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Resumo

Fundamento: A hipertrofia e a dilatacao do ventriculo direito observadas na hipertensao arterial pulmonar (HAP)
prejudicam a dinamica do ventriculo esquerdo (VE) achatando o septo interventricular.

Objetivo: Investigar se o treinamento fisico resistido (TFR) de intensidade baixa a moderada é benéfico para funcées
contrateis do VE e de cardiomiécitos em ratos durante o desenvolvimento de HAP induzida por monocrotalina (MCT).

Métodos: Foram usados ratos Wistar machos (Peso corporal: ~ 200 g). Para avaliar o tempo até o possivel surgimento
de insuficiéncia cardiaca (ou seja, ponto de desfecho), os ratos foram divididos em dois grupos, hipertensao com
sedentarismo até a insuficiéncia (HSI, n=6) e hipertensao com treinamento até a insuficiéncia (HTI, n=6). Para testar os
efeitos do TFR, os ratos foram divididos entre grupos de controle sedentarios (CS, n=7), hipertensao com sedentarismo
(HS, n=7) e hipertensao com treinamento (HT, n=7). A HAP foi induzida por duas injeces de MCT (20 mg/kg, com um
intervalo de 7 dias). Os grupos com treinamento foram submetidos a um protocolo de TFR (subir escadas; 55-65% da
maxima carga carregada), 5 dias por semana. A significancia estatistica foi definida em p <0,05.

Resultados: O TFR prolongou o ponto de desfecho (~25%), melhorou a tolerancia ao esforco fisico (~55%) e atenuou
as disfuncoes de contratilidade de VE e de cardiomiécitos promovidas pela MCT preservando a fracao de ejecao e o
encurtamento fracional, a amplitude do encurtamento, e as velocidades de contracao e relaxamento nos cardiomidcitos.
O TFR também preveniu os aumentos de fibrose e colageno tipo I no ventriculo esquerdo causados pela MCT, além de
manter as dimensées de miécitos e colageno tipo Ill reduzidas por MCT.

Conclusao: O TFR de intensidade baixa a moderada é benéfico para funcées contrateis de VE e cardiomidcitos em ratos
durante o desenvolvimento de HAP induzida por MCT.

Palavras-chave: Insuficiéncia Cardiaca; Hipertensao Pulmonar; Ratos; Condicionamento Fisico Animal/métodos;
Miécitos Cardiacos; Disfuncao Ventricular Esquerda; Exercicio.

Abstract

Background: The right ventricular hypertrophy and dilation observed in pulmonary artery hypertension (PAH) damages the left ventricle (LV)
dynamics by flattening the interventricular septum.

Objective: To investigate whether low- to moderate-intensity resistance exercise training (RT) is beneficial to LV and cardiomyocyte contractile
functions in rats during the development of monocrotaline (MCT)-induced PAH.

Methods: Male Wistar rats (Body weight: ~ 200 g) were used. To assess the time to potential heart failure onset (i.e., end point), rats were
divided into sedentary hypertension until failure (SHE, n=6) and exercise hypertension until failure (EHF, n=6) groups. To test RT effects, rats
were divided into SC(/cnlary control (SC, n = 7), scdonlary /7)//)01‘[0/75/0/1 (SH, n=7), and exercise hypcrlcnsion (EH, n=7) groups. PAH was
induced by two MCT injections (20 mg/kg, with 7 days interval). Exercise groups were submitted to an RT protocol (Ladder climbing; 55-65% of
carrying maximal load), 5 times/week. Statistical significance was assumed at P < 0.05.
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Results: RT prolonged the end point (~25 %), enhanced the physical effort tolerance (~ 55%), and mitigated the LV and cardiomyocyte
contractility dysfunctions promoted by MCT by preserving the ejection fraction and fractional shortening, the amplitude of shortening, and the
velocities of contraction and relaxation in cardiomyocytes. RT also prevented increases in left ventricle fibrosis and type | collagen caused by
MCT, and maintained the type Ill collagen and myocyte dimensions reduced by MCT.

Conclusion: Low- to moderate-intensity RT benefits LV and cardiomyocyte contractile functions in rats during the development of MCT-induced PAH.

Keywords: Heart Failure; Pulmonary Hypertension; Rats; Physical Conditioning, Animal/methods; Myocytes, Cardiac; Ventricular Dysfunction,

Left; Exercise.

Introducao

Aumentos na resisténcia da vasculatura pulmonar, causados
principalmente pela disfuncao endotelial, levam a hipertensao
arterial pulmonar (HAP)." A resisténcia da vasculatura
pulmonar sobrecarrega o ventriculo direito resultando em
remodelagao patoloégica,® e disfungao devido a hipertrofia e
dilatacdo." Essa remodelacao afeta a dindmica do ventriculo
esquerdo (VE) por causa da interagao ventricular direta. Nessa
estrutura, a dinamica do ventriculo esquerdo é prejudicada
pelo achatamento do septo interventricular,>* pois ela enfrenta
enchimento diastélico precoce deficiente, volume diastélico
final reduzido e remodelagao adversa.>>® Portanto, pacientes
com HAP apresentaram um volume de acidente vascular
cerebral® e tolerancia a esforco fisico reduzidos, o que afeta
negativamente sua qualidade de vida e sobrevida.”

Os tratamentos farmacolégicos tém o objetivo de reduzir a
pressdo arterial pulmonar e a sobrecarga no ventriculo direito,
e, assim, manter a funcao cardfaca.® Ja se demonstrou que
pacientes com HAP podem manter a fungao cardiaca por
meios nao farmacolégicos, tais como a prética regular de
exercicios fisicos.”' No modelo experimental de HAP grave
induzida por monocrotalina (MCT), por exemplo, o exercicio
aerébico prévio ou precoce demonstrou promover beneficios
cardiovasculares, tais como a atenuagdo da hipertrofia, a
disfuncao e a remodelacdo adversa do ventriculo direito."-'®
Nosso grupo de pesquisa'”'® relatou recentemente que a
corrida voluntaria (ou seja, treinamento de alta intensidade
intermitente) adia o inicio da insuficiéncia cardiaca, e alivia
a remodelacgao adversa do ventriculo direito e a disfuncao de
midcitos (ou seja, a contratilidade de miécitos e a deterioragao
da ciclagem de Ca?* intracelular) nesse modelo. Além disso,
também demonstramos que o exercicio aerébico continuo
de intensidade moderada previne a remodelagao adversa do
ventriculo direito, a contratilidade de midcitos e as deficiéncias
da ciclagem de Ca?*."

O uso de treinamento fisico resistido (TFR) de intensidade
baixa a moderada foi recomendado como parte de programas
de treinamentos para promover a satde e prevenir doengas
cardiovasculares?*?' incluindo as relacionadas a disfuncao
do ventriculo esquerdo.?> Em relacdo a HAP, intervengbes
combinadas de exercicios, incluindo aerébicos, treinamento
de resisténcia e treinamento muscular inspiratério especifico,
demonstraram ser seguras para esses pacientes e resultaram em
melhorias significativas na poténcia muscular, na capacidade
de exercicio e na sobrevida.?*-*> Apesar disso, embora o
exercicio aerébico tenha demonstrado evitar a disfuncao
diastdlica e sistdlica do ventriculo esquerdo nas condigdes de
linha de base e isovolumétrica,?® na HAP induzida por MCT,

Full texts in English - https://abccardiol.org/en/

o impacto do TFR na disfungao do ventriculo esquerdo nesse
modelo é desconhecido.

Embora os modelos animais tenham embasado a
descoberta de novas terapias e o entendimento da
fisiopatologia da HAP, o modelo de lesdo pulmonar do
MCT em roedores usando a injecao de 60 mg/kg de massa
corporal induz HAP grave em um processo subagudo,
que é limitado para simular a HAP cronica humana.?”
Nesse sentido, Whang et al.,*® demonstraram que 40 mg/
kg MCT divididos em duas injecées de 20 mg/kg com
um intervalo de sete dias sao o que melhor imitam HAP
cronica com as alteragbes comuns na estrutura e fungao
das artérias pulmonares e do ventriculo direito observadas
em seres humanos. Portanto, no presente estudo, usamos
esse modelo em ratos para testar se o TFR de intensidade
baixa a moderada é benéfico para o VE e para fungdes
contrateis em midcitos durante o desenvolvimento de
HAP induzida por MCT. A hipétese deste estudo é de que
o TFR de intensidade baixa a moderada é benéfico para
funcoes contrateis de VE e midcitos em ratos durante o
desenvolvimento de HAP induzida por MCT.

Métodos

Desenho do experimento e inducao da HAP

Ap6s a definicdo do tamanho da amostra,® trinta e trés
ratos Wistar machos [Peso corporal: ~200 g] foram obtidos
do laboratério de animais da Universidade Federal de
Vigosa, MG, Brasil. Os animais foram mantidos em gaiolas
de policarbonato transparentes, em uma sala com controle
de temperatura (~22 °C) e ~60% de umidade relativa, em
ciclos de 12/12 h de luz/escuro, e tiveram acesso livre a dgua
e racao comercial.

Para avaliar o tempo até o possivel surgimento de
insuficiéncia cardiaca, 12 animais (~200 g) foram divididos em
dois grupos, usando a randomizagao simples, hipertensao com
sedentarismo até a insuficiéncia (HSI, n=6) e hipertensio com
treinamento até a insuficiéncia (HTI, n=6). Apds as injegoes de
MCT, ratos dos grupos HSI e HTI foram eutanasiados quando
apresentaram sinais clinicos externos previamente validados
de possivel surgimento de insuficiéncia cardiaca (por exemplo,
perda de peso, dispneia, piloerecao) e ndo podiam mais se
alimentar adequadamente, subir a escada (grupo HTI) ou
mesmo se mover dentro da gaiola,***” que foi considerado
um ponto de desfecho.

Para testar se os efeitos do TFR eram benéficos durante
o desenvolvimento da HAP, 21 animais (~200 g) foram
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divididos entre grupos usando a randomizagao bloqueada:
de controle sedentarios (CS, n=7), hipertensdao com
sedentarismo (HS, n=7) e hipertensao com treinamento
(HT, n=7). Animais dos grupos HS, HT e CS foram
eutanasiados no dia do ponto de desfecho mediano (+ 1
dia) dos animais do grupo HSI (ou seja, 28 dias). O tempo
mediano até o possivel surgimento de insuficiéncia cardiaca
representou 0 momento apds o tratamento com MCT em
que mais de 50% do grupo chegou ao dia do ponto de
desfecho. Os animais nos grupos com treinamento foram
submetidos a TFR, e aqueles nos grupos sedentarios foram
mantidos em suas gaiolas.

Para induzir a HAP, os animais dos grupos HSI, HTI, HS
e HT receberam 2 injegoes intraperitoneais de MCT (Sigma-
Aldrich, USA) de 20 mg/kg, com intervalos de 7 dias para
induzir a insuficiéncia do ventriculo direito.?® Os animais de
controle receberam injegdes de solugdo salina em volume
equivalente.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com
procedimentos internacionais para pesquisa com animais
(Scientific Procedures; Act 1986). Todos os protocolos foram
analisados e aprovados pelo Comité de FEtica Institucional
(ndmero de protocolo 02/2019).

Treino de resisténcia e teste de carga maxima

Os animais foram acostumados com o protocolo de TFR
(adaptado de Hornberger e Farrar)*® por uma semana antes
da primeira injegdo de MCT ou solugao salina, sem carga
adicional. O TFR consistiu em subir uma escada (1,1 m de
altura, inclinagao de 802 com intervalos de repouso de 2
minutos, sendo que a carga foi baseada em um teste de
méxima carga carregada. O teste de maxima carga carregada
foi realizado antes da injecdo de MCT ou solucao salina
(tempo 0) e no 149, 212 e 282 dia apds as injegdes. O teste
consistiu em subir escada com carga inicial de 75% do peso
corporal, que foi gradualmente aumentado e mais 15% nas
subidas subsequentes até que o animal ndo pudesse mais
subir.?® A carga foi presa a cauda do rato e as subidas foram
intercaladas com 2 minutos de intervalos de repouso. A
méxima carga carregada foi usada como indice de tolerancia
de esforco fisico.

Os animais exercitados foram submetidos a um programa
de TFR, 5 vezes por semana durante o periodo experimental
até o dia anterior ao da eutandsia, totalizando vinte sessoes
de exercicio. A carga do TFR foi de 55-65% da maxima carga
carregada seguindo as recomendagdes para pacientes com
doengas cardiovasculares.?® Cada sessao de treinamento
consistiu em 15 subidas intercaladas com intervalos de 60
segundos, sendo que a carga de treinamento foi ajustada apés
os testes de maxima carga carregada (142 e 212 dia).

Ecocardiografia e coleta de amostras

As avaliagoes ecocardiograficas foram realizadas no 282
dia apés a primeira injegdo com MCT. Os animais foram
anestesiados (Isoflurane 1,5% e 100% de oxigénio em um
fluxo constante de 1L/min; Isoflurane, BioChimico, Brasil) e
as imagens foram obtidas enquanto os animais estavam em
decubito lateral. Estudos bidimensionais com uma taxa de
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amostragem réapida de 120 fps no modo M foram realizados
usando o sistema de ultrassom MyLabTM30 (Esaote, Génova,
Itdlia) e transdutores de frequéncia nominal de 11 MHz.
A ecocardiografia transtordcica bidimensional e modo M
foram obtidos numa velocidade de digitalizagao de 200 mm
ajustado de acordo com a frequéncia cardiaca.* Para avaliar
a funcdo do VE, os seguintes parametros foram avaliados:
fracdo de ejecao (FE) do VE; e encurtamento fracional (EF).
Para caracterizar a HAP, a excursao sistdlica do plano anular
tricispide (TAPSE) foi determinada.

No dia do desfecho final mediano (= 1 dia) dos animais
do grupo HSI, animais dos grupos HS, HT e CS foram
eutanasiados. Ap6s a eutanasia, animais dos grupos CS,
HS e HT tiveram seus coragdes, ventriculos e pulmoes
dissecados, pesados e processados para andlises de interesse,
conforme descrito abaixo. A tibia direita foi dissecada, e seu
comprimento foi medido.

Histomorfometria

As analises histolégicas do VE foram realizadas conforme
descrito anteriormente.**2 Rapidamente, imediatamente
apos a coleta, fragmentos do VE foram fixados com o fixador
Karnovsky (paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 4% em
tampao de fosfato a 0,1 M, pH 7,4) por 24 horas. Em seguida,
os fragmentos foram desidratados em etanol, clarificados em
xilol e embebidos em parafina. Os blocos foram cortados
em secoes de 5 um de espessura, montados em laminas
histolégicas e corados com hematoxilina e eosina para medir
a area da secao transversal (AST), ou com vermelho Sirius para
contar fibras de colageno e/ou com tricromo de Masson para
contagem de fibrose cardiaca. Para evitar as andlises repetidas
da mesma area histolégica, as segbes foram avaliadas em
semisséries, usando uma em cada 10 secoes. As imagens
digitais das laminas coradas com vermelho Sirius foram obtidas
usando um microscépio de luz polarizada (Olympus AX-70,
Toéquio, Japao) conectado a uma camera digital (Olympus Q
Color-3, Téquio, Japao) e as imagens das laminas coradas com
hematoxilina e eosina e tricromo de Masson foram obtidas
usando um microscépio de luz (Olympus AX-70, Téquio,
Japao) conectado a uma camera digital (Olympus Q Color-3,
Toquio, Japao). A quantificagdo dos tipos de coldgeno e
fibrose cardiaca foi realizada usando-se uma ferramenta de
identificagao de cores especifica usando o software Image-Pro
Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). A drea
de secdo transversal do midcito foi medida usando-se uma
ferramenta especifica (medigdo manual em software Image
Pro-Plus 4.5).

Isolamento de midcitos no ventriculo esquerdo

O coracdo foi conectado a um sistema de perfusao
retrégrada de Langendorff e midcitos simples do VE isolados
conforme descrito anteriormente.’® Resumidamente, o sistema
de perfusdo do coragdo acontece via aorta com solugao de
Tyrode contendo (em mM; Sigma-Aldrich, EUA): 130 NaCl,
1,43 MgCl2, 5,4 KCl, 0,75 CaCl2, 5,0 Hepes, 10,0 glicose,
20,0 taurina e 10,0 creatina, pH 7,4 por cerca de 5 minutos.
A solucao de Tyrode foi substituida por uma solugao de Tyrode
contendo EGTA (0,1 mM) por 6 minutos. Em seguida, foi feita
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a perfusao do coragao com solugdo de Tyrode contendo 1
mg/ml de colagenase tipo Il (Worthington, EUA) e 0,1 mg/ml
de protease (Sigma-Aldrich, EUA) por cerca de 12 minutos.
Em seguida, o VE do coracao digerido foi retirado e cortado
em pequenos fragmentos que foram colocados em um
frasco conico contendo a solucdo enzimatica (colagenase
e protease). As células foram mecanicamente separadas
agitando-se o frasco por 5 minutos. As células dispersadas
foram separadas do tecido nao dispersado por filtragem por
centrifugacao. As células isoladas foram armazenadas a 5° C
até o uso. Os midcitos isolados foram usados de 2 a 3 horas
apos o isolamento. As solugdes usadas no procedimento de
isolamento foram oxigenadas (O, 100% — White Martins,
Brasil) e mantidas a 37° C.

Funcao contratil de miécito simples

A funcao contratil de midcitos do VE foi medida usando-
se um sistema de detecgao de ponta (lonoptix, Milton,
EUA) montado em um microscépio invertido (Nikon Eclipse
— TS100, Japao) conforme descrito anteriormente.' Os
midcitos foram colocados em um banho na mesa de um
microscépio invertido e superfusados com uma solugao de
Tyrode contendo, em mM (Sigma-Aldrich, EUA): 137 NaCl,
5,4 KCl, 0,33 NaH,PO,, 0,5 MgCl,, 5 HEPES, 5,6 glicose 1,8
CaCl, pH 7,4 com 5N NaOH, a 37" C. Apenas os midcitos
que apresentam um padrao de estriagao claro e regular
(sarcOmero), sem contragdo espontanea na auséncia de
estimulagao externa e respondendo a estimulacao de THz
com uma Unica contragao foram testados. Os midcitos foram
estimulados (Myopacer, lonoptix, Milton, EUA) para se contrair
a uma frequéncia de estimulagdo progressiva (1, 3, 5 e 7 Hz)
usando eletrodos externos, e o encurtamento de célula
resultante medido por andlise de uma imagem de video da
célula usando-se a camera e o software lonoptix (lonoptix,
Milton, MA, EUA). O encurtamento da célula foi expresso
como % do comprimento da célula em repouso.

O comprimento e a largura do miécito foram obtidos a
partir da imagem de video da célula; e o volume da célula
foi calculado conforme descrito anteriormente.*

Analise estatistica

A normalidade dos dados foi testada usando-se o teste de
Shapiro-Wilk. Os dados sdo apresentados como médias +
DP, para variaveis continuas com distribuicdo normal, como
mediana e faixa interquartil, para varidveis continuas sem
distribuigdo normal. O ponto de desfecho, os parametros
de remodelagao ventricular e os parametros contréteis de
cardiomidcitos isolados apresentaram uma distribuicao nao
normal, enquanto os parametros de exercicio, peso corporal
e dos drgdos e area da segao transversal e morfometria da
célula isolada apresentaram distribuigdo normal. O ponto
de desfecho foi testado pela curva de analise de Kaplan-
Meier pelo teste de Log-rank. A maxima carga carregada,
o peso corporal, a fungdo do VE, o peso dos érgaos e os
pardmetros de célula simples foram testados pela analise de
variancia de via tinica (ANOVA) ou de Kruskal-Wallis seguida
de teste post-hoc de Dunn. A maxima carga carregada foi
testada por medidas de ANOVA de via (nica repetidas. As

analises ANOVA foram seguidas do teste de correcao de
Tukey pareado. O teste Qui-quadrado de Pearson (X?) foi
usado para avaliar a proporgao de animais que apresentaram
achatamento do septo interventricular. A significancia
estatistica foi definida em P <0,05. A descricao dos dados,
o nmero de ratos e miécitos sdo apresentados nas legendas
das tabelas e das figuras. Todas as anélises foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism, versao 6.01 (San
Diego, CA, EUA).

Resultados

Possivel surgimento de insuficiéncia cardiaca e tolerancia
ao esforco fisico

Afigura 1A ilustra que os animais do grupo HTI realizaram
o protocolo de treinamento de resisténcia durante o
desenvolvimento da HAP até apresentar sinais do possivel
surgimento de insuficiéncia cardiaca. A maxima carga
carregada aumentou progressivamente até o 212 dia e, depois
disso, diminuiu até o nivel inicial no 352 dia apés a primeira
injecao de MCT. Todos os animais dos grupos HSI e HTI
apresentaram sinais de possivel surgimento de insuficiéncia
cardiaca - ponto de desfecho (Figura 1B); entretanto, os
animais do grupo HTI tiveram um tempo mediano de ponto
de desfecho mais longo (37 dias) do que aqueles no grupo de
HSI (28 dias), indicando beneficios do treinamento resistivo.

Ratos hipertensos do grupo de HT melhoraram sua
tolerancia ao esforgo fisico (Figura 1C) durante o experimento.
A maxima carga carregada no grupo HT foi mais alta no 219
e no 282 dias do que no dia 0. Além disso, esses animais
tiveram a maxima carga carregada mais alta no 149, 212 e
282, comparados aos dos grupos CS e HS.

Funcao e morfologia do ventriculo esquerdo

A avaliagdo ecocardiografica mostrou o achatamento do
septo interventricular chamado de ventriculo esquerdo em
forma de “D” em animais dos grupos HS e HT (Figura 2A),
o que sugere sobrecarga de pressao do ventriculo direito,
caracteristica da HAP. Essa alteracdo morfolégica foi maior
no grupo HS do que no grupo CS, enquanto o grupo HT
apresentou valores intermediarios (Figura 2D). Em relagao a
funcao do ventriculo esquerdo, ndo se encontrou nenhuma
diferenca entre os grupos para a fragao de ejegao (Figura 2B)
ou ao encurtamento fracional (Figura 2C). Apesar disso, é
importante observar que 3 dos 7 animais do grupo HS tiveram
fragdo de ejecao <50% e 3 de 7 tiveram encurtamento
fracional <25%, indicativo de insuficiéncia do ventriculo
esquerdo. Por outro lado, nenhum dos animais treinados (HT),
no mesmo periodo, apresentaram fragao de ejecdo <50% e
apenas 1 de 7 teve encurtamento fracional <25%.

A presenca de HAP em animais do grupo HS foi
caracterizada também pelos valores de TAPSE. Animais
do grupo HS apresentaram valores de TAPSE mais baixos
(1,43 = 0,23) do que os dos grupos CS (2,06 = 0,17) e
HT (2,13 = 0,36).

Os animais do grupo HS apresentaram menor peso
corporal do que os dos grupos CS e HT (Tabela 1). Apesar de
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Figura 1 - Efeito do treinamento resistido em possivel surgimento de insuficiéncia cardiaca (ponto de desfecho) e tolerdncia ao esforgo fisico. (A) Maxima
carga carregada de animais hipertensos até a insuficiéncia, determinada pela maxima carga carregada ajustada para peso corporal, antes da injecdo (dia 0) e
no 142, 212 e 282 e 35° dias apos a primeira injegdo de monocrotalina. (B) Ponto de desfecho, medido em dias para apresentar sinais de possivel surgimento
de insuficiéncia cardiaca, foi significativamente mais curto em ratos em hipertensdo com sedentarismo até a insuficiéncia (HSI, n=6) do que nos ratos em
hipertensdo com treinamento até a insuficiéncia (HTI, n=6). **P <0,01, anélise da curva de Kaplan-Meier pelo teste de Log-rank. (C) Maxima carga carregada
relativa para animais de controle, hipertensos, sedentarios e em treinamento, determinada conforme o painel A. Ratos em hipertensao com treinamento (HT, n=7)
apresentaram maior ganho em carga carregada do que o grupo de controle sedentario (CS, n=7) e o grupo de hipertensdo com sedentarismo (HS, n=7), a partir
do 14° dia. Medigcdes de ANOVA repetidas sequidas do teste de corregdo de Tukey. aP <0,05 vs. HS; bP <0,05, vs. CS; *P <0,05 vs. antes da inje¢do de MCT.

nao haver diferenga de peso do coragdo entre os grupos, os
animais dos grupos HS e HT tiveram maior peso do ventriculo
direito (VD) e proporgao entre ventriculo direito e tibia do
que os animais do grupo CS, o que indica a hipertrofia do
ventriculo direito. Embora o peso do pulmao e a proporgao
entre pulmdo e tibia serem maiores nos grupos HS e HT do
que no grupo CS, nao foi encontrada diferenca entre peso de
VE e proporgao peso de VE e tibia entre os grupos. Em relagao
as dimensoes dos midcitos do ventriculo esquerdo, o grupo HS
apresentou comprimento, largura e volume menores do que
o grupo CS. O grupo HT apresentou valores intermedidrios
entre os dos grupos CS e HS. Os animais dos grupos de HS
apresentaram AST mais baixa em comparagao com os animais
dos grupos CS e HT. Por outro lado, ndo houve diferenga na
AST dos animais do grupo HT em comparagdo com os animais
do grupo CS, sugerindo um efeito benéfico do programa de
treinamento resistido para prevenir a remodelacao adversa
do ventriculo esquerdo.
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Remodelacao adversa do ventriculo esquerdo

Afigura 3 mostra dados sobre as fibras de colageno e a fibrose
do VE. Animais hipertensos (HS e HT) apresentaram uma alta
porcentagem de colageno tipo | em comparacdo aos animais
do grupo de controle (CS) (Figura 3A). Entretanto, os animais do
grupo HT tiveram uma porcentagem menor de coldgeno tipo |
em comparagao com os animais do grupo HS, mostrando o efeito
protetor do TFR no avango da HAP. Além disso, os animais do
grupo TH apresentaram uma porcentagem mais alta de colageno
tipo lll do que a dos animais sedentarios (CS e HS) (Figura 3B).
Animais hipertensos (HS e HT) tiveram uma alta porcentagem
de coldgeno total em comparagao aos animais do grupo de
controle (Figura 3C). Em relagao a fibrose do VE (Figura 3D), os
animais do grupo HS apresentaram uma porcentagem mais alta,
em comparagao com os animais nos grupos CS e HT. Nao houve
diferenga entre a porcentagem de fibrose nos animais dos grupos
HT e CS, demonstrando um efeito benéfico do treinamento
resistido na prevencao da remodelagao cardiaca patolégica.
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Figura 2 - Efeito do treinamento fisico resistido na fungéo do ventriculo esquerdo avaliado no 28° dia apés a primeira injecdo de monocrotalina. (A) Imagens
ecocardiogréficas representativas (B) Fragdo de eje¢ao (C) Encurtamento fracional. (D) Ventriculo esquerdo em forma de “D”. Os valores sdo médias + DP
(n=7 ratos em cada grupo), CS: controle sedentarios; HS: hipertensdo com sedentarismo; HT: hipertensdo com treinamento; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo
esquerdo. A linha pontilhada indica os limites para a classificagao da fungdo prejudicada. Painéis B e C: ANOVA de uma via sequido de teste post hoc de Tukey.

Painel D: Teste Qui-quadrado de Pearson (teste x2). *p <0,05.

Tabela 1 - Efeito do treinamento fisico resistido no corpo e no peso dos 6rgaos

CS
Peso corporal final (g) 298,6 + 19,01
Peso do coragdo (g) 1,23+ 0,11
Peso do VD (g) 0,33+ 0,04
Peso do VE (g) 0,74 +0,10
Peso do pulméo (g) 1,65+0,28
Raz@o entre peso do VD e comprimento da tibia (g/cm) 0,09 + 0,01
Raz@o entre peso do VE e comprimento da tibia (g/cm) 0,20 £ 0,02
Razdo entre peso do pulméo e comprimento da tibia (g/cm) 0,45+ 0,10
Comprimento do miécito (um) 132,3 £ 19,09
Largura do miécito (pm) 46,12 £ 10,08
Volume do midcito (pL) 46,24 + 3,97
Secdo transversal do midcito (um?) 462,1 £ 21,86

HS
276,3 + 19,87
1,30 £ 0,18
0,42 £ 0,03
0,65 £ 0,07
2,77 £0,41**
0,11 + 0,00*
0,17 £ 0,02
0,73+ 0,11**
122,5 + 19,86*
41,75 £ 9,95*
38,71+ 3,18

400,5 + 43,34

HT
303,7 +20,98f
1,28 £0,12
0,44 0,05
0,70+ 0,07
2,38 £0,33**
0,11 +0,01*
0,18 £ 0,02
0,63 = 0,09*
129,2 + 21,42
43,64 £ 9,50
42,62 £ 3,61

492,2 + 66,561

Os valores sdo médias * DP de 7 ratos e 10 células em cada grupo. CS: controle sedentdrios; HS: hipertensdo com sedentarismo; HT: hipertensdo com
treinamento; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo; ‘p <0,05 vs. CS; “p <0,01 vs. CS; 'p <0,05 vs. HS. ANOVA de uma via seguido de teste post

hoc de Tukey.
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Funcao contratil de midcito simples

Sob estimulagao elétrica, midcitos dos animais do grupo
HS apresentaram uma relagdo contragao-frequéncia positiva
nas frequéncias 1, 3 e 5 Hz; a uma grandeza menor de
encurtamento do que os animais dos grupos CS e HT
(Tabela 2). Essa diferenga perdeu seu valor estatistico de 5
para 7 Hz, onde a relagdo contracao-frequéncia se tornou

negativa. Além disso, a velocidade de partida (um indice de
velocidade de contragao) foi mais lenta nas células do grupo
HS do que no grupo do CS acima da faixa de 1 a 7 Hz.
Entretanto, na comparagdo com o grupo HT, a velocidade
mais baixa foi encontrada apenasem 1, 3 e 7 Hz. Da mesma
forma, a velocidade de retorno (um indice da velocidade de
relaxamento) foi mais baixa no grupo HS do que no grupo

32 *k w
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Figura 3 - Efeito do treinamento fisico resistido na remodelagdo do ventriculo esquerdo. (A) Porcentagem de colageno tipo I. (B) Porcentagem de coldgeno tipo
1ll. (C) Porcentagem de coldgeno total. (D) Porcentagem de fibrose no VE. (E) Microfotografias representativas do tecido do VE corado com vermelho Sirius;
(F) Microfotografias representativas do tecido do VE corado com tricromo de Masson. A seta azul indica coldgeno tipo I; A seta branca indica coldgeno tipo
Ill; A seta preta indica fibrose cardiaca. Os valores sdo apresentados como medianas acompanhadas da faixa interquartil de 10 imagens por animal em cada
grupo (n=5 ratos em cada grupo). CS: controle sedentarios; HS: hipertensdo com sedentarismo; HT: hipertensdo com treinamento. Kruskal-Wallis, seguido pelo

teste post-hoc de Dunn: * p <0,05, e ** p <0,01.
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Tabela 2 - Efeito do treinamento fisico resistido na contragao e relaxamento do miocito do ventriculo esquerdo

Encurtamento (% c.c.r.)

FE (1 Hz) 7,69 (5,74-9,42)
FE (3 Hz) 8,02 (5,47-10,14)
FE (5 Hz) 8,16 (6,06-10,15)
FE (7 Hz) 7,32 (4,86-9,33)

Velocidade de partida
FE (1 Hz) 262,9 (191,8-330,3)
FE (3 Hz) 317,7 (222,6-411,2)
FE (5 Hz) 365,8 (246,7-473,2)
FE (7 Hz) 369,8 (284,4-472,9)

Velocidade de retorno

FE (1 Ha) 229,0 (158,2-282,5)
FE (3 Hz) 254,6 (177,2-321,3)
FE (5 Hz) 2733 (218,4-354,5)
FE (7 H2) 285,2 (226,9-362,6)

5,26 (3,23-7,08)"
6,08 (3,73-8,29)*
6,74 (4,83-8,78)*
6,04 (4,37-8,01)

7,89 (5,80-9,30)!
7,70 (6,59-10,11)t
8,26 (6,25-10,20)!
6,95 (5,41-8,90)

189,2 (106,1-266,8)*
250,2 (129,3-332,6)*
303,3 (175,5-417)*
322,2 (209,7-367,9)*

250,7 (179,1-307,0)t
288,5 (226,4-416,1)1
342,4 (254,7-467,3)
344,9 (293,1-469,5)1

143,6 (76,53-220,7)* 206,5 (148,4-274,1)t

( ) ( )
191,9 (97,98-254,2)* 241,3 (159,2-323,8)t
236,1 (126,9-279,6)* 247,6 (178,4-353,6)

234,3 (153,5-293,8)* 260,5 (202,9-356,9)

Os valores sdo apresentados como medianas acompanhadas da faixa interquartil (FIQ) de 10 células por animal em cada grupo (n=7 ratos em cada grupo).
% c.c.r., porcentagem do comprimento da célula em repouso; FE: frequéncia de estimulagdo; CS: controle sedentarios; HS: hipertensdo com sedentarismo;
HT: hipertensdo com treinamento. 'p <0,05 vs. CS; "p <0,01 vs. CS; 'p <0,05 vs. HS. Kruskal-Wallis, seguido de teste post-hoc de Dunn.

de CS. Na comparagao com o grupo HT, a velocidade mais
baixa foi encontrada apenas em 1 e 3 Hz.

Discussao

O presente estudo examinou se o TFR de intensidade
baixa a moderada poderia demonstrar ser benéfico para
as fungdes contrateis de VE e midcitos em ratos durante o
desenvolvimento de HAP induzida por MCT. Nossos achados
demonstram pela primeira vez que ratos tratados com MCT
(duas injecoes de MCT de 20 mg/kg, com intervalo de 7
dias) subiram escada durante o desenvolvimento da HAP
e aumentaram progressivamente sua tolerancia ao esforgo
fisico. O indice de tolerancia ao esforco fisico do nosso
estudo, a maxima carga carregada, foi progressivamente mais
alto no grupo HT em comparacao com os grupos HS e CS
durante o experimento. O modelo de TFR foi eficiente no
aumento da forga muscular e outro modelo de hipertensao
de ratos.** O aumento no peso corporal e na maxima carga
carregada observado aqui sugere um efeito protetor do TFR
contra a perda e disfungao e perda de musculo esquelético.
Esse € um achado interessante desde que a sarcopenia, a
intolerancia ao esforco fisico, e a letargia foram relatadas
como caracteristicas desse modelo de HAP#>#>47 A poténcia
muscular demonstrou melhorar em pacientes com HAP em
resposta a programas de exercicios combinados (aerébicos
+ resistidos).?>2° Além disso, o aumento da forga muscular
é importante para individuos hipertensos, ja que alivia a
sobrecarga cardiovascular durante suas atividades rotineiras
e foi associado a protecao contra mortalidade global.*®

O programa de TFR usado no presente estudo expandiu
o tempo até os animais exibirem sinais de possivel
surgimento de insuficiéncia cardiaca (ou seja, ponto de
desfecho). Embora ndo haja estudo sobre os efeitos do
modelo de TFR em tal ponto de desfecho em ratos com
HAP induzida por MCT, o prolongamento do ponto de
desfecho em ratos injetados com MCT em resposta a
corrida voluntaria foi relatado por nosso grupo,'”'® e a
sobrevida estendida em resposta a corrida na esteira foi
demonstrada por outros,*>* mais especificamente quando
iniciada nos estagios iniciais da doenca. A sobrevida
melhorada também foi demonstrada em pacientes com
HAP submetidos a intervengoes de exercicios combinados
(aerdbicos + resistidos).>2°

Nosso regime de TFR beneficiou os parametros
funcionais e estruturais do VE em ratos injetados com
MCT. Em relagdo a funcao do ventriculo esquerdo,
a ecocardiografia demonstrou que 42,86% dos ratos
sedentarios injetados com MCT (grupo HS) tiveram
fracdo de ejecao abaixo de 50%, e 28,57% apresentaram
encurtamento fracional abaixo de 25%, o que indica
disfungdo do ventriculo esquerdo. Entretanto, os animais
treinados (grupo de HT) a presenca da disfungao do
ventriculo esquerdo foi mais baixa nos ratos sedentérios
(grupo HS), o que sugere uma fungdo protetora do
exercicio de resisténcia. Esses achados estao alinhados
com as alteracoes causadas pelo TFR empregado no tecido
do VE. Por exemplo, o TFR aumentou a porcentagem
de coldgeno tipo Ill a0 mesmo tempo em que reduziu a
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porcentagem de coldgeno tipo | e fibrose nos ratos com
HAP induzida por MCT, demonstrando, portanto, o efeito
protetor desse regime de exercicios contra a disfuncao do
ventriculo esquerdo e a remodelagdo adversa levando a
atenuagao da progressao da HAP.

Os parametros de 6rgaos demonstraram que ratos
sedentdrios injetados com MCT (grupo HS) apresentou
valores do ventriculo direito (ou seja, peso do ventriculo
direito, indice de Fulton e proporcao entre peso do
ventriculo direito e comprimento da tibia) e pulmao (ou
seja, peso do pulmao, proporgdo entre peso do pulmao
e comprimento da tibia) mais altos do que o grupo de
CS. Apesar de nao haver nenhuma mudanga no peso do
VE e na proporcao entre VE e comprimento da tibia, o
comprimento, a largura e o volume de miécitos simples
diminuiram pela MCT (CS > HS). Entretanto, o TFR evitou
esse tipo de redugao nas dimensoes da célula (HT = CS), o
que indica a manutengdo da massa do ventriculo esquerdo
e sugere o efeito protetor do programa de TFR aplicado
contra a remodelagao adversa do ventriculo esquerdo.

Juntamente com a reducdo das dimensoes dos miécitos,
a MCT induziu a disfungao contrétil de miécitos simples.
Miécitos do grupo HS tiveram encurtamento menor e
velocidades de contragao e relaxamento mais altas do que
o grupo CS. Mais importante, o TFR atenuou a disfungao
contratil, ja que esses parametros celulares do grupo HT
foram semelhantes aos do grupo CS, indicando, assim,
melhorias na fungao contrétil dos miécitos do grupo HT
em relacdo aos do grupo HS. As proteinas reguladoras do
calcio (ou seja, receptor de rianodina 2; fosfolambano
e a ATPase 2 do reticulo sarcoplasmadtico gerenciam a
forca e o tempo da contragao de cardiomidcitos e sao
relatadas como reguladas no ventriculo direito de ratos
tratados com MCT.">*> Ainda sao necessdrias investigacoes
posteriores sobre se o regime de TFR empregado aumenta
a expressao e a atividade dessas proteinas, embora esse
efeito de exercicio tenha sido demonstrado em ratos
sauddveis normotensos.**"

Considerados juntos, nossos resultados demonstram
que o TFR empregado durante o desenvolvimento da HAP
induzida por MCT foi benéfico a estrutura e a fungao do
ventriculo esquerdo e dos miécitos, o que resultou em
melhoria da tolerancia ao esforgo fisico e do tempo até o
possivel surgimento de insuficiéncia cardiaca nos animais.

A partir das recomendagoes de treinamento resistido
para pacientes com doengas cardiovasculares,* utilizamos
a intensidade de baixa a moderada. Considerando que
se relata que o exercicio de alta intensidade promove
os maiores beneficios em pacientes com insuficiéncia
cardiaca®? e que os ratos injetados com MCT treinaram
com carga progressiva até o tempo mediano do ponto
de desfecho dos ratos sedentarios (28 dias), pode ser
possivel aumentar experimentalmente a intensidade do
treinamento usando-se técnicas de recompensa para
aumentar os efeitos do treinamento resistido.

Por fim, este estudo tem limitagbes. Primeiramente,
a velocidade da subida nao é controlada neste modelo.
Segundo, a duragao do periodo de treinamento esta
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limitada pelos efeitos da MCT. Apesar disso, nossos
resultados demonstraram efeitos positivos do programa
de treinamento resistido no tempo de possivel surgimento
de insuficiéncia cardiaca, tolerdncia ao esforgo fisico e
disfungao do VE.

Conclusao

Nossos achados demonstram que junto com o aumento
do tempo para possivel surgimento de insuficiéncia
cardiaca e na tolerancia ao esforco fisico, o treinamento
resistido de intensidade baixa a moderada atenua o
desenvolvimento de disfungées do ventriculo esquerdo
no modelo da HAP induzida por MCT. Portanto, o TFR
de intensidade baixa a moderada é benéfico para funcoes
contrateis do ventriculo esquerdo e dos midcitos nesse
modelo. Esses resultados tém relevancia clinica, ja que
corroboram os beneficios de satde do treinamento
resistido em individuos com doenca cardiopulmonar,
incluindo HAP. Sugerimos que o treinamento resistido de
intensidade baixa a moderada seja testado em pacientes
com HAP.
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