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Resumo

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome clinica associada a miopatia esquelética caracterizada
por disfuncdo contratil, atrofia muscular esquelética e rarefacdo capilar (1). A miopatia esquelética esta
associada a um pior prognéstico e o treinamento fisico aerébico (TFA) é uma terapia eficaz em melhorar a
funcdo do musculo esquelético (ME) e a qualidade de vida (2). O presente estudo tem como objetivo avaliar o
potencial preventivo do TFA na capacidade aerdbica, capilarizacdo e massa muscular esquelética em modelo
murino de IC por hipertensdo pulmonar que afeta inicialmente a funcdo do ventriculo direito (VD) e
posteriormente o esquerdo (VE). Para isso, realizamos um protocolo de TFA, seguido de andlises histolégicas,
de funcéo e estrutura muscular esquelética. O resultado aponta que o TFA foi capaz de melhorar parametros
cardiovasculares, principalmente a funcdo contratil cardiaca e a toleréncia aos esfor¢os, além de atenuar a
atrofia muscular das fibras do tipo Il (glicoliticas). Dessa forma, o TFA é uma estratégia terapéutica eficaz em
atenuar a miopatia esquelética na IC associada a disfuncéo do VD.
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Introducéo

A IC uma sindrome clinica complexa, resultante do comprometimento estrutural ou funcional do
coragéo, sendo a via final comum da maioria das cardiomiopatias e de outras doencas do sistema circulatério
(3). De acordo com o 1° Registro Brasileiro de Insuficiéncia Cardiaca- a IC é responsavel por 21% do total de
mortes por doencas cardiovasculares no Brasil e estima-se que haverd um aumento de 30% em seus casos até
2030 (4). Apesar de alteracdes no sistema cardiovascular serem cruciais para o desenvolvimento da IC, esta
sindrome também afeta 0 musculo esquelético, o que ajuda a explicar o quadro de intolerancia aos esforgcos
fisicos (5). Dessa forma, € crescente o nimero de trabalhos que buscam entender o envolvimento da
musculatura esquelética na intolerancia ao esforco observada na IC, bem como a contribuicdo dessas
alteracdes para a progressao da sindrome.

O TFA tem se mostrado uma estratégia ndo farmacologica importante no tratamento da IC, por
promover melhora na tolerancia aos esfor¢os e na qualidade de vida de pacientes (6). Tal resposta vem sendo
relacionada em parte, ao menor comprometimento do tecido muscular esquelético (6). No entanto, os
mecanismos envolvidos nessa melhora ndo sdo completamente conhecidos. Dessa forma, estudos em
modelos experimentais robustos, e com menor mortalidade e variabilidade sdo importantes.

A monocrotalina (MCT) é utilizada em modelos experimentais para induzir IC pelo aumento da pos-
carga no ventriculo direito (VD) resultante da hipertensdo pulmonar. Estudo prévio do nosso laboratério
demonstrou que 4 meses de tratamento com MCT em camundongos induziu sinais de IC como disfuncdo do
VD e intolerancia ao esfor¢co, associados a atrofia e disfuncdo do ME (Figura 1) configurando um modelo
robusto de IC associada a disfuncdo do VD. Assim, esse estudo tem como objetivo avaliar o potencial
preventivo do TFA na capacidade aerdbica, capilarizacdo e massa muscular em modelo murino de IC induzida
por hipertenséo pulmonar.
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O desenho experimental esta apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Desenho Experimental: Foram utilizados camundongos C57BL6/J machos aos 3 meses de idade, divididos em 4 grupos salina
sedentario e MCT sedentario ((80mg/kg, i.p., a cada 20 dias por 4 meses) e salina treinado e MCT treinado (esteira rolante, 4 semanas,
5x/semana, 1h a 60% da velocidade méaxima atingida em teste progressivo escalonado até a exaustdo, TesteM). O TesteM e o0 exame
ecocardiogréafico foram avaliados apés 3 meses de tratamento (MCT ou salina), e reavaliados apds o periodo experimental (1 més). A area
de seccdo transversa (AST) das fibras do tipo | e Il e a densidade capilar dos musculos soéleo, tibial anterior e EDL foram avaliados por
imunofluorescéncia para MHCI/laminina e CD31, respectivamente. As variaveis estudadas foram comparadas entre 0s grupos pela andlise
de variancia de dois caminhos (doenca e treinamento), com Post-hoc de Tukey, apresentadas na forma de média + erro padrdo da média.
Foi adotado como nivel de significancia p<0,05.

Amostra. Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6J entre 3-7 meses de idade
mantidos no biotério da Escola de Educacao Fisica e Esporte da Universidade de Sdo Paulo (EEFE-USP), com
temperatura controlada entre 22 e 25°C, em ciclo claro-escuro invertido em 12:12 horas, com inicio do periodo
escuro as 7 horas da manha e inicio do periodo claro as 19 horas, no total de 5 animais por caixa. Agua e
comida foram administradas ad libitum. Apds o término do periodo experimental, os animais foram
anestesiados e mortos para extracao dos tecidos. Em cada procedimento utilizamos um nimero amostral entre
8 e 10 animais por grupo.

Inducdo de hipertensdo pulmonar e insuficiéncia cardiaca. Foram administradas a cada 20 dias
injecdes intraperitoneais de 80mg/kg de MCT, no volume de 5pl/g, como descrito por Li anteriormente (7). Os
animais do grupo controle receberam solucéo salina nas mesmas condic¢des.

Avaliacdo da funcédo cardiaca. O exame ecocardiografico transtoracico foi realizado por um Unico
observador, cego para os grupos. A fungéo contratil cardiaca foi avaliada em modo M.

Avaliacdo da capacidade fisica. A tolerancia ao esforco foi avaliada por meio de teste progressivo até
a exaustdo de acordo com protocolo desenvolvido por Ferreira et al.(8).

Treinamento fisico aerdbico. O TFA foi realizado em intensidade moderada com predominio de
metabolismo aerébio, conforme padronizado anteriormente em nosso laboratério (8).

Analises histologicas. - Apos os devidos procedimentos metodologicos de preparagdo do corte e
etapas de imunofluorescéncia. A captura das imagens foi realizada em computador acoplado a um microscépio
de fluorescéncia e conectado a um sistema fotografico (Leica Qwin, Alemanha). Para a tipagem de fibras foram
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usados os anticorpos primarios: 1-Laminina (delimitacao das fibras); 2-MHCI (fibras tipo 1); e 3- MHCIIA (fibras
tipo IlA). Para a avaliacdo da capilarizacdo: 1-Laminina (delimitacdo das fibras); 2-CD31 (capilares).

Andlise estatistica: As variaveis estudadas foram comparadas entre 0s grupos pela andlise de
variancia de dois caminhos (doenca e treinamento), com post-hoc de Tukey, apresentadas na forma de média
+ erro padrao da média. Foi adotado como nivel de significancia p<0,05.

Resultados e Discusséo

O efeito do TF é pouco conhecido em modelo de IC induzida por MCT. Além do mais, até 0 momento,
nao foram realizados estudos sobre o efeito do TF em modelo murino de IC por MCT e, portanto, os resultados
apresentados neste presente projeto séo inéditos.

Como podemos observar na Figura 3, o grupo MCT apresentou menor fragdo de encurtamento no VD
e menor fracdo de ejecdo do VE quando comparado ao grupo Salina sedentario. O TFA atenuou a disfuncao
contratil no VE de animais MCT.
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Figura 3: Efeito do treinamento fisico aerébico nas mudancgas funcionais e estruturais desencadeadas pelo tratamento com
monocrotalina no musculo cardiaco. Diferenga (pos-pre) da fracéo de encurtamento do ventriculo direito (A), esquerdo (B), e da fragdo
de ejecéo do ventriculo esquerdo (C). Os dados foram comparados pela ANOVA de dois caminhos com post-hoc de Tukey. * diferenca
significante vs. grupo indicado pelo trago, p<0.05. MCT, monocrotalina; TF, treinamento fisico.

Foi possivel constatar o beneficio de adaptacdo ao TFA maior no VE, do que observado no VD. Esse
resultado era esperado, pois adaptacdes no ventriculo direito normalmente s6 sdo observadas apds longos
periodos de TF aerbbico, uma vez que esta cavidade recebe uma menor sobrecarga de trabalho durante o
exercicio, quando comparado ao esquerdo.

Como observado nas figuras 4 e 5, o TFA melhorou a tolerancia ao esforgo fisico nos animais MCT
(P=0,002; Figura 4). Essa melhora foi acompanhada pelo aumento da area de seccao transversa das fibras do
tipo 1l do musculo tibial anterior, comparando o grupo MCTTF (Figura 5B) percebe-se que ele se equipara ao
grupo salina sedentario. Esse resultado merece destaque, pois demonstra a importancia do tecido muscular no
guadro de intolerancia ao esfor¢o fisico, sinal classico da IC, e o impacto do TFA. De fato, o TFA é considerado
a intervencdo mais significativa em contrapor os efeitos da IC no tecido muscular esquelético. Portanto,
corroborando os modelos experimentais de IC, o modelo de IC induzida por MCT em camundongos, se faz
uma importante ferramenta para o estudo das alteragbes musculares advindas da IC associada ao VD, bem
como o efeito do TF em contrapor essas alteracdes.
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FIGURA 4. Efeito do treinamento fisico aer6bico
nas mudancas funcionais desencadeadas pelo
tratamento com monocrotalina no musculo
esquelético: Diferenga (pre-pos) da distancia
percorrida em teste de tolerdncia ao esforgo fisico.

caminhos com post-hoc de Sidak. * diferenca
significante vs. grupo indicado pelo trago, p<0.05.

MCT, monocrotalina; TF, treinamento fisico. indicado pelo trago, p<0.05. MCT, monocrotalina; TF, treinamento fisico.

FIGURA 5. Efeito do treinamento fisico aer6bico nas mudancas
estruturais desencadeadas pelo tratamento com monocrotalina no
musculo esquelético. Painel representativo com as marcagdes por
imunofluorescéncia para fibras do tipo IIA (MHC lla, verde) no musculo
tibial anterior, e laminina (marcagéo do sarcolema, vermelha) (A). Area de
Os dados foram comparados pela ANOVA de dois secgao transversa (AST) das fibras do tipo Il (B) e IIA (C) do musculo

tibial anterior de animais tratados com salina e monocrotalina,
sedentérios e treinados. Os dados foram comparados pela ANOVA de
dois caminhos com post-hoc de Sidak. * diferenca significante vs. grupo

MCTTF
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Apesar desses resultados, ndo foi encontrada nenhuma diferenca significativa no que se refere a
capilarizacdo. A Figura 6 demonstra que n&o foram encontrados resultados significativos na razdo capilar/fibra
do musculo tibial anterior. Supomos que isso ocorra devido ao periodo de TFA (30 dias), o que talvez ndo seja
suficiente para acarretar tais alteragoes.
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Conclusdes

Corroborando os achados de nosso laboratério em outros modelos de IC, a IC induzida por hipertenséo
pulmonar pelo uso de MCT tem o potencial de induzir IC acarretando miopatia esquelética. Esse estudo reforca
o papel do treinamento fisico aerébico como uma importante terapia ndo farmacolégica no tratamento da
miopatia esquelética induzida pela IC, demonstrando que essa resposta se estende & IC associada ao VD.
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