aumento da sobrevivéncia destes
animais, tais como melhoras na estrutura ¢ na fungdo do miocardio, que favorecem o débito

cardiaco. A seguir serdo discutidos aqueles fatores avaliados neste estudo.

4.2. Hemodinamica

Os animais do grupo sedentarios com falha (SF) apresentaram aumento na resisténcia
da artéria pulmonar, estimada pela diminui¢do da razdo TA/TE, em relagdo ao controle. Este
dado caracteriza o modelo de HAP empregado, pois este aumento ¢ fator crucial para o
remodelamento patologico do VD (17). O aumento da resisténcia vascular na HAP tem sido
associado a uma perturbagdo entre fatores vasoconstritores e vasodilatadores endoteliais,
sendo que vasodilatadores enddgenos, incluindo a ¢xido nitrico sintase endotelial (eNOS), a

enzima responsavel pela produgdo do 6xido nitrico (ON) e os niveis de prostanoides, outra
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classe de vasodilatadores, estdo diminuidos, enquanto vasoconstritores (ex. endotelina-1 e
tromboxano) que contribuem para enrijecimento e remodelacdo vascular estdo aumentados
(35).

Todavia, a razdo TA/TE foi restabelecida nos animais do grupo EF e, naqueles do
grupo EM, esta ndo diminuiu como nos animais SF, indicando beneficio do treinamento, o
que esta de acordo com estudos prévios em modelos de HAP induzida por MCT (13, 36). O
aumento da biodisponibilidade do ON ¢ um efeito vascular importante do exercicio fisico, em
fun¢do do aumento do estresse por cisalhamento e consequente sintese ¢ liberacdo desse
potente vasodilatador (37). Mais importante, o aumento alternado com redugao do estresse de
cisalhamento melhora a sinalizacdo do ON em comparacdo a um cisalhamento constante (38).
Isto foi demonstrado quando observou-se melhor fungdo vascular em resposta ao treinamento
intervalado de alta intensidade em comparagdo ao treinamento continuo (39, 40).
Particularmente, estudo prévio demonstrou que o treinamento intervalado de alta intensidade
contribui para preven¢do do remodelamento arterial patologico e diminui¢do da resisténcia
vascular pulmonar em modelo de HAP (13). Desta forma, acredita-se que os beneficios do
exercicio de corrida voluntaria sobre a razdo TA/TE podem estar relacionados a maior sintese
de ON na circulagdo pulmonar e ao atraso no remodelamento arterial patologico.

A diminui¢do da resisténcia da artéria pulmonar e da RVP sdo fundamentais para a
reducdo da sobrecarga e¢ do remodelamento patologico do VD, o que esta associado a
manutengdo da fungdo cardiaca (17). Em individuos com HAP, tem sido mostrado que o
exercicio fisico melhora a funcdo cardiaca, a eficiéncia ventilatéria e a aptidao
cardiorrespiratoria, o que colabora para a melhora na capacidade funcional e qualidade de

vida desses pacientes (8, 41, 42).

4.3. Morfometria do ventriculo direito e pesos

Os resultados do presente estudo mostraram que o VD de animais com falha (SF e
EF), apresentaram proporcionalmente menor quantidade de cardiomiocitos e maior
quantidade de matriz extracelular em relagdo aos grupos controle (SC e EC). Este resultado é
uma resposta adaptativa do VD que momentaneamente compensa o aumento da resisténcia
vascular pulmonar, mas que com o passar do tempo se torna deletéria. Isto resulta em
hipertrofia associada a deposi¢do de colageno na matriz extracelular, apoptose e fibrose no
miocardio (12, 29) e, consequentemente, disfungdo contratil progressiva e falha cardiaca (1).

Entretanto, nos animais do grupo EM, estas alteracdes negativas na matriz extracelular ndo
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ocorreram, demonstrando o efeito protetor do exercicio. O treinamento fisico combate o
remodelamento cardiaco patoldgico por diminuir os niveis circulantes e teciduais de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), fator nuclear kappa B (NF-kB) e caspase-3, assim como a
expressdo de receptores do fator indutor de necrose tumoral (TWEAK), que estdo envolvidos
no aumento de radicais livres, processos pro-inflamatorios e apoptdticos no VD em modelos
de HAP (16). A combinagdo da HAP com exercicio fisico resultou em aumento na area de
sec¢do transversa de miocitos isolados do VD nos animais com falha (EF). Este ¢ um
resultado inesperado, pois com a redugdo da resisténcia da artéria pulmonar a expectativa era
de que, sob uma menor sobrecarga de pressdo no VD, houvesse uma diminui¢do na area de
secc¢do transversa desses cardiomiocitos.

As razoes do peso do VD pelo peso corporal e do VE, assim como o peso do pulméao e
sua a razao pelo peso corporal, foram maiores nos grupos SF e EF que no SC, evidenciando o
efeito prejudicial da HAP, sem o efeito do exercicio neste momento. De fato, a resposta
hipertrofica a sobrecarga de pressdo ¢ considerada um mecanismo compensatorio para
normalizar o estresse elevado, o que em longo prazo esta associado a deposi¢ao de colageno
na matriz extracelular, apoptose e fibrose no miocardio (16, 17). Por outro lado, no grupo EM,
estas razdes ficaram com valores intermediarios entre os grupos SC e EF. Isto indica que o
exercicio voluntario atrasou a progressdo do remodelamento cardiaco em ratos com HAP
induzida por MCT, conforme demonstrado em estudo prévio (11). Sabe-se que o exercicio
fisico minimiza a RVP e, consequentemente, a hipertrofia do VD gerada pelo aumento da
pos-carga em modelos de HAP induzida por MCT. De fato, observou-se no presente estudo
que o treinamento em corrida voluntaria reduziu a resisténcia da artéria pulmonar (TA/TE), o

que esta associada a diminui¢do da sobrecarga de pressdo no VD.

4.4. Contratilidade celular

No presente estudo, observou-se que a HAP reduziu a amplitude de contragdo e
aumentou os tempos para o pico de contracdo e para 50% de relaxamento, sem que o
exercicio tenha influenciado estes parametros neste estagio. A reducdo na amplitude de
contracdo causada pela HAP tem sido associada a reducdo da sensibilidade dos miofilamentos
contrateis ao Ca’’ e a redugdo da concentragdo intracelular de Ca*" (20, 43). O aumento no
tempo para o pico de contragio, por sua vez, ¢ devido ao maior tempo para o pico do Ca*"

intracelular transiente, caracterizado pela lentiddo da liberagio de Ca*' do reticulo

sarcoplasmatico (RS) via canais receptores de rianodina (RyR2), enquanto que o maior tempo
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para 50% do relaxamento ¢ devido ao maior tempo para decaimento do Ca*" intracelular
transiente, caracterizado, principalmente pela lentiddo na recaptagdo de Ca?* do citosol para o
RS via SERCA2a (Ca®" ATPase do RS) (44). De fato, estudos prévios demonstraram que as
proteinas SERCA2a e RyR2 estdo reduzidas no VD de ratos com HAP induzida por MCT
(12, 33).

Além disso, observou-se que os midcitos do VD de ratos com falha (SF e EF)
apresentaram relagcdo contracdo-frequéncia negativa (3, 5 e 7 Hz). Esta relacdo contracdo-
frequéncia negativa tem sido observada neste modelo de HAP (11), sendo acompanhada por
queda na amplitude do Ca*' intracelular transiente (24, 25). Tal relagio sugere a inabilidade
destes cardiomiocitos em responder demandas contrateis aumentadas, caracteristica da falha
cardiaca (25). Neste sentido, observou-se nesses animais menor propor¢do de células que
responderam a estimulacdo na frequéncia de 7Hz, em relag@o aos controles.

Por outro lado, os midcitos isolados do VD de animais do grupo EM apresentaram os
parametros contrateis semelhantes aos dos grupos controles, ¢ a propor¢ao de células que
responderam a frequéncia de 7Hz foi intermedidria aos grupos controle e falha. Esses
resultados evidenciam a protecdo do treinamento empregado contra a progressdo da HAP.
Esta protecdo esta indicada pela melhor funcdo contratil dos cardiomidcitos isolados do VD
destes animais do grupo EM, se comparados com a daqueles cardiomiocitos isolados dos
animais que desenvolveram falha cardiaca (EF). Possivelmente, o exercicio evitou a
deteriorag@o de proteinas reguladoras de célcio nestes animais. Neste sentido, estudos prévios
demonstraram que as proteinas SERCA2a e RyR2 foram aumentadas no VD de ratos com
HAP induzida por MCT submetidos ao treinamento aerdbico de intensidade moderada em

esteira rolante (12, 33).

4.5. Ca’* intracelular transiente

Os miocitos do VD de ratos sedentarios com falha cardiaca (SF) apresentaram, similar
a contracdo celular, amplitude do Ca?" intracelular transiente reduzida (5 e 7 HZ), assim como
os tempos para o pico (1, 3, 5 ¢ 7 Hz) e para 50% do decaimento do Ca*' intracelular
transiente (1, 3 e 5 Hz) aumentados. Estes resultados indicam os prejuizos causados pela HAP
nestes animais, que estio associados a regulacdo do Ca?’ intracelular (12. 33), conforme
mencionado acima.

Observou-se também nos miocitos do VD de ratos sedentdrios com falha cardiaca

relagio contragdo-frequéncia negativa na amplitude do Ca?" intracelular transiente.
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Adicionalmente, ratos com falha cardiaca apresentaram menor propor¢do de células que
responderam a frequéncia de estimulacdo a 7Hz, comparados aos controles. Conforme
mencionado acima, tal relagdo acompanha a inabilidade destes cardomidcitos em responder
demandas contrateis aumentadas, caracteristica da falha cardiaca (25).

Por outro lado, em animais do grupo EM, os cardiomidcitos apresentaram os
parametros do Ca®" intracelular transiente semelhantes aos dos grupos controles e a propor¢do
de células que responderam a frequéncia de 7 Hz foi similar & do grupo controle. Esses
resultados sdo coerentes com os de contratilidade celular ¢ reforcam a protegdo do
treinamento empregado contra a progressdo da HAP. Juntamente com os dados da
contratilidade celular, este beneficio do exercicio reflete a melhor fungdo contratil dos
cardiomiocitos isolados do VD destes animais do grupo EM, se comparados com a daqueles
cardiomiocitos isolados dos animais que desenvolveram falha cardiaca. Da mesma forma,
possivelmente, o exercicio evitou a deterioragdo de proteinas reguladoras de calcio nestes
animais. De fato, o VD de ratos com HAP induzida por MCT submetidos ao treinamento
aerobico de intensidade moderada em esteira rolante exibiram maior expressdo das proteinas
SERCA2a e RyR2 (12, 33).

Um resultado inesperado foi que os cardiomiocitos dos animais do grupo EF,
apresentaram amplitude do Ca" intracelular transiente superior aos demais grupos, exceto ao
grupo EC (5 Hz). Embora esse resultado seja diferente daqueles apresentados em outros
estudos em modelos animais (45, 46) e em humanos com falha cardiaca (47) e ser
inconsistente com o resultado de contratilidade celular, observa-se um efeito do exercicio
nestes animais com falha. No momento, ndo ha explicagdo para este resultado, o que demanda
novas investigagdes.

Em suma, em pacientes com falha cardiaca do VE, os maiores beneficios do exercicio
sdo observados com treinamento intervalado de alta intensidade (48-51). Da mesma forma,
em modelos de HAP, foi mostrado que os beneficios do treinamento fisico de alta intensidade
sobre a hemodinamica cardiaca e hipertrofia patologica do VD sdo superiores aos observados
com o treinamento continuo de intensidade moderada (13). De fato, no presente estudo o
treinamento fisico em corrida voluntaria retardou os prejuizos provocados pela HAP na
quantidade de cardiomiocitos e de matriz extracelular no VD. Além disso, o exercicio
empregado aqui protegeu os miodcitos do VD contra os prejuizos da HAP na contratilidade
celular e no Ca?" intracelular transiente. Assim, acredita-se que as melhoras causadas pelo

exercicio nos parametros teciduais e celulares aqui apresentados, estejam associadas ao
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restabelecimento da resisténcia da artéria pulmonar nos animais com HAP exercitados, o que
possibilitou a diminui¢do da sobrecarga no VD e a atenuac¢do do seu remodelamento adverso.
Desta forma, embora ndo tenha sido avaliada a fun¢do do VD, acredita-se que a melhora na
tolerancia ao exercicio e o aumento da sobrevivéncia nos animais com HAP exercitados sejam
mediadas pela melhora na estrutura tecidual do VD, na funcdo contratil celular ¢ na

diminui¢do da hipertrofia patologica, o que reflete positivamente na fungdo do VD.

5. Conclusoes

Concluiu-se que o treinamento em corrida voluntaria promove beneficios a estrutura
tecidual do VD, assim como a contratilidade e ao Ca®' intracelular transiente em midcitos
isolados do VD de ratos com HAP induzida por MCT. Estas melhoras indicam contribuicao
positiva do exercicio fisico voluntario na tolerdncia ao esforgo fisico e para retardar o
desenvolvimento da falha cardiaca nestes animais. Estes achados proporcionam um melhor
entendimento sobre as contribuigdes do exercicio fisico para a satde do miocardio de

pacientes com HAP.
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