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RESUMO

Introducdo: A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) é uma condicdo grave e
progressiva, que cursa com dramatico remodelamento das artérias e arteriolas
pulmonares. Tais alteragbes resultam no aumento progressivo da resisténcia
vascular pulmonar (RVP), levando a sobrecarga no ventriculo direito (VD), e
consequentemente a morte. O treinamento fisico (TF) combinado, que associa
protocolos aerobios e resistidos, € amplamente utilizado pelos servicos de
reabilitagdo em pacientes com HAP; contudo, permanece desconhecido os seus
efeitos sobre as alteracfes 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 hipéteses,
ratos Wistar (250-300g) receberam injecdo subcutanea de MCT (40 pg/kg de peso
corporal) ou salina. Os mesmos foram divididos em grupos submetidos a 4
semanas de TF combinado: MCT-T (aerdbio: 40-60% Vel. Max., 3x/semana;
resistido: 40-60% Carga Max, 2x/semana) ou grupos sedentarios: MCT-S e SAL-
S. A espessura da tunica média arteriolar e o depésito total de colageno
perivascular foram utilizados como marcadores de remodelamento vascular
pulmonar. Resultados: o modelo de HAP cursa com aumento da espessura da
tunica média das arteriolas pulmonares e niveis similares de colageno perivascular
comparados ao grupo saudavel. Por outro lado, o TF preveniu o remodelamento
da tunica média e reduziu o depdsito de colageno total perivascular nos animais
com HAP (MCTT) quando comparados aos grupos sedentarios. Tais achados
originais reforcam o efeito benéfico do TF combinado na prevencéo das alteracbes

vasculares precoces na HAP.

Palavras-chave: hipertensédo pulmonar, treinamento fisico, artéria pulmonar, colageno,

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 pg/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 INTRODUCAO E BREVE REVISAO DE LITERATURA

A hipertenséao arterial pulmonar (HAP) € uma condic&o grave e progressiva,
de origem multifatorial, ¥ caracterizada pela elevacdo da pressdo média arterial
pulmonar (PAPm) a valores = 20 mmHg em repouso, com pressao de oclusao da
artéria pulmonar (PoAP) menor ou igual 15mmHg ©@. A HAP cursa com proliferacéo
e remodelamento das células musculares lisas, inflamacéo e fibrose mediada por
um dramatica remodelamento da matriz extracelular das artérias e arteriolas
pulmonares @), Tais alteragdes resultam no aumento progressivo da resisténcia
vascular pulmonar (RVP), levando a sobrecarga no ventriculo direito (VD), e
consequentemente a morte 4,

Seu diagnostico é realizado através de uma investigacéo clinica criteriosa,
baseadas em sinais e sintomas confirmada pelo cateterismo direito.® Observa- se
grande variacdo quanto aos dados epidemiolégicos segundo a regido investigada,
contudo, estima-se a prevaléncia de 15 a 50 casos de HAP por milhdes de
habitantes nos Estados Unidos da América e Europa ® . Um estudo epidemiolégico
no Brasil evidenciou predominancia de aproximadamente 5,8 por milhdo de
habitantes com idade média de 46 anos diagnosticada com HAP (),

E importante ressaltar que apesar dos avancos no desenvolvimento de novos
farmacos para seu tratamento, o prognéstico da HAP ainda é desfavoravel, visto
gue a taxa de sobrevida prevista sem acesso ao tratamento especifico é de 68%
em 3 anos @), Tal fato evidencia a continua necessidade de investigacGes cientificas
sobre os mecanismos envolvidos na patologia e progresséo da HAP, assim como
potenciais estratégias terapéuticas para essa populacgéo © 10,

E sabido que alteracdes estruturais e funcionais da vasculatura pulmonar
podem contribuir para o curso temporal da HAP e da intolerancia ao exercicio nessa
populacdo . Especificamente, o remodelamento irreversivel da vasculatura
pulmonar contribui para a reducdo da complacéncia pulmonar e para 0 aumento
sustentado da RVP e PAPm (2, Tais alteracdes levam a sobrecarga do VD e
reducdo do débito cardiaco frente a desafios fisioldgicos, como o exercicio fisico,
caracterizando a intolerancia aos esforcos na HAP (13, Dentre as principais
modificagdes percussoras do remodelamento vascular, encontram-se o aumento do

depésito de colageno | e Il na matriz extracelular %) . Assim é possivel considerar
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gue a ampliacdo no depdsito de colageno na vasculatura pulmonar seja um dos

mecanismos precocemente envolvidos na intolerancia ao exercicio na HAP.

Em pacientes com HAP, o treinamento fisico (TF) aerdbio associado ao
resistido dinamico (TF combinado), tem sido recomendado como ferramenta nao
farmacoldgica adjuvante no tratamento de pacientes estaveis (1®. Ensaios clinicos
demostraram a eficacia e seguranc¢a de protocolos supervisionados como parte de
um programa de reabilitagcéo, resultando em melhora na fungéao cardiopulmonar e
muscular, na capacidade do exercicio e, por consequéncia, na sobrevida desses
individuos 16) | Os possiveis mecanismos responsaveis por tais melhoras incluem
a reducao da fibrose na vasculatura pulmonar @), o restabelecimento na fungédo
diastélica do VD, reducdo da RVP, aumento da capilarizagcdo dos pequenos e
médios vasos, reparo na capacidade oxidativa do coracao e dos musculos

respiratérios, além de aumento da forca inspiratéria (19 |

Especificamente sobre as alteracdes estruturais da vasculatura pulmonar,
estudos demostraram que animais com HAP induzida por monocrotaliana (MCT)
(18), o TF aerdbio continuo iniciado antes do desenvolvimento da HAP (19 atenuou o
acumulo de colageno e normalizou a RVP 0 | Destaca-se, no entanto, que este
protocolo foi realizado antes do estabelecimento da HAP 1. Assim, permanece
desconhecido se tais beneficios associados ao TF seriam observados apods o
estabelecimento da HAP. Adicionalmente, observa-se a caréncia de estudos que
tenham investigado os efeitos do TF combinado sobre as alteracdes estruturais da
vasculatura pulmonar na HAP @2 | o que caracteriza a lacuna elencada nesse

estudo.

1.1 Papel do remodelamento vascular para a fisiopatologia da HAP

Em circunstancias habituais, a circulacéo pulmonar apresenta baixa presséo e
resisténcia ao fluxo sanguineo, as paredes vasculares sdo mais finas e as camadas
dos musculos lisos sdo menos espessas, favorecendo uma distribuicdo do fluxo
sanguineo pelos ventriculos adequada ©3. No entanto, a HAP cursa com
modificacdes estruturais na vasculatura pulmonar @4, levando ao aumento da RVP e
PAPm 5. Com a progresséo da doenca e o aumento sustentando da RVP e PAPm,

verifica-se a elevagdo da poés-carga e hipertrofia do VD e em ultimo estagio, ha
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declinio do débito cardiaco e insuficiéncia cardiaca %), Tais transformacgdes
hemodinamicas explicam os sinais e sintomas da HAP: ineficiéncia ventilatéria, dor
toracica, tosse, tonturas e a fadiga progressiva aos esforcos fisicos ©7). Em vista disso,
destaca-se que o remodelamento vascular pulmonar € considerado a base patoldgica
da HAP e, uma vez instalado, refor¢a a sua consolidacéo ©8).

Especificamente, no curso temporal da HAP, observa-se a lesdo do endotélio
vascular pulmonar, caracterizado pelo aumento do processo inflamatério, assim como
o desequilibrio entre substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras 9. Tais
alteracdes sdo acompanhadas de hiperplasia nos vasos adventicios e hipertrofia da
camada média dos vaso proximais, além de fibrose da camada intima ©%. Observa-
se ainda o aumento no depdsito de colageno tipo | e Il na matriz extracelular,
causando o aglomerado de fibrose na camada intima e resultando em remodelamento
vascular irreversivel @Y . Esse remodelamento vascular pulmonar na HAP induz: (a)
enrijecimento e a reducdo da complacéncia vascular pulmonar, (b) obstrucdo e
obliteracdo das artérias pulmonares devido a perda de volume vascular arterial, (c)
inducéo da vasoconstri¢ao, (d) fluxo sanguineo restrito através dos vasos pulmonares
e (e) aumento da RVP e da PAPm. Consequentemente, 0 aumento da pds-carga é
direcionado para a parede fina do VD, que inicialmente hipertrofia, mas, com o passar
do tempo leva ao declinio da funcédo e do débito cardiaco e ao desenvolvimento da
insuficiéncia de camara cardiaca direita. As alterac6es multicelulares intravasculares
constituem ainda um importante fator de risco para essa populacao, visto que em um
estado avancado da doenca, essa cascata de ventos inflamatérios predispbe o
desenvolvimento de trombose ),

Evidéncias acumuladas nos udltimos anos demonstram que as alteracdes
estruturais vasculares também contribuem para a intolerancia ao exercicio na HAP.
Especificamente, o exercicio fisico requer a interacdo de varios mecanismos
fisiol6gicos. Em pacientes com HAP, numerosas anomalias respiratérias,
cardiovasculares e musculoesqueléticas diminuem a eficacia do transporte e
utilizacdo de Oz para os musculos ativos 2, Embora a fisiopatologia da intolerancia
aos esfor¢os seja multifatorial, a disfuncéo ventricular € uma especificidade prevalente
(33), Um dos principais fatores é a sobrecarga do VD, imposta a partir do aumento
progressivo e irreversivel da RVP e PAPm ©2), que como ja descrito, € consequéncia

do remodelamento vascular pulmonar irreversivel G4,
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1.2 Papel do treinamento fisico nas alteragfes vasculares da HAP

O TF é indicado como componente adjuvante para melhora dos parametros
clinicos, da tolerancia ao exercicio e qualidade de vida em pacientes com HAP ©5),
Nesse sentido, a préatica regular de exercicios fisicos é eficiente para conter as
irregularidades cardiorrespiratoria que a HAP impde constatando melhora da
capacidade fisica, elevacdo da capilarizacdo e da resisténcia ao esforco. O TF ajuda
a restaurar o equilibrio dos tecidos vasculares, eliminando possiveis mecanismos de
danos e contribuindo positivamente para diminuicéo de risco de hospitalizages ©6 37,
Especificamente, evidéncias demonstram que o protocolo de TF combinado
(componente aerdbico associado ao resistido) de moderada intensidade melhora as
repercussoes sistémicas negativas, auxiliando na reducéo da sobrecarga no VD.

Dentre os protocolos de TF aerébio recomendado em diferentes Guidelines
para Reabilitacdo Cardiaca e Pulmonar 8 39, seguros e eficazes para HAP estavel
(40) e demais doencas cardiorrespiratérias, destaca-se a modalidade intervalada “%-
42), Essa modalidade - caracterizada por curtos periodos de moderada intensidade
seguidos de recuperacdo em baixa intensidade - permite ao paciente atingir cargas
superiores com menor sobrecarga cardiocirculatéria “3 44 e é constantemente
utilizada na pratica clinica em conjunto ao resistido dinamico nessa populagédo “°,
Ainda, em modelo experimental de HAP com MCT, as vantagens obtidas pelo TF
intervalado para a funcéo e estrutura cardiaca foram superiores ao continuo “6),

A importancia de reabilitar através de um protocolo adequado tem mostrado
efetividade sobre HAP, como demonstrado pela reducao do remodelamento vascular
pulmonar “0 e da progressao da doenca “"). Ainda, estudos desenvolvidos tanto em
seres humanos quanto em modelo experimental afirmaram estabilizacdo da doenca
47, Em modelos experimentais observa- se beneficios cardiovasculares, como
aumento da funcdo diastdlica, e prevencdo da hipertrofia cardiaca “8). Dentre as
vantagens observadas na estrutura e fungéo vascular pulmonar, verifica-se a reducéo
do processo inflamatorio, estabilizacdo do seu remodelamento, como também da
hipertrofia em cada camada dos vasos (pequenos, médios e grandes), que podem ser
explicadas por proteinas sinalizadoras que s&o ativadas pelo exercicio fisico
inibindo assim as vias inflamatorias, tais beneficios resultam em reducdo da

resisténcia vascular pulmonar total “° 59, Especificamente sobre as utilidades do TF.
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Sobre as alteracbes vasculares, estudos recentemente demostraram que
animais com HAP induzida por MCT apresentaram aumento no depadsito de colageno
| e lll nas arteriolas pulmonares e menor toleréncia ao exercicio quando comparadas
a animais controle ©®V. Contudo, o TF aerébio continuo iniciado antes do
desenvolvimento da HAP mostrou-se capaz de minimizar o acumulo de colageno tipo
| e lll, normalizar a RVP (2, Destaca-se, no entanto, que este protocolo foi realizado
antes do estabelecimento da HAP, sendo assim, permanece desconhecido se tais
efeitos benéficos seriam observados apdés instalacdo da HAP. Ainda, verifica-se
caréncia de estudos que tenham investigado os efeitos do TF combinado sobre as
alteracGes estruturais da vasculatura pulmonar na HAP 3, Diante do exposto, torna-
se relevante analisar a repercussdo do TF combinado, de moderada intensidade,
sobre parametros de remodelamento da vasculatura pulmonar ?2. Desta forma, o
presente estudo tem o intuito de investigar o efeito do TF combinado de moderada
intensidade sobre os parametros 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

fisico combinado sobre o remodelamento vascular pulmonar na HAP.

2.2 Objetivos especificos

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 sedentarios:

*+ O efeito do TF combinado, de moderada intensidade, sobre a espessura da
camada média arteriolar pulmonar;

* O depdsito total de colageno perivascular das arteriolas pulmonares.
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3 METODOS

3.1 Amostra e Protocolo Experimental

Os procedimentos descritos a seguir foram autorizados pelo Comité de Etica e
Experimentacdo no Uso de Animais da UNIFESP (CEUA-UNIFESP; N°
2020/5905261120). A fase in vivo deste projeto foi previamente desenvolvida como
parte de um estudo de Pés-doutorado e segue detalhada na Figura 1. No presente
estudo, foram avaliadas as alteracdes caracterizadas pelo aumento na espessura da
tunica média e no depdsito de colageno nas arteriolas pulmonares no experimental
de HAP e efeito do TF sob essas alteragbes. Destacamos que a utilizacdo desses
tecidos previamente coletados estar alinhados com a sustentabilidade dos 3 R’s da
experimentacdo animal, que visa a reducdo do numero de animais na pesquisa, 0
refinamento na conducdo do estudo e consequentemente a reducdo de possivel
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
Instituicdo (max. 4 animais/caixa), com luz controlada em ciclos de 12 horas (claro-
escuro) e temperatura entre 22-24°C. Agua e racdo comercial foram ofertadas “ad
libitum”. Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 3 grupos (6-8 ratos/grupos):
animais submetidos a injecao de MCT, sedentéarios (MCT-S) ou treinados (MCT-T);
Animais controles submetidos a injecao de salina, sedentarios (SAL-S).

A inducdo da HAP foi obtida pela injecdo subcutanea de 40 mg/kg de peso
corporal de MCT (Sigma-Aldrich) em dose UGnica “9 . Animais controle receberam a
mesma dose acima de solucao salina. O estabelecimento da HAP foi confirmado apos
2 semanas da administracdo de MCT via parametro ecocardiografico indicador do
aumento da RVP e da pressao arterial pulmonar PAPm: a) alteracdo no formato da
onda de fluxo da artéria pulmonar (achado de adaga); b) reducéo da relacdo entre
tempo de aceleracao do fluxo artéria pulmonar (TAc) e tempo de ejecéao do ventriculo
direito (VD; TAc/TE) “0 54, Sete dias apds randomizacdo e administracdo da
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MCT/Salina, todos os grupos experimentais foram familiarizados em esteira e escada
durante 5 dias. Na 22 semana apds administracdo de MCT, os animais foram
submetidos ao exame ecocardiogréafico para confirmacéo do estabelecimento de HAP
(40) e ao teste de esforco em esteira e escada para determinacdo dos parametros pré
TF aerobio (velocidade maxima) e resistido (carga maxima), respectivamente. Vinte
quatro horas pos teste de esfor¢o, o grupo MCT-T prosseguiu com protocolo de TF
combinado (esteira: 3 x/semana; escada: 2 x/semana), intervalado e de moderada
intensidade, com duracédo de 4 semanas. Os animais dos grupos sedentarios foram
mantidos na mesma sala e expostos aos mesmos estimulos ambientais, excluindo-se
o TF. Como parte do projeto de pés-doutorado vinculado ao presente estudo, ao fim
do periodo de TF, os animais foram submetidos a avaliagbes de parametros
cardiovasculares. Ao término dos experimentos funcionais (no 6° dia apos o término

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

TF Combinado
MCT (40 mg/kg) Aerdbio Intervalado

MCT-SED 3x/semana

MCT-TF 4 min - 60%
CONTROLE (salina) 13°dia 2 min - 40% Vel. Max

CON-SED TE aerdbio esteira (~30-40 min)
. 14° dia Resistido

\ TE resistido escada 2 x/semana

' Ecocardiograma 40-60% Carga Max AVALIAGOES
T Confirmagdo HAP (~20-30 min) Cardiovasculares
f [
1°DIA 4 |— 2 DIAS 6 DIAS
Iniciodo TF Fimdo TF Eutanksia

] ’ Coleta de tecidos

Familiarizagao
10 min, 5x/ 5 dias
Figura 1. Sequéncia experimental simplificada da fase in vivo no modelo de HAP por

monocrotalina (MCT) para os grupos T (treinamento fisico) e S (sedentario).

3.2 Procedimentos Experimentais

3.2.1 Teste de tolerancia ao esforgo maximo e treinamento fisico
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Todos os animais foram submetidos a 5 dias de adaptacdo em esteira (5
minutos/sesséo a 0,3 km/h), seguidos do teste progressivo para determinacéo do
esfor¢co aerébio maximo. O protocolo foi composto de velocidade inicial de 0,3 km/h
(Oo de inclinacédo) e incrementos de mesma magnitude a cada 3 minutos, até a
exaustdo 9. O teste de esforco resistido foi realizado em escada adaptada (54
degraus verticais de 0,5 cm de altura/degrau). Para determinacéo da carga maxima,
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 apds o descanso, até exaustdo do animal 8. O TF combinado foi realizado
durante 4 semanas com duracao e intensidade progressivas, 5 sessdes/semana. As
sessbes foram compostas de TF aerdbio em esteira adaptada (3 sessdes/semana)
alternadas com o TF resistido dinAmico em escada (2 sessfes/semana). O TF aerdbio
seguiu um protocolo intervalado, a fim de mimetizar os beneficios observados por
essa modalidade tanto em pacientes ©% quanto em modelos experimentais de HAP
(40), O protocolo aerdbio alternou 4 minutos a 60% da velocidade maxima de corrida e
2 minutos a 40%, com duracgdo de ~30-40 min ©7). O TF resistido seguiu a 40- 60% da
carga maxima obtida no teste de esforco, com duracdo de ~20-30 min (15-20

escaladas com intervalo de 1 minuto) ©9)

3.2.2 Eutanésia dos animais

Ao término dos experimentos, 0os animais foram eutanasiados por decapitacao
apos anestesia prévia e os tecidos pulmonares e cardiaco foram imediatamente
retirados e pesados. O coracédo e o pulméo esquerdo foram congelados em nitrogénio
liquido e armazenados (-80°C) para preservacdo. O pulméo direito foi insuflado para
analise histoldgica. Para tal, uma canula flexivel de teflon foi introduzida na traquéia
para que todos os lobos direitos fossem perfundidos manualmente com formaldeido
a 4% tamponado (pH 7,0) a uma pressado controlada. Em seguida, a traquéia foi
clampeada para fixagao do tecido pulmonar direito por um periodo de 24 horas. Para

analise histologica, somente o lobo médio foi utilizado (Figura 2).
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Figura 2. Pulmao direito insuflado com formaldeiado 4% tamponado. Note a insuflacdo pulmonar direita
apos instilagdo e clampeamento da traquéia, enquanto o pulméo esquerdo € preservado. Fotografia:
Paula-Ribeiro, M.

3.2.3 Analises morfométricas

Apés eutanasia, o coracéo foi rapidamente retirado e colocado em solugéo KCI
1,15% sobre o gelo. Com auxilio de material cirdrgico, tesouras e pingas, 0s atrios
foram extraidos e descartados, e 0 peso dos ventriculos foi usado para mensurar a
hipertrofia cardiaca através da razao entre o peso do VD e o peso do VE mais o septo
(indice de Fulton) “9),

3.2.4 Processamento histoldgico e estudo da espessura arteriolar pulmonar e depésito

de colageno total da vasculatura pulmonar

Apos fixacdo, o lobo médio foi desidratado em gradiente alcodlico (70° a 100°),
diafanizado em xilol e emblocado em parafina; foram obtidos cortes de 5um (em
microtomo Leica RM2065) para a realizagdo deste estudo. Os preparados histolégicos
foram corados com hematoxilina-eosina (HE) e Picrossirius red, seguindo o protocolo
padrao do Laboratorio de Biologia Celular da Faculdade de Medicina da USP.
Posteriormente, os mesmos passaram pelo processo de hidratacdo e montagem das
laminas.

As laminas coradas com Picrosirius red foram utilizadas para determinar a
deposicao total de colageno perivascular pulmonar. Para tal, foram avaliadas as

arteriolas pulmonares (25 a 100 pm) provenientes de 5 animais de cada grupo
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experimental, MCT sedentarios (MCT-S) ou treinados (MCT-T), animais controles
sedentarios (SAL-S). A aquisicdo das imagens ocorreu com auxilio do programa de
andlises de imagens digitais Image Pro-Plus (Media Cybernetics, USA) acoplado a um
microscépio de luz Nikon Opitphot. Todas as imagens foram capturadas com objetiva
de 20x e randomicamente selecionadas 10 fotos de vasos pulmonares. A
porcentagem da area adventicia preenchida por fibras colagenas birrefringentes foi
dividida pela sua érea total (fibras coldgenas e ndo colagenas). Os vasos foram, entéo,
divididos em duas categorias de acordo com o calibre (< 30 ym, 230um), em uma
tentativa de classificar conforme classes funcionais diferentes, respectivamente,
arteriolas, artérias de médio e grande calibres. A partir desta classificacdo, foram
calculadas a distribuicdo dos vasos em cada categoria para todos 0s grupos
experimentais. As imagens foram transferidas para o programa de processamento de
imagens chamado Image J NIH (National Institutes of Health, EUA), que permite
guantificar a contagem em duas dimensdes, a medida do diametro menor dos vasos
perivasculares (Figura 3). A quantidade total por meio de pontos, a mensuracéo de
uma cobertura de pontos sobre a foto, cada ponto correspondia a uma area de 400
um (Figura 4).

As laminas de HE foram utilizadas para mensurar a espessura das arteriolas
pulmonares. Para essa analise, as arteriolas pulmonares com diametro externo <200
pm foram analisadas em microscoépio 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 (%) = diametro externo - diametro interno / diametro externo x
100.

Figura 3. Demonstracéo da medida do diametro menor dos vasos pulmonares através do programa

IMAGE J. A seta esté indicando para a régua de demarcac¢éo do didmetro menor do vaso.
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Figura 4. Demonstragdo da sobreposicéo de pontos a |magem para anallse do colagenos sobre os

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

3.3 Analise estatistica

Os dados seguem apresentados em média e desvio padréo. Os pressupostos
de normalidade e homogeneidade foram testados por meio dos testes Shapiro—Wilk
e Levene e foram analisados via ANOVA ONE-WAY. Quando aplicavel, o post-hoc de
Tukey foi utilizado para multiplas comparacdes. Para todos os testes, o nivel de

significancia adotado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Eficacia do estabelecimento de HAP por monocrotalina

Alteracdes induzidas pela MCT no leito pulmonar

O estabelecimento da HAP foi confirmado na segunda semana pos-inje¢éo de
MCT por meio reducéo da relagdo 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), caracteristico tanto em modelos experimentais
quanto em pacientes com HAP (10, Em conjunto, tais achados confirmam a eficacia
do estabelecimento do modelo de HAP nesse estudo.

A B
0.5 e T 0E
1 5. oMMz
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Figura 5. Painel A: Indicador ecocardiografico de aumento da resisténcia vascular pulmonar medido na
20 semana apOs dose subcuténea de 40 mg/Kg de monocrotalina/salina nos grupos Hipertensao
Arterial Pulmonar (MCT) e salina (SAL). Variaveis medidas pré inicio do treinamento fisico. TAc/TE,
razdo TAc/tempo de ejegdo do ventriculo direito Painel B: Imagens representativas do fluxo da artéria
pulmonar no animal controle (SAL) e o formato de adaga (entalhe) no animal submetido a injecao de

monocrotalina (MCT). Dados apresentados em média + desvio padrdo. ANOVA ONE-

WAY * = p < 0,05 vs SAL-S.
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Alteracdes induzidas pela MCT no tecido cardiaco

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 razdo VD/VE + S (Painel B) quando comparados ao
grupo SAL-S. Contudo, o TF no grupo MCT reduziu parcialmente a diferenca em
relacdo 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).

AOG- 1 2 B 3+ 1**—|
°
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o o A W & &
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Figura 6. Indicadores de hipertrofia cardiaca nos grupos Hipertensdo Arterial Pulmonar e salina,
treinados (MCT-T) e sedentarios (SAL-S, MCT-S). Painel A: massa do ventriculo direito (VD). Painel B:

raz&o entre massa do ventriculo direito e massa do ventriculo esquerdo somado ao septo (VD/VE+ S).

Dados apresentados em média + desvio padrao. ANOVA ONE-WAY * = p <0,05 vs SAL-S.

Alteracdes induzidas pela MCT no peso corporal

O peso corporal inicial, pré-inducdo da HAP, n&o foi diferente entre os grupos
(p > 0,05). O peso corporal obtido apdés os experimentos funcionais mostrou-se
reduzido no grupo MCT-S quando comparado ao SAL-S. Por outro, lado o TF preveniu

essa reducéo visto que néo houve diferenca entre os grupos SAL-S e MCT-T.
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Tabela 1. Peso corporal pré-inducdo de HAP e pés-treinamento fisico.

SAL-S  MCT-S MCT-T ANOVA

P
Peso corporal inicial (g) 318 +22 319 +18 318 +20 0,99
Peso corporal final (g) 365+25 330+x12* 355+24 0,02

Grupos salina sedentario (SAL-S), monocrotalina sedentario (MCT -S) e treinado (MCT -T). Dados

apresentados em média + desvio padrdo. ANOVA ONE-WAY * =p <,0.05 vs SAL-S.

Intolerancia ao exercicio no modelo de HAP por monocrotalina

Os resultados equivalentes ao teste de esforco aerobio e resistido realizados
apos 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 maxima
e distancia total percorrida quando comparados ao grupo Salina (painéis A e B),
corroborando a intolerancia ao exercicio caracteristica dessa doenca. Os grupos MCT
apresentaram tendéncia de reducao quanto a carga maxima obtida no teste de esforgo
resistido vs SAL (p = 0.08).
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Figura 7. Indicadores de toleréncia ao exercicio fisico obtidos via teste de esfor¢o na 20 semana
apos dose subcutanea de 40 mg/Kg de monocrotalina/salina nos grupos Hipertensdo Arterial
Pulmonar (MCT) e salina (SAL). Variaveis medidas pré inicio do treinamento fisico. Painéis A e B:
velocidade méaxima e distancia maxima percorrida na esteira. Painel C: carga maxima obtida na
escada. Dados apresentados em média + desvio padrdo. ANOVA ONE-WAY, * = p < 0,05 vs SAL-
S.



4.2 Efeito do TF combinado sobre parametros de gravidade da doenca

Parametro ecocardiografico

A Figura 8 apresenta resultados da resisténcia da artéria pulmonar apés o
TF. O grupo MCT-S apresentou aumento da RVP via reducdo do TAC/TE
comparado ao grupo controle (SAL-S). Por outro lado, observamos que o TF
preveniu tal alteracdo no grupo MCT-T em relacdo aos seus pares sedentarios

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

TA/TE pos TF
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Figura 8. Painel A: Indicador ecocardiografico de aumento da resisténcia vascular pulmonar
medido apds quatro semanas de treinamento fisico. Grupos: Hipertensdo Arterial Pulmonar,
sedentario (MCT-S) e treinado (MCT-T) e salina sedentério (SAL-S). TAc/TE, razdo Tac da artéria
pulmonar/tempo de ejecdo do ventriculo direito. Dados apresentados em média + desvio padrao.
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 tunica média arteriolar pulmonar

A Figura 9 apresenta imagens representativas de cortes histolégicos pulmao de
um rato de cada grupo estudado: SAL-S, MCT-S e MCT-T, utilizadas para analise
de espessura da tunica média arteriolar pulmonar. As setas nas imagens indicam
0 vaso analisado. Observe o aumento na espessura tinica média arteriolar no rato

do MCT-S em relagéo aos ratos dos grupos SAL-S e MCT-T.
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Figura 9. Imagens de cortes histoldgicos de pulméo utilizadas para medida andlise de espessura

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

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

A espessura arteriolar pulmonar medida na camada média dos vasos esta
apresentada na Figura 10. O grupo MCT-S apresentou aumento da espessura
arteriolar pulmonar em comparacao ao grupo controle (SAL-S). Por outro lado,
observamos que o TF preveniu o remodelamento no grupo MCT-T em relacdo aos
seus pares sedentarios (MCT-S) e normalizou a espessura em relagdo ao grupo
SAL-S (MCT-T vs SAL-S, p > 0,05).
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Figura 10. Indicador histologico de remodelamento da tunica média vascular pulmonar. Grupos:
Hipertensao Arterial Pulmonar, sedentario (MCT-S) e treinado (MCT-T) e salina sedentario (SAL-S).

Dados apresentados em média + desvio padrdo. ANOVA ONE-WAY * = p < 0,05 vs SAL-S; #=p <
0,05 vs MCT-S.

Depdsito total de coldgeno perivascular pulmonar
A Figura 11 apresenta imagens representativas de cortes histologicos pulméo de

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

conteudo total de colageno perivascular pulmonar.



B o IAay
| e &t 8 -
, » I - .
£ P K
ey - : v
» K ‘ 3

.3«
£

LS etk

Fotos individuais

Figura 11. Imagens de cortes histolégicos de pulméo utilizadas para medida analise de contetido
total de colageno 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 nao
diferiram entre si para o contetdo total de colageno perivascular (Figura 12,
Painéis A-C). Contudo, observamos que o TF reduziu o depésito de colageno em
todos os calibres no grupo MCT-T em relacao aos seus pares sedentarios (MCT-
S) e ao grupo SAL-S.
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Figura 12. Indicador histol6gico de contetdo total de colageno perivascular. Grupos: Hipertensao
Arterial Pulmonar, sedentério (MCT-S) e treinado (MCT-T) e salina sedentario (SAL-S). Dados

apresentados em média + desvio padrdo. ANOVA ONE-WAY * = p < 0,05 vs SAL-S; #=p <0,05
vs MCT-S.



5 DISCUSSAO

Os objetivos deste estudo foram verificar os efeitos do treinamento fisico
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 tunica
meédia das arteriolas pulmonares e niveis similares de colageno perivascular em
comparacdo a animais saudaveis sedentarios; B) o TF aerobio intervalado,
associado ao resistido, preveniu o remodelamento da tanica média e reduziu o
depdsito de colageno total perivascular nos animais com HAP (MCT-T) quando
comparados aos grupos sedentarios. Tais achados originais reforcam o efeito

benéfico do TF na prevencao das alteracfes vasculares precoces na HAP.

Estabelecimento da HAP via MCT

A Crotalaria spectabilis é uma planta toxica que contém a MCT como
alcaloide pirrolizidinico. A MCT é metabolizada pelo figado, desencadeando
lesGes cardiopulmonares, hepaticas, renais ©8 59 A MCT é transportada até os
pulmdes, iniciando um processo inflamatério persistente com liberacdo de
vasoconstritores, ocasionando o remodelamento e hipertrofia da tinica média €9,
Como consequéncia das alteragcbes estruturais, observa-se 0 aumento
significativo da RVP e da poés-carga do VD e por consequéncia hiperplasia,
levando também a elevacdo 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 € verificado através de
parametros ecocardiograficos que comprovam o aumento da RVP e da PAPm, tal
como a reducéo do TAc e aumento do TE, assim como as alteracées no padréo
de fluxo da artéria pulmonar, sendo essa similar ao estagio avangado da HAP em

humanos (61-63),
No presente estudo o modelo experimental de HAP por MCT foi reafirmado
apos 2 semanas de administracdo de MCT (40 mg/kg) em dose Unica. Geralmente

esse modelo é usado com a intensdo de entender melhor os mecanismos
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patolégicos presentes em um estado ainda estavel de HAP, para ser tracados
novas estratégias que venham trazer beneficios para os pacientes 6% 69 Os
animais apresentaram aumento da RVP via reducdo do Tac/TE e profunda
alteracdo no padrdo do fluxo da artéria pulmonar. Esse aumento da RVP foi
acompanhado de hipertrofia da tanica média, sem alteracdo no depdsito de
colageno perivascular ®9. Foi possivel confirmar desenvolvimento da doenca
também através da irregularidade cardiopulmonar caracteristica da HAP, na qual
esses animais apresentavam fadiga em concluir os exercicios propostos
caracterizando intolerancia aos esforcos intensa 5. Assim, a reducdo da
capacidade fisica dos animais caracteriza e reforca 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 €7,

5.1 Remodelamento vascular no modelo experimental de HAP

O remodelamento vascular pulmonar tem importante efeito sobre o avancgo
da HAP (6. 28 30)  Assim, é relevante estimar e avaliar a severidade do
remodelamento vascular no curso temporal da doenca projetar a terapia assertiva
(68) Os vasos pulmonares sdo compostos de camada intima, média e adventicia. A
camada intima acomoda as células endoteliais e controla a vasoconstri¢cao,
enquanto a média acomoda as laminas elasticas permitindo resisténcia e
distensibilidade desses vasos. Por fim, a camada adventicia é composta por
colageno e fibroblasto. O remodelamento vascular pulmonar é uma mudanca na
estrutura dessas camadas em resposta a estimulos mecanicos e hemodinamicos
(69), No curso temporal da HAP, o aumento da fibrose abrange todas as camadas
vasculares provocando enrijecimento vascular colaborando para deterioragéo e
mudancas na MEC, uma sequéncia de inflamacbes perivasculares esta
acontecendo causando uma desordem na fisiopatologia normal dos vasos
pulmonares desencadeando na transfiguracdo dos vasos (/9. Na camada média,
o processo de remodelamento envolve crescimento, proliferacdo, migracdo e
apoptose celular, além de producéo e redistribuicdo de MEC. Soma-se a esse
processo, a superproducdo de colageno (tipo | e 1V) e elastina pela musculatura

lisa ). Na camada perivascular, o quadro de inflamacéo e estresse oxidativo
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precedem o aumento de fibras colagenas tipo V, que também contribuem para a
progressdo da HAP. No curso temporal da doenca, tais alteraces resultardo em
vasoconstricdo cronica e progressiva, levando ao aumento da RVP e PAPm. Com
avanco da doenca e sobrecarga continua do VD, essa camara cardiaca sofre

hipertrofia (24 26.30),

Os achados demonstrados no presente estudo corroboram 0s marcos
fisiopatoldgicos descritos acima. Nesse sentido, demonstramos que mesmo em
um quadro estavel de HAP experimental, observamos o remodelamento da tunica
média arteriolar pulmonar via aumento de sua espessura. Essa alteracao foi
acompanhada de hipertrofia do VD, o que sugere uma relacao causal entre ambas
as alteragGes 9. De maneira interessante, nossos achados entre 0os grupos
sedentarios ndo foram acompanhados de qualquer alteracdo no depdésito de
colageno perivascular. A auséncia de alteracdo no conteudo total de coladgeno na
HAP pode ser parcialmente mediada pelo estagio estavel da doenca atingido pelos
animais. Ainda, é possivel que nesses animais, o remodelamento vascular tenha
sido principalmente mediado por outros componentes, tais como elastina e
fibronectina, que ndo foram avaliadas no presente estudo (2. Destaca-se ainda,
que a contagem total de depdsito de colageno ndo permite a diferenciacdo entre
os tipos de fibras colagena, assim, é possivel que qualquer aumento em fibras tipo

| ou IV, por exemplo, tenham sido mascaradas %,

5.2 Efeito do TF combinado sobre o remodelamento vascular pulmonar no

modelo experimental de HAP

Entre os beneficios observados pelo TF tanto em modelos experimentais
guanto em pacientes com HAP, observa-se a reducao da fibrose e inflamagé&o no
tecido vascular pulmonar, redugéo do depdésito de colageno nos vasos pulmonares
e reducéo da espessura da tinica média. A melhora de alteragGes estruturais se
reflete na melhora da funcéo cardiovascular e respiratdria, promovendo aumento
na tolerancia aos esforcos fisicos, e favorecendo positivamente para uma
evolucéo clinica e maior independéncia funcional (3.

Ha evidéncias que mostram que a terapia combinada de exercicios fisicos

multimodais (TF aerobio combinado ao TF resistido) diminuiu a progressédo da
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HAP, hospitalizacbes e mortalidade, beneficios vistos tanto em modelo
experimental, quanto em humano (8 3% 74 Dentre os beneficios observados
diretamente na HAP, encontra-se a melhora em parametros ecocardiograficos e
hemodinamicos de PAPm e RVP, assim como aumento da for¢ca da musculatura
respiratoria, como também a capilarizacdo dos pequenos e médios vasos da
musculatura periférica @8 3% 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, 0 presente estudo foi o
primeiro a investigar os efeitos do TF combinado sobre os parametros de
remodelamento vascular pulmonar na HAP. Nesse sentido, observamos que o TF
aerobio (intervalado) associado ao resistido, foi efetivo em prevenir o aumento da
espessura da tinica média nos animais com HAP. E possivel que tal reducio
tenha sido parcialmente mediada pelo menor depdésito de colageno , visto que o
grupo MCT-T apresentou reducdo dessa variavel comparado aos seus pares
sedentarios. E interessante notar que mesmo que 0s animais com HAP
sedentarios (MCT-S) ndo tenham apresentado acumulo de coldgeno quando
comparado aos controles saudaveis, os mesmos foram beneficiados pelo TF.
Tendo em vista que o TF combinado resultou ainda em reducédo da RVP e da
hipertrofia de cAmara cardiaca direita, tais achados sugerem uma relagéo causal
entre a melhora do remodelamento vascular pulmonar, a redugédo da RVP e por
conseguéncia, a menor sobrecarga imposta ao ventriculo direito proporcionados
pelo TF na HAP.

Evidéncias em modelos experimentais de HAP demonstraram que o TF
aerobio exerce efeito anti-inflamataorio e anti-fibrotico, além de regular os niveis de
mRNA da ET-1 e VEGF perivascular e no VD 0. 57.76)  Ainda, o TF resistido
mostrou-se efetivo em atenuar o depoésito de colageno e perfil inflamatério em
modelo experimental de insuficiéncia cardiaca. Tendo o conhecimento de que
esses processos inflamatorios e fibréticos participam do remodelamento vascular
pulmonar na HAP, é possivel que a atenuacdo dessas vias contribua para a
reducdo da RVP e hipertrofia cardiaca, ambos marcadores de gravidade da
doenca na HAP.

Os beneficios estruturais e funcionais do TF observados em nosso estudo

podem ser vinculados a modalidade intervalada adotada. Neste sentido, Brown et
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al “% demonstrou que, em animais com HAP, o TF aerdbio intervalado promoveu
beneficios hemodinamicos e estruturais na vasculatura pulmonar e cardiaca
superiores aos observados na modalidade continua. Do ponto de vista da
aplicabilidade da modalidade intervalada, a mesma é interessante para 0s
pacientes com HAP ao permitir que uma maior intensidade de exercicio seja
atingida, promovendo maiores estimulo e adaptacdo aos sistemas cardiovascular

e respiratério.
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6 RELEVANCIA CLINICA

Dentre os protocolos de TF recomendado em diferentes Guidelines para
Reabilitacdo Cardiaca e Pulmonar 38 39 seguros e eficazes para HAP estavel 9,
destaca-se a modalidade combinada (multimodal). Mais especificamente, servicos
ambulatoriais de reabilitacdo utilizam da combinacdo de sessbes aerbbias e
sessbes de exercicio resistido. Nesse sentido, os achados apresentados
demonstram que um protocolo com caracteristicas similares a utilizada pelos
pacientes com HAP é efetivo em normalizar parcialmente o remodelamento
vascular pulmonar e, por consequéncia, atenuar alteracdes funcionais e

estruturais que sdo marcadoras de gravidade da doenca.
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7 CONCLUSAO

O modelo experimental de HAP por monocrotalina cursa com aumento da
espessura da tunica meédia arteriolar pulmonar em comparacdo a animais
saudaveis. Por outro lado, o TF combinado de moderada intensidade é efetivo em
reduzir o depdsito de colageno 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 terapéutica para melhora dos marcadores
de remodelamento vascular pulmonar e de gravidade da doenca mesmo em

pacientes com HAP estaveis.
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Abstract: Background: Progressive exercise intolerance is a hallmark in pulmonary hypertension

(PH) and severely impacts patients' independence and quality of life. In the last
decade, accumulating evidence has shown that combined abnormalities in the
peripheral reflexes and target organs contnibutes to the disease progression and
exercise intolerance in this population. Objective: This study reviewed the last decade's
literature on PH-related cardiovascular, respiratory, and musculoskeletal alterations
involved to its pathophysiology and exercise intolerance. Methods: Searches were
conducted in the PubMed, SciELO and Cochrane Library databases for original articles
published between 2013-2023. Studies conducted in experimental models or humans,
with randomized controlled or non-randomized controlled and non-controlled (pre-post)
designs were included. Results: Twenty five studies were considered eligible. Pre-
clinical and clinical studies showed that PH leads to functional and structural changes
in the respiratory, cardiovascular and musculoskeletal systems. Moreover, afferent
pathways from baroreflex and chemoreflex seem to contribute to changes in the target
organs responsible for exercise intolerance in PH. Potential therapeutic targets
suggested by the studies include the manipulation of the peripheral baroreflex and
chemoreflex, the improvement in cardiovascular autonomic control via cardiac vagal
control as well as specific pathways, such as GPER1, GDF-15, miR-126 and the
JMJD1C gene. Conclusion: Information published in the last 10 years corroborates the
integrated nature of the PH physiopathology via functional and structural changes in
the peripheral reflexes, respiratory, cardiovascular and musculoskeletal systems.
These findings suggest future therapeutic targets that can assist in improving exercise
tolerance and quality of life in patients with PH.
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De Angelis; Maycon Junior Ferreira; Danielle da Silva Dias; Camila Paixao dos Santos; Sérgio Luiz Domingues Cravo; Andrey jorge
Serra - que envolve a produgdo, manutencdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Paulo (CEUA/UNIFESP)
na reunido de 16/12/2020.

We certify that the proposal "The effect of exercise training on the contribution of carotid chemoreceptors to autonomic, cardiac
and pulmonary vascular dysfunction in pulmonary arterial hypertension: a translational perspective", utilizing 78 Heterogenics rats
(78 males}, protocol number CEUA 5905261120 1o 010330y, under the responsibility of Marcelle de Paula Ribeiro and team; Profs.
Dra. Kdtia De Angelis; Maycon Junlor Ferreira; Danielle da Silva Dias; Camila Paixao dos Santos; Sérgio Luiz Domingues Cravo;
Andrey Jorge Serra - which involves the production, maintenance andjor use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sao Paulo
(CEUAJUNIFESP) in the meeting of 12/16/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 01/2021 a 12/2022 Area: Medicina Translacionalimedicina
Origem:  CEDEME - Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a3 meses N: 78
Linhagem: Wistar Peso: 220a250¢g

Local do experimento: Os animais serdo mantidos no biotérioc do Departamento de Fisiologia (52 andar) da Universidade Federal de
Sdo Paulo e 0s experimentos serdo realizados no Laboratdrio de Fisiologia do Exercicio, no Departamento de Fisiologia (52 andar)
desta mesma Instiuicao.

Sdo Paulo, 17 de dezembro de 2020

"]
Profa. Dra. Monica Levy Andersen Profa. Dra. Daniela Santoro Rosa

Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animals Vice-Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Paulo Universidade Federal de Sdo Paulo
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