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RESUMO  

  

Introdução: A hipertensão arterial pulmonar (HAP) é uma condição grave e 

progressiva, que cursa com dramático remodelamento das artérias e arteríolas 

pulmonares. Tais alterações resultam no aumento progressivo da resistência 

vascular pulmonar (RVP), levando a sobrecarga no ventrículo direito (VD), e 

consequentemente à morte. O treinamento físico (TF) combinado, que associa 

protocolos aeróbios e resistidos, é amplamente utilizado pelos serviços de 

reabilitação em pacientes com HAP; contudo, permanece desconhecido os seus 

efeitos sobre as alterações estruturais da vasculatura pulmonar na HAP. Objetivo:  

esse estudo investigou o efeito TF combinado de moderada intensidade sobre os 

indicadores de remodelamento vascular pulmonar em um modelo experimental de 

HAP induzido por monocrotalina (MCT).  Métodos: para testar essas hipóteses, 

ratos Wistar (250-300g)  receberam injeção subcutânea de MCT (40 µg/kg de peso 

corporal) ou salina. Os mesmos foram divididos em grupos submetidos à 4 

semanas de TF combinado: MCT-T (aeróbio: 40-60% Vel. Máx., 3x/semana; 

resistido: 40-60% Carga Máx, 2x/semana) ou grupos sedentários:  MCT-S e SAL-

S. A espessura da túnica média arteriolar e o depósito total de colágeno 

perivascular foram utilizados como marcadores de remodelamento vascular 

pulmonar. Resultados: o modelo de HAP cursa com aumento da espessura da 

túnica média  das arteríolas pulmonares e níveis similares de colágeno perivascular 

comparados ao grupo saudável. Por outro lado, o TF preveniu o  remodelamento 

da túnica média e reduziu o depósito de colágeno total perivascular  nos animais 

com HAP (MCTT)  quando comparados aos grupos  sedentários. Tais achados 

originais reforçam o efeito benéfico do TF combinado na prevenção das alterações 

vasculares precoces na HAP.  

  

Palavras-chave: hipertensão pulmonar, treinamento físico, artéria pulmonar, colágeno, 

ratos.  

  

  

  

  



 

ABSTRACT  

  

Introduction: Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a serious and 

progressive condition characterized by dramatic remodeling of pulmonary 

arteries and arterioles. These changes result in a progressive increase in 

pulmonary vascular resistance (PVR), leading to overload on the right 

ventricle (RV) and, consequently, to death. Combined exercise training (ET), 

which combines aerobic and resistance protocols, is widely used in 

rehabilitation services for PAH patients; however, its effects on structural 

changes in pulmonary vasculature in PAH remain unknown. Objective: This 

study investigated the effect of moderate-intensity combined aerobic and 

resistance ET on indicators of pulmonary vascular remodeling in an 

experimental model of PAH induced by monocrotaline (MCT). Methods: To 

test these hypotheses, Wistar rats (250-300g) received subcutaneous 

injection of MCT (40 µg/kg body weight) or saline. They were divided into 

groups subjected to 4 weeks of combined ET: MCT-T (aerobic: 40-60% 

Velmax, 3x/week; resistance: 40-60% Wmax, 2x/week) or sedentary groups: 

MCT-S and SAL-S. Arteriolar medial layer thickness and total perivascular 

collagen deposition were used as markers of pulmonary vascular remodeling. 

Results: The PAH model led to an increase in the thickness of the medial layer 

of pulmonary arterioles and similar levels of perivascular collagen compared 

to the healthy group. On the other hand, ET prevented medial layer 

remodeling and reduced total perivascular collagen deposition in animals with 

PAH (MCT-T) compared to sedentary groups. These original findings 

reinforce the beneficial effect of combined ET in preventing early vascular 

changes in PAH.  

  

Keywords: pulmonary hypertension, physical training, pulmonary artery, collagen, rats.  
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1 INTRODUÇÃO E BREVE REVISÃO DE LITERATURA  

  

A hipertensão arterial pulmonar (HAP) é uma condição grave e progressiva, 

de origem multifatorial, (1) caracterizada pela elevação da pressão média arterial 

pulmonar (PAPm) a valores ≥ 20 mmHg em repouso, com pressão de oclusão da 

artéria pulmonar (PoAP) menor ou igual 15mmHg (2). A HAP cursa com proliferação 

e remodelamento das células musculares lisas, inflamação e fibrose mediada por 

um dramática remodelamento da matriz extracelular das artérias e arteríolas 

pulmonares (3). Tais alterações resultam no aumento progressivo da resistência 

vascular pulmonar (RVP), levando a sobrecarga no ventrículo direito (VD), e 

consequentemente à morte (4).  

Seu diagnóstico é realizado através de uma investigação clínica criteriosa, 

baseadas em sinais e sintomas confirmada pelo cateterismo direito.(5) Observa- se 

grande variação quanto aos dados epidemiológicos segundo a região investigada, 

contudo, estima-se a prevalência de 15 a 50 casos de HAP por milhões de 

habitantes nos Estados Unidos da América e Europa (6) . Um estudo epidemiológico 

no Brasil evidenciou predominância de aproximadamente 5,8 por milhão de 

habitantes com idade média de 46 anos diagnosticada com HAP (7). 

É importante ressaltar que apesar dos avanços no desenvolvimento de novos 

fármacos para seu tratamento, o prognóstico da HAP ainda é desfavorável, visto 

que a taxa de sobrevida prevista sem acesso ao tratamento específico é de 68% 

em 3 anos (8). Tal fato evidencia a contínua necessidade de investigações científicas 

sobre os mecanismos envolvidos na patologia e progressão da HAP, assim como 

potenciais estratégias terapêuticas para essa população (9, 10). 

É sabido que alterações estruturais e funcionais da vasculatura pulmonar 

podem contribuir para o curso temporal da HAP e da intolerância ao exercício nessa 

população (11). Especificamente, o remodelamento irreversível da vasculatura  

pulmonar contribui para a redução da complacência pulmonar e para o aumento 

sustentado da RVP e PAPm (12). Tais alterações levam a sobrecarga do VD e 

redução do débito cardíaco frente à desafios fisiológicos, como o exercício físico, 

caracterizando a intolerância aos esforços na HAP (13). Dentre as principais 

modificações percussoras do remodelamento vascular, encontram-se o aumento do 

depósito de colágeno I e III na matriz extracelular (14) . Assim é possível considerar 
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que a ampliação no depósito de colágeno na vasculatura pulmonar seja um dos 

mecanismos precocemente envolvidos na intolerância ao exercício na HAP.   

Em pacientes com HAP, o treinamento físico (TF) aeróbio associado ao 

resistido dinâmico (TF combinado), tem sido recomendado como ferramenta não 

farmacológica adjuvante no tratamento de pacientes estáveis (15). Ensaios clínicos 

demostraram a eficácia e segurança de protocolos supervisionados como parte de 

um programa de reabilitação, resultando em melhora na função cardiopulmonar e 

muscular, na capacidade do exercício e, por consequência, na sobrevida desses 

indivíduos (16) . Os possíveis mecanismos responsáveis por tais melhoras incluem 

a redução da fibrose na vasculatura pulmonar (17) , o restabelecimento na função 

diastólica do VD, redução da RVP, aumento da capilarização dos pequenos e 

médios vasos, reparo na capacidade oxidativa do coração e dos músculos  

respiratórios, além de aumento da força inspiratória (10) . 

Especificamente sobre as alterações estruturais da vasculatura pulmonar, 

estudos demostraram que animais com HAP induzida por monocrotaliana (MCT) 

(18), o TF aeróbio contínuo iniciado antes do desenvolvimento da HAP (19) atenuou o 

acúmulo de colágeno e normalizou a RVP (20) . Destaca-se, no entanto, que este 

protocolo foi realizado antes do estabelecimento da HAP (21). Assim, permanece 

desconhecido se tais benefícios associados ao TF seriam observados após o 

estabelecimento da HAP. Adicionalmente, observa-se a carência de estudos que 

tenham investigado os efeitos do TF combinado sobre as alterações estruturais da 

vasculatura pulmonar na HAP (22) , o que caracteriza a lacuna elencada nesse 

estudo.  

  

1.1 Papel do remodelamento vascular para a fisiopatologia da HAP  

  

Em circunstâncias habituais, a circulação pulmonar apresenta baixa pressão e 

resistência ao fluxo sanguíneo, as paredes vasculares são mais finas e as camadas 

dos músculos lisos são menos espessas, favorecendo uma distribuição do fluxo 

sanguíneo pelos ventrículos adequada (23). No entanto, a HAP cursa com 

modificações estruturais na vasculatura pulmonar (24), levando ao aumento da RVP e 

PAPm (25). Com a progressão da doença e o aumento sustentando da RVP e PAPm, 

verifica-se a elevação da pós-carga e hipertrofia do VD e em último estágio, há 
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declínio do débito cardíaco e insuficiência cardíaca (26). Tais transformações 

hemodinâmicas explicam os sinais e sintomas da HAP: ineficiência ventilatória, dor 

torácica, tosse, tonturas e a fadiga progressiva aos esforços físicos (27). Em vista disso, 

destaca-se que o remodelamento vascular pulmonar é considerado a base patológica 

da HAP e, uma vez instalado, reforça a sua consolidação (28). 

Especificamente, no curso temporal da HAP, observa-se a lesão do endotélio 

vascular pulmonar, caracterizado pelo aumento do processo inflamatório, assim como 

o desequilíbrio entre substâncias vasoconstritoras e vasodilatadoras (29). Tais 

alterações são acompanhadas de hiperplasia nos vasos adventícios e hipertrofia da 

camada média dos vaso proximais, além de fibrose da camada íntima (30). Observa-

se ainda o aumento no depósito de colágeno tipo I e III na matriz extracelular, 

causando o aglomerado de fibrose na camada íntima e resultando em remodelamento 

vascular irreversível (31) . Esse remodelamento vascular pulmonar na HAP induz: (a) 

enrijecimento e a redução da complacência vascular pulmonar, (b) obstrução e 

obliteração das artérias pulmonares devido à perda de volume vascular arterial, (c) 

indução da vasoconstrição, (d) fluxo sanguíneo restrito através dos vasos pulmonares 

e (e) aumento da RVP e da PAPm. Consequentemente, o aumento da pós-carga é 

direcionado para a parede fina do VD, que inicialmente hipertrofia, mas, com o passar 

do tempo leva ao declínio da função e do débito cardíaco e ao desenvolvimento da 

insuficiência de câmara cardíaca direita. As alterações multicelulares intravasculares 

constituem ainda um importante fator de risco para essa população, visto que em um 

estado avançado da doença, essa cascata de ventos inflamatórios predispõe o 

desenvolvimento de trombose (26) . 

Evidências acumuladas nos últimos anos demonstram que as alterações 

estruturais vasculares também contribuem para a intolerância ao exercício na HAP.  

Especificamente, o exercício físico requer a interação de vários mecanismos 

fisiológicos. Em pacientes com HAP, numerosas anomalias respiratórias, 

cardiovasculares e musculoesqueléticas diminuem a eficácia do transporte e 

utilização de O2   para os músculos ativos (32). Embora a fisiopatologia da intolerância 

aos esforços seja multifatorial, a disfunção ventricular é uma especificidade prevalente 

(33). Um dos principais fatores é a sobrecarga do VD, imposta a partir do aumento 

progressivo e irreversível da RVP e PAPm (32), que como já descrito, é consequência 

do remodelamento vascular pulmonar irreversível (34).   
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1.2 Papel do treinamento físico nas alterações vasculares da HAP  

  

O TF é indicado como componente adjuvante para melhora dos parâmetros 

clínicos, da tolerância ao exercício e qualidade de vida em pacientes com HAP (35). 

Nesse sentido, a prática regular de exercícios físicos é eficiente para conter as 

irregularidades cardiorrespiratória que a HAP impõe constatando melhora da 

capacidade física, elevação da capilarização e da resistência ao esforço. O TF ajuda 

a restaurar o equilíbrio dos tecidos vasculares, eliminando possíveis mecanismos de 

danos e contribuindo positivamente para diminuição de risco de hospitalizações (36, 37). 

Especificamente, evidências demonstram que o protocolo de TF combinado 

(componente aeróbico associado ao resistido) de moderada intensidade melhora as 

repercussões sistêmicas negativas, auxiliando na redução da sobrecarga no VD.   

Dentre os protocolos de TF aeróbio recomendado em diferentes Guidelines 

para Reabilitação Cardíaca e Pulmonar (38, 39), seguros e eficazes para HAP estável 

(40), e demais doenças cardiorrespiratórias, destaca-se a modalidade intervalada (41, 

42). Essa modalidade - caracterizada por curtos períodos de moderada intensidade 

seguidos de recuperação em baixa intensidade - permite ao paciente atingir cargas 

superiores com menor sobrecarga cardiocirculatória (43, 44) e é constantemente 

utilizada na prática clínica em conjunto ao resistido dinâmico nessa população (45). 

Ainda, em modelo experimental de HAP com MCT, as vantagens obtidas pelo TF 

intervalado para a função e estrutura cardíaca foram superiores ao contínuo (46).  

A importância de reabilitar através de um protocolo adequado tem mostrado 

efetividade sobre HAP, como demonstrado pela redução do remodelamento vascular 

pulmonar (40) e da progressão da doença (47). Ainda, estudos desenvolvidos tanto em 

seres humanos quanto em modelo experimental afirmaram  estabilização da doença 

(47). Em modelos experimentais observa- se benefícios cardiovasculares, como 

aumento da função diastólica, e prevenção da hipertrofia cardíaca (48). Dentre as 

vantagens observadas na estrutura e função vascular pulmonar, verifica-se a redução 

do processo inflamatório, estabilização do seu remodelamento, como também da 

hipertrofia em cada camada dos vasos (pequenos, médios e grandes), que podem ser 

explicadas     por proteínas sinalizadoras que são ativadas pelo exercício físico 

inibindo assim as vias inflamatórias, tais benefícios resultam em redução da 

resistência  vascular pulmonar total (49, 50). Especificamente sobre as utilidades do   TF.  
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Sobre as alterações vasculares, estudos recentemente demostraram que 

animais com HAP induzida por MCT apresentaram aumento no depósito de colágeno 

I e III nas arteríolas pulmonares e menor tolerância ao exercício quando comparadas 

a animais controle (51). Contudo, o TF aeróbio contínuo iniciado antes do 

desenvolvimento da HAP mostrou-se capaz de minimizar o acúmulo de colágeno tipo 

I e III, normalizar a RVP (52). Destaca-se, no entanto, que este protocolo foi realizado  

antes do estabelecimento da HAP, sendo assim, permanece desconhecido se tais 

efeitos benéficos seriam observados após instalação da HAP. Ainda, verifica-se 

carência de estudos que tenham investigado os efeitos do TF  combinado sobre as 

alterações estruturais da vasculatura pulmonar na HAP (53).  Diante do exposto, torna-

se relevante analisar a repercussão do TF combinado, de moderada intensidade, 

sobre parâmetros de remodelamento da  vasculatura pulmonar (22). Desta forma, o 

presente estudo tem o intuito de investigar o efeito do TF combinado de moderada 

intensidade sobre os parâmetros de remodelamento vascular pulmonar no modelo 

experimental de HAP.  
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivos gerais  

    

Identificar, no modelo experimental de HAP por MCT, o potencial efeito do TF 

físico combinado sobre o remodelamento vascular pulmonar  na HAP.  

  

2.2 Objetivos específicos  

  

Investigar o efeito do TF combinado de moderada intensidade em animais com 

HAP induzida por MCT e em animais controles (tratados com salina) sobre, treinados 

e sedentários:  

  

• O efeito do TF combinado, de moderada intensidade, sobre a espessura da 

camada média arteriolar pulmonar;  

• O depósito total de colágeno perivascular das arteríolas pulmonares.  
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3 MÉTODOS  

 

3.1 Amostra e Protocolo Experimental  

 

Os procedimentos descritos a seguir foram autorizados pelo Comitê de Ética e 

Experimentação no Uso de Animais da UNIFESP (CEUA-UNIFESP; Nº 

2020/5905261120). A fase in vivo deste projeto foi previamente desenvolvida como 

 parte de um estudo de Pós-doutorado e segue detalhada na Figura 1. No presente 

estudo, foram avaliadas as alterações caracterizadas pelo aumento na espessura da 

túnica média e no depósito de colágeno nas arteríolas pulmonares no experimental 

de HAP e efeito do TF sob essas alterações. Destacamos que a utilização desses 

tecidos previamente coletados estar alinhados com a sustentabilidade dos 3 R’s da 

experimentação animal, que visa a redução do número de animais na pesquisa, o 

refinamento na condução do estudo e consequentemente a redução de possível 

desconforto a um outro animal.  

A fase in vivo do estudo consistiu em induzir a HAP por MCT e submeter os 

animais ao TF intervalado, de moderada intensidade. Para tal, foram utilizados ratos 

wistar, machos, com 2 meses de idade (~250g), provenientes do CEDEME UNIFESP. 

Estes animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia dessa 

Instituição (máx. 4 animais/caixa), com luz controlada em ciclos de 12 horas (claro-

escuro) e temperatura entre 22-24ºC. Água e ração comercial foram ofertadas “ad 

libitum”. Os animais foram aleatoriamente distribuídos em 3 grupos (6-8 ratos/grupos): 

animais submetidos à     injeção de MCT, sedentários (MCT-S) ou treinados (MCT-T); 

Animais controles submetidos à injeção de salina, sedentários (SAL-S).  

A indução da  HAP foi obtida pela injeção subcutânea de 40 mg/kg de peso 

corporal de MCT (Sigma-Aldrich) em dose única (40) . Animais controle receberam a 

mesma dose acima de solução salina. O estabelecimento da HAP foi confirmado após 

2 semanas da administração de MCT via parâmetro ecocardiográfico indicador do 

aumento da RVP e da pressão arterial pulmonar PAPm: a) alteração no formato da 

onda de fluxo da artéria pulmonar (achado de adaga); b) redução da relação entre 

tempo de aceleração do fluxo artéria pulmonar (TAc) e tempo de ejeção do ventrículo 

direito (VD; TAc/TE) (40, 54). Sete dias após randomização e administração da 
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MCT/Salina, todos os grupos experimentais foram familiarizados em esteira e escada 

durante 5 dias. Na 2ª semana após administração de MCT, os animais foram 

submetidos ao exame ecocardiográfico para confirmação do estabelecimento de HAP 

(40) e ao teste de esforço em esteira e escada para determinação dos parâmetros pré 

TF aeróbio (velocidade máxima) e resistido (carga máxima), respectivamente. Vinte 

quatro horas pós teste de esforço, o grupo MCT-T prosseguiu com protocolo de TF 

combinado (esteira: 3 x/semana; escada: 2 x/semana), intervalado e de moderada 

intensidade, com duração de 4 semanas. Os animais dos grupos sedentários foram 

mantidos na mesma sala e expostos aos mesmos estímulos ambientais, excluindo-se 

o TF. Como parte do  projeto de pós-doutorado vinculado ao presente estudo, ao fim 

do período de TF, os animais foram submetidos a avaliações de parâmetros 

cardiovasculares. Ao término dos  experimentos funcionais (no 6º dia após o término 

do TF), os animais foram eutanasiados e sangue/tecidos foram coletados (Figura 1).  

  

  

Figura 1. Sequência experimental simplificada da fase in vivo no modelo de HAP por 

monocrotalina (MCT) para os grupos T (treinamento físico) e S (sedentário).  

  

3.2 Procedimentos Experimentais  

  

3.2.1 Teste de tolerância ao esforço máximo e treinamento físico  
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Todos os animais foram submetidos a 5 dias de adaptação em esteira (5 

minutos/sessão a 0,3 km/h), seguidos do teste progressivo para determinação do 

esforço aeróbio máximo. O protocolo foi composto de velocidade inicial de 0,3 km/h 

(0o de inclinação) e incrementos de mesma magnitude a cada 3 minutos, até a 

exaustão (55). O teste de esforço resistido foi realizado em escada adaptada (54 

degraus verticais de 0,5 cm de altura/degrau). Para determinação da carga máxima, 

admitiu-se que o animal deveria realizar seis escaladas, tendo a escalada inicial uma 

carga relativa a 75% do peso corporal. Foi adicionado 15%  do peso corporal a cada 

subida após o descanso, até exaustão do animal (56). O TF combinado foi realizado 

durante 4 semanas com duração e intensidade progressivas, 5 sessões/semana. As 

sessões foram compostas de TF aeróbio em esteira adaptada (3 sessões/semana) 

alternadas com o TF resistido dinâmico em escada (2 sessões/semana). O TF aeróbio 

seguiu um protocolo intervalado, a fim de mimetizar os benefícios observados por 

essa modalidade tanto em pacientes (35) quanto em modelos experimentais de HAP 

(40). O protocolo aeróbio alternou 4 minutos a 60% da velocidade máxima de corrida e 

2 minutos a 40%, com duração de ~30-40 min (57). O TF resistido seguiu a 40- 60% da 

carga máxima obtida no teste de esforço, com duração de ~20-30 min (15-20 

escaladas com intervalo de 1 minuto) (56).  

  

3.2.2  Eutanásia dos animais  

  

Ao término dos experimentos, os animais foram eutanasiados por decapitação 

após anestesia prévia e os tecidos pulmonares e cardíaco foram imediatamente 

retirados e pesados. O coração e o pulmão esquerdo foram congelados em nitrogênio 

líquido e armazenados (-80ºC) para preservação. O pulmão direito foi insuflado para 

análise histológica. Para tal, uma cânula flexível de teflon foi introduzida na traquéia 

para que todos os lobos direitos fossem perfundidos manualmente com formaldeído 

a 4% tamponado (pH 7,0) a uma pressão controlada. Em seguida, a traquéia foi 

clampeada para fixação do tecido pulmonar direito por um período de 24 horas. Para 

análise histológica, somente o lobo médio foi utilizado (Figura 2).  
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Figura 2. Pulmão direito insuflado com formaldeíado 4% tamponado. Note a insuflação pulmonar direita 

após instilação e clampeamento da traquéia, enquanto o pulmão esquerdo é preservado. Fotografia:  

Paula-Ribeiro, M.  

  

3.2.3 Análises morfométricas  

  

Após eutanásia, o coração foi rapidamente retirado e colocado em solução KCl 

1,15% sobre o gelo. Com auxílio de material cirúrgico, tesouras e pinças, os átrios 

foram extraídos e descartados, e o peso dos ventrículos foi usado para mensurar a 

hipertrofia cardíaca através da razão entre o peso do VD e o peso do VE mais o septo 

(índice de Fulton) (40). 

  

3.2.4 Processamento histológico e estudo da espessura arteriolar pulmonar e depósito 

de colágeno total da vasculatura pulmonar  

  

Após fixação, o lobo médio foi desidratado em gradiente alcoólico (70º a 100º), 

diafanizado em xilol e emblocado em parafina; foram obtidos cortes de 5µm (em 

micrótomo Leica RM2065) para a realização deste estudo. Os preparados histológicos 

foram corados com hematoxilina-eosina (HE) e Picrossírius red, seguindo o protocolo 

padrão do Laboratório de Biologia Celular da Faculdade de Medicina da USP. 

Posteriormente, os mesmos  passaram pelo processo de hidratação e montagem das 

lâminas.   

As lâminas coradas com Picrosirius red foram utilizadas para determinar a 

deposição total de colágeno perivascular pulmonar. Para tal, foram avaliadas as 

arteríolas pulmonares (25 a 100 µm) provenientes de 5 animais de cada grupo 
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experimental, MCT sedentários (MCT-S) ou treinados (MCT-T), animais controles 

sedentários (SAL-S). A aquisição das imagens ocorreu com auxílio do programa de 

análises de imagens digitais Image Pro-Plus (Media Cybernetics, USA) acoplado a um 

microscópio de luz Nikon Opitphot. Todas as imagens foram capturadas com objetiva 

de 20x e randomicamente selecionadas 10 fotos de vasos pulmonares. A 

porcentagem da área adventícia preenchida por fibras colágenas birrefringentes foi 

dividida pela sua área total (fibras colágenas e não colágenas). Os vasos foram, então, 

divididos em duas categorias de acordo com o calibre (< 30 µm, ≥30µm), em uma 

tentativa de classificar conforme classes funcionais diferentes, respectivamente, 

arteríolas, artérias de médio  e grande calibres. A partir desta classificação, foram 

calculadas      a distribuição dos vasos em cada categoria para todos os grupos 

experimentais. As imagens foram transferidas para o programa de processamento de 

imagens chamado Image J NIH (National Institutes of Health, EUA), que permite 

quantificar a contagem em duas dimensões, a medida do diâmetro menor dos vasos 

perivasculares (Figura 3). A quantidade total por meio de pontos, a mensuração de 

uma cobertura de pontos sobre a foto, cada ponto correspondia a uma área de 400 

μm (Figura 4).   

As lâminas de HE foram utilizadas para mensurar a espessura das arteríolas 

pulmonares. Para essa análise, as arteríolas pulmonares com diâmetro externo  <200 

μm foram analisadas em microscópio utilizando os equipamentos e softwares acima, 

com aumento de 200x. Resumidamente, o remodelamento arteriolar pulmonar foi 

avaliado como a porcentagem da espessura da parede medial (% WT), calculada da 

seguinte forma: WT (%) = diâmetro externo - diâmetro interno / diâmetro externo x 

100.  

 

 

Figura 3. Demonstração da medida do diâmetro menor dos vasos pulmonares através do programa 

IMAGE J. A seta está indicando para a régua de demarcação do diâmetro menor do vaso.  

  



 23  

  

 

 

  
Figura 4. Demonstração da sobreposição de pontos à imagem para análise do colágenos sobre os 

vasos pulmonares, através do programa IMAGE J. A região demarcada em verde ilustra cada ponto.  

  

3.3 Análise estatística  

  

Os dados seguem apresentados em média e desvio padrão. Os pressupostos 

de normalidade e homogeneidade foram testados por meio dos testes Shapiro–Wilk 

e Levene e foram analisados via ANOVA ONE-WAY. Quando aplicável, o post-hoc de 

Tukey foi utilizado para múltiplas comparações. Para todos os testes, o nível de 

significância adotado foi de 5%.  
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4 RESULTADOS   

  

4.1  Eficácia do estabelecimento de HAP por monocrotalina  

  

Alterações induzidas pela MCT no leito pulmonar   

  

O estabelecimento da HAP foi confirmado na segunda semana pós-injeção de 

MCT por meio redução da relação TAc/TE comparado ao grupo SAL (Figura 5. Painel 

A). Adicionalmente, observamos em diversos animais o entalhe na onda de fluxo da 

artéria pulmonar (Figura 5, Painel B), característico tanto em modelos experimentais 

quanto em pacientes com HAP (10). Em conjunto, tais achados confirmam a eficácia 

do estabelecimento do modelo de HAP nesse estudo.                                   

 A B 

 
   
Figura 5. Painel A: Indicador ecocardiográfico de aumento da resistência vascular pulmonar medido na  

2o semana após dose subcutânea de 40 mg/Kg de monocrotalina/salina nos grupos Hipertensão 

Arterial Pulmonar (MCT) e salina (SAL). Variáveis medidas pré início do treinamento físico. TAc/TE, 

razão TAc/tempo de ejeção do ventrículo direito Painel B: Imagens representativas do fluxo da artéria 

pulmonar no animal controle (SAL) e o formato de adaga (entalhe) no animal submetido à injeção de 

monocrotalina (MCT). Dados apresentados em média ± desvio padrão. ANOVA ONE- 

WAY * = p ≤ 0,05 vs SAL-S.  
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Alterações induzidas pela MCT no tecido cardíaco   

  

O efeito do desenvolvimento da HAP por MCT sobre a hipertrofia de VD é 

apresentado na Figura 6. Observamos que ambos os grupos MCT apresentaram 

aumento do VD (Painel A) e da razão VD/VE + S (Painel B) quando comparados ao 

grupo SAL-S. Contudo, o TF no grupo MCT reduziu parcialmente a diferença em 

relação ao SAL-S  para o VD (SAL-S vs MCT-S, p = 0,001; SAL-S vs MCT-T, p = 0,02) 

e VD/VE + S (SAL-S vs MCT-S, p = 0,001; SAL-S vs MCT-T, p = 0,03).  

  

 
Figura 6. Indicadores de hipertrofia cardíaca nos grupos Hipertensão Arterial Pulmonar e salina, 

treinados (MCT-T) e sedentários (SAL-S, MCT-S). Painel A: massa do ventrículo direito (VD). Painel B: 

razão entre massa do ventrículo direito e massa do ventrículo esquerdo somado ao septo (VD/VE+ S).  

Dados apresentados em média ± desvio padrão. ANOVA ONE-WAY * = p ≤ 0,05 vs SAL-S.  

  

Alterações induzidas pela MCT no peso corporal  

  

O peso corporal inicial, pré-indução da HAP, não foi diferente entre os grupos 

(p > 0,05).  O peso corporal obtido após os experimentos funcionais mostrou-se 

reduzido no grupo MCT-S quando comparado ao SAL-S. Por outro, lado o TF preveniu 

essa redução visto que não houve diferença entre os grupos SAL-S e MCT-T.  
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Tabela 1. Peso corporal pré-indução de HAP e pós-treinamento físico.  

 
  SAL-S  MCT-S  MCT-T  ANOVA  

P  

Peso corporal inicial (g)    0,99  

Peso corporal final (g)  365 ± 25  330 ± 12*     355 ± 24    0,02  

  111 1111    

 apresentados em média ± desvio padrão. ANOVA ONE-WAY * = p ≤ ,0.05 vs SAL-S.  

  

  

Intolerância ao exercício no modelo de HAP por monocrotalina  

  

Os resultados equivalentes ao teste de esforço aeróbio e resistido realizados 

após o estabelecimento da HAP e pré-TF seguem detalhados na Figura 7. Como 

esperado, os grupos com HAP (MCT- S e T) apresentaram menor velocidade máxima 

e distância total percorrida quando comparados ao grupo Salina (painéis A e B), 

corroborando a intolerância ao exercício característica dessa doença. Os grupos MCT 

apresentaram tendência de redução quanto à carga máxima obtida no teste de esforço 

resistido vs SAL (p = 0.08).  

 

 

318   ±   22   319   ±   18   318   ±   20   

  xxx     xxx   1111     1111   11111111   
Grupos salina sedentário (SAL - S),  monocrotalina sedentário (MCT - S) e treinado (MCT - T). Dados 
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Figura 7. Indicadores de tolerância ao exercício físico obtidos via teste de esforço na 2o semana 

após dose subcutânea de 40 mg/Kg de monocrotalina/salina nos grupos Hipertensão Arterial 

Pulmonar (MCT) e salina (SAL). Variáveis medidas pré início do treinamento físico. Painéis A e B: 

velocidade máxima e distância máxima percorrida na esteira. Painel C: carga máxima obtida na 

escada. Dados apresentados em média ± desvio padrão. ANOVA ONE-WAY, * = p ≤ 0,05 vs SAL-

S.  
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4.2  Efeito do TF combinado sobre parâmetros de gravidade da doença  

  

Parâmetro ecocardiográfico  

  

A Figura 8 apresenta resultados da resistência da artéria pulmonar após o 

TF. O grupo  MCT-S apresentou aumento da RVP via redução do TAc/TE 

comparado ao grupo controle (SAL-S). Por outro lado, observamos que o TF 

preveniu tal alteração no grupo MCT-T em relação aos seus pares sedentários 

(MCT-S) e normalizou a RVP em relação ao grupo SAL-S.  

  

  
Figura 8. Painel A: Indicador ecocardiográfico de aumento da resistência vascular pulmonar 

medido após quatro semanas de treinamento físico. Grupos: Hipertensão Arterial Pulmonar, 

sedentário (MCT-S) e treinado (MCT-T) e salina sedentário (SAL-S). TAc/TE, razão Tac da artéria 

pulmonar/tempo de ejeção do ventrículo direito. Dados apresentados em média ± desvio padrão. 

ANOVA ONE-WAY * = p ≤ 0,05 vs SAL-S; #= p ≤ .05 vs MCT-S  
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4.3 Efeito do TF combinado sobre o remodelamento vascular pulmonar  

  

Espessura da túnica média arteriolar pulmonar  

  

 A Figura 9 apresenta imagens representativas de cortes histológicos pulmão de 

um rato de cada grupo estudado: SAL-S, MCT-S e MCT-T, utilizadas para análise 

de espessura da túnica média arteriolar pulmonar. As setas nas imagens indicam 

o vaso analisado. Observe o aumento na espessura túnica média arteriolar no rato 

do MCT-S em relação aos ratos dos grupos SAL-S e MCT-T.  

  

  
Figura 9. Imagens de cortes histológicos de pulmão utilizadas para medida análise de espessura 

da túnica média arteriolar pulmonar através do programa IMAGE J nos grupos SAL-S, MCT-S e 

MCT-T. A seta está indicando o vaso analisado.  

  

  

A espessura arteriolar pulmonar medida na camada média dos vasos está 

apresentada na Figura 10. O grupo  MCT-S apresentou aumento da espessura 

arteriolar pulmonar em comparação ao grupo controle (SAL-S). Por outro lado, 

observamos que o TF preveniu o remodelamento no grupo MCT-T em relação aos 

seus pares sedentários (MCT-S) e normalizou a espessura em relação ao grupo 

SAL-S (MCT-T vs SAL-S, p > 0,05).  
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Figura 10. Indicador histológico de remodelamento da túnica média vascular pulmonar. Grupos:  

Hipertensão Arterial Pulmonar, sedentário (MCT-S) e treinado (MCT-T) e salina sedentário (SAL-S).  

Dados apresentados em média ± desvio padrão. ANOVA ONE-WAY * = p ≤ 0,05 vs SAL-S; #= p ≤ 

0,05 vs MCT-S.  

  

Depósito total de colágeno perivascular pulmonar  

  

A Figura 11 apresenta imagens representativas de cortes histológicos pulmão de 

um rato de cada grupo estudado: SAL-S, MCT-S e MCT-T, utilizadas para o 

conteúdo total de colágeno perivascular pulmonar.   
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Figura 11. Imagens de cortes histológicos de pulmão utilizadas para medida análise de conteúdo 

total de colágeno perivascular pulmonar através do programa IMAGE J nos grupos  SAL-S, MCT-

S e MCT-T.   

  

Independentemente do calibre vascular, os grupos MCT-S e SAL-S não 

diferiram entre si para o conteúdo total de colágeno perivascular (Figura 12, 

Painéis A-C). Contudo, observamos que o TF reduziu o depósito de colágeno em 

todos os calibres no grupo MCT-T em relação aos seus pares sedentários (MCT-

S) e ao grupo SAL-S.  
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Figura 12. Indicador histológico de conteúdo total de colágeno perivascular. Grupos: Hipertensão 

Arterial Pulmonar, sedentário (MCT-S) e treinado (MCT-T) e salina sedentário (SAL-S). Dados 

apresentados em média ± desvio padrão. ANOVA ONE-WAY * = p ≤ 0,05 vs SAL-S; # = p ≤ 0,05 

vs MCT-S.  
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5 DISCUSSÃO 

 

Os objetivos deste estudo foram verificar os efeitos do treinamento físico 

combinado, de intensidade moderada, sobre os indicadores de remodelamento 

vascular pulmonar no modelo experimental de HAP. Os principais achados do 

estudo foram: A) o modelo de HAP cursa com aumento da espessura da túnica 

média  das arteríolas pulmonares e níveis similares de  colágeno perivascular em 

comparação a animais saudáveis sedentários; B) o TF aeróbio intervalado, 

associado ao  resistido,  preveniu o  remodelamento da túnica média e reduziu o 

depósito de colágeno total perivascular  nos animais com HAP (MCT-T)  quando 

comparados aos grupos  sedentários. Tais achados originais reforçam o efeito 

benéfico do TF  na prevenção das alterações vasculares precoces na HAP.  

  

Estabelecimento da HAP via MCT   

     

A Crotalaria spectabilis é uma planta tóxica que contém a MCT como 

alcaloide pirrolizidínico. A MCT é metabolizada pelo fígado, desencadeando 

lesões cardiopulmonares, hepáticas, renais (58, 59) . A MCT é transportada até os 

pulmões, iniciando um processo inflamatório persistente com liberação de 

vasoconstritores, ocasionando o remodelamento e hipertrofia da túnica média (60). 

Como consequência das alterações estruturais, observa-se o aumento 

significativo da RVP e da pós-carga do VD e por consequência hiperplasia, 

levando também a elevação da PAPm. Assim, o modelo experimental de HAP 

induzido por MCT é frequentemente utilizado por ser uma técnica capaz de 

mimetizar, em semanas, os achados estruturais e funcionais observados nos 

pacientes com HAP.  O estabelecimento da HAP via MCT é  verificado através de 

parâmetros ecocardiográficos que comprovam o aumento da RVP e da PAPm, tal 

como a redução do TAc e aumento do TE,  assim como as alterações no padrão 

de fluxo da artéria pulmonar,  sendo essa similar ao estágio avançado da HAP em 

humanos (61-63).  

No presente estudo o modelo experimental de HAP por MCT foi reafirmado 

após 2 semanas de administração de MCT (40 mg/kg) em dose única. Geralmente 

esse modelo é usado com a intensão de entender melhor os mecanismos 
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patológicos presentes em um estado ainda estável de HAP, para ser traçados 

novas estratégias que venham trazer benefícios para os pacientes (60, 64) .Os 

animais apresentaram aumento da RVP via redução do Tac/TE e profunda 

alteração no padrão do fluxo da artéria pulmonar. Esse aumento da RVP foi 

acompanhado de hipertrofia da túnica média, sem alteração no depósito de 

colágeno perivascular (65). Foi possível confirmar desenvolvimento da doença 

também através da irregularidade cardiopulmonar característica da HAP, na qual 

esses animais apresentavam fadiga em concluir os exercícios propostos 

caracterizando intolerância aos esforços intensa (66). Assim, a redução da 

capacidade física dos animais caracteriza e reforça o modelo de HAP por MCT. 

Em conjunto, os achados funcionais e estruturais do presente estudo corroboram 

a MCT como um modelo adequado para aprofundar com maior detalhes a 

fisiopatologia da HAP com o intuito de elaborar novos métodos com humanos (67). 

  

5.1 Remodelamento vascular no modelo experimental de HAP  

  

O remodelamento vascular pulmonar tem importante efeito sobre o avanço 

da HAP (26, 28, 30). Assim, é relevante estimar e avaliar a severidade do 

remodelamento vascular no curso temporal da doença projetar a terapia assertiva 

(68).Os vasos pulmonares são compostos de camada íntima, média e adventícia. A 

camada íntima acomoda as células endoteliais e controla a vasoconstrição, 

enquanto a média acomoda as lâminas elásticas permitindo resistência e 

distensibilidade desses vasos. Por fim, a camada adventícia é composta por 

colágeno e fibroblasto. O remodelamento vascular pulmonar é uma mudança na 

estrutura dessas camadas em resposta a estímulos mecânicos e hemodinâmicos 

(69).  No curso temporal da HAP, o aumento da fibrose abrange todas as camadas 

vasculares provocando enrijecimento vascular colaborando para deterioração e 

mudanças na MEC, uma sequência de inflamações perivasculares está 

acontecendo causando uma desordem na fisiopatologia normal dos vasos 

pulmonares desencadeando na transfiguração dos vasos (70). Na camada média, 

o processo de remodelamento envolve crescimento, proliferação, migração e 

apoptose celular, além de produção e redistribuição de MEC. Soma-se a esse 

processo, a superprodução de colágeno (tipo I e IV) e elastina pela musculatura 

lisa (71). Na camada perivascular, o quadro de inflamação e estresse oxidativo 
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precedem o aumento de fibras colágenas tipo V, que também contribuem para a 

progressão da HAP. No curso temporal da doença, tais alterações resultarão em 

vasoconstrição crônica e progressiva, levando ao aumento da RVP e PAPm. Com 

avanço da doença e sobrecarga contínua do VD, essa câmara cardíaca sofre 

hipertrofia  (24, 26, 30). 

Os achados demonstrados no presente estudo corroboram os marcos 

fisiopatológicos descritos acima. Nesse sentido, demonstramos que mesmo em 

um quadro estável de HAP experimental, observamos o remodelamento da túnica 

média arteriolar pulmonar via aumento de sua espessura. Essa alteração foi 

acompanhada de hipertrofia do VD, o que sugere uma relação causal entre ambas 

as alterações (40). De maneira interessante, nossos achados entre os grupos 

sedentários não foram acompanhados de qualquer alteração no depósito de 

colágeno perivascular. A ausência de alteração no conteúdo total de colágeno na 

HAP pode ser parcialmente mediada pelo estágio estável da doença atingido pelos 

animais. Ainda, é possível que nesses animais, o remodelamento vascular tenha 

sido principalmente mediado por outros componentes, tais como elastina e 

fibronectina, que não foram avaliadas no presente estudo (72). Destaca-se ainda, 

que a contagem total de depósito de colágeno não permite a diferenciação entre 

os tipos de fibras colágena, assim, é possível que qualquer aumento em fibras tipo 

I ou IV, por exemplo, tenham sido mascaradas (11). 

 

5.2 Efeito do TF combinado sobre o remodelamento vascular pulmonar no 

modelo experimental de HAP  

 

Entre os benefícios observados pelo TF tanto em modelos experimentais 

quanto em pacientes com HAP, observa-se a redução da fibrose e inflamação no 

tecido vascular pulmonar, redução do depósito de colágeno nos vasos pulmonares 

e redução da espessura da túnica média.  A melhora de alterações estruturais se 

reflete na melhora da função cardiovascular e respiratória, promovendo aumento 

na tolerância aos esforços físicos, e favorecendo positivamente para uma 

evolução clínica e maior independência funcional (73).  

Há evidências que mostram que a terapia combinada de exercícios físicos 

multimodais (TF aeróbio combinado ao TF resistido) diminuiu a progressão da 
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HAP, hospitalizações e mortalidade, benefícios vistos tanto em modelo 

experimental, quanto em humano (18, 39, 74). Dentre os benefícios observados 

diretamente na HAP, encontra-se a melhora em parâmetros ecocardiográficos e 

hemodinâmicos de PAPm e RVP, assim como aumento da força da musculatura 

respiratória, como também a capilarização dos pequenos e médios vasos da 

musculatura periférica (18, 39, 75). Assim, o TF combinado pode conferir efeitos 

adjuvantes e cardioprotetores no controle do remodelamento vascular pulmonar 

provocado pela MCT em modelo experimental de HAP (23, 64, 75).  

Destaca-se, no entanto, que até o momento, o presente estudo foi o 

primeiro a investigar os efeitos do TF combinado sobre os parâmetros de 

remodelamento vascular pulmonar na HAP. Nesse sentido, observamos que o  TF 

aeróbio (intervalado) associado ao resistido, foi efetivo em  prevenir o aumento da 

espessura da túnica média nos animais com HAP. É possível que tal redução 

tenha sido  parcialmente mediada pelo menor depósito de  colágeno , visto que o 

grupo MCT-T apresentou redução dessa variável comparado aos seus pares 

sedentários. É interessante notar que mesmo que os animais com HAP 

sedentários (MCT-S) não tenham apresentado acúmulo de colágeno quando 

comparado aos controles saudáveis, os mesmos foram beneficiados pelo TF. 

Tendo em vista que o TF combinado resultou ainda em  redução da RVP e da 

hipertrofia de câmara cardíaca direita, tais achados sugerem  uma  relação causal 

entre a melhora do remodelamento vascular pulmonar, a redução da RVP e por 

consequência, a menor sobrecarga  imposta ao ventrículo direito proporcionados 

pelo TF na HAP.  

Evidências em modelos experimentais de HAP demonstraram que o TF 

aeróbio exerce efeito anti-inflamatório e anti-fibrótico, além de regular os níveis de 

mRNA da ET-1 e VEGF perivascular e no VD (40, 57, 76). Ainda, o TF resistido 

mostrou-se efetivo em atenuar o depósito de colágeno e perfil inflamatório em 

modelo experimental de insuficiência cardíaca. Tendo o conhecimento de que 

esses processos inflamatórios e fibróticos participam do remodelamento vascular 

pulmonar na HAP, é possível que a atenuação dessas vias contribua para a 

redução da RVP e hipertrofia cardíaca, ambos marcadores de gravidade da 

doença na HAP.  

Os benefícios estruturais e funcionais do TF observados em nosso estudo 

podem ser vinculados à modalidade intervalada adotada. Neste sentido, Brown et 
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al (40) demonstrou que, em animais com HAP, o TF aeróbio intervalado promoveu 

benefícios hemodinâmicos e estruturais na vasculatura pulmonar e cardíaca 

superiores aos observados na modalidade contínua. Do ponto de vista da 

aplicabilidade da modalidade intervalada, a mesma é interessante para os 

pacientes com HAP ao permitir que uma maior intensidade de exercício seja 

atingida, promovendo maiores estímulo e adaptação aos sistemas cardiovascular 

e respiratório.  
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6 RELEVÂNCIA CLÍNICA  

  

Dentre os protocolos de TF recomendado em diferentes Guidelines para 

Reabilitação Cardíaca e Pulmonar (38, 39), seguros e eficazes para HAP estável (40), 

destaca-se a modalidade combinada (multimodal). Mais especificamente, serviços 

ambulatoriais de reabilitação utilizam da combinação de sessões aeróbias e 

sessões de exercício resistido. Nesse sentido, os achados apresentados 

demonstram que um protocolo com características similares à utilizada pelos 

pacientes com HAP é efetivo em normalizar parcialmente o remodelamento 

vascular pulmonar e, por consequência, atenuar alterações funcionais e 

estruturais que são marcadoras de gravidade da doença.   
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7 CONCLUSÃO  

  

O modelo experimental de HAP por monocrotalina cursa com aumento da 

espessura da túnica média arteriolar pulmonar em comparação à animais 

saudáveis. Por outro lado, o TF combinado de moderada intensidade é efetivo em 

reduzir o depósito de colágeno total perivascular e prevenir o aumento da 

espessura arteriolar pulmonar em animais com HAP.   

Os achados originais do presente estudo incentivam o TF combinado de 

moderada intensidade como estratégia terapêutica para melhora dos marcadores 

de remodelamento vascular pulmonar e de gravidade da doença mesmo em 

pacientes com HAP estáveis.  
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