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RESUMO 
 

Estágio Pré Clínico Da Hipertensão Pulmonar Altera a Capacidade Antioxidante 
Diagragmática sem Alterar a Musculatura Periférica 
 
Hipertensão Pulmonar (HP) é uma doença grave com evolução para a insuficiência 
cardíaca, visto que, nesta fase final, ocorrem alterações musculares periféricas, 
dentre elas, modificações do estresse oxidativo. Entretanto, não há conhecimento 
se, na fase inicial da HP, estágio pré clínico, com disfunção cardíaca ocorra 
alterações do estresse oxidativo. O objetivo desse estudo foi avaliar os indicadores 
produtos malonaldeído (MDA) e capacidade antioxidante hidrofílica (CAH) e o 
estresse oxidativo dos músculos periféricos e respiratório de ratos com hipertensão 
pulmonar no estágio pré clínico, de disfunção cardíaca sem insuficiência cardíaca 
(IC). Este estudo foi aprovado previamente pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
instituição promotora (protocolo 2883). Foram utilizados dezesseis ratos Wistar 
machos, com 2 meses de idade e peso médio de 206 ± 16,35g, e a HP foi induzida 
pela aplicação de dose única intraperitoneal de monocrotalina (60mg/kg). Os 
animais foram divididos em 2 grupos com 8 animais: controle (C) e grupo com 
disfunção cardíaca devido a hipertensão pulmonar (HP). Após 3 semanas da 
aplicação de monocrotalina os animais foram avaliados por ecocardiograma para 
comprovação da disfunção cardíaca. Após este período os animais foram 
sacrificados e os músculos EDL(extensor longo dos dedos), sóleo e diafragma foram 
congelados. Para análise do estresse oxidativo na musculatura esquelética foi 
realizada a avaliação da porcentagem da capacidade antioxidante hidrofílica e do 
Malonaldeído (MDA). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro 
Wilk e a comparação entre os grupos por teste t não pareado ou Mann Whitney. Foi 
considerado significante o valor de p<0,05. Ao ecocardiograma houve diminuição da 
velocidade máxima da artéria pulmonar e do tempo de aceleração da artéria 
pulmonar, o que comprova disfunção cardíaca. Houve aumento da capacidade 
antioxidante hidrofílica do diafragma (grupo C:35,84 ± 5,99% e grupo HP:42,12 ± 
5,19%, p=0,0490), sem alterar os músculos periféricos (Sóleo grupo C: 41,49 ± 
2,45% vs. Grupo HP 45,06 ± 4,66%, p=0,06); (EDL grupo C: 35,76 ± 6,98% e grupo 
HP: 33,91 ± 6,56%, p= 0,36); Não houve alterações entre os músculos no MDA. No 
estágio pré clínico da HP já há aumento da capacidade antioxidante do diafragma 
sem piora dos músculos periféricos. Isso indica ativação de um mecanismo de 
defesa precoce apenas na musculatura respiratória. Outros marcadores de 
alterações musculares periféricas necessitam ser estudados para melhor 
compreensão dos mecanismos e propostas de tratamento precoce. 
 
Palavras Chave:Estresse Oxidativo, Hipertensão arterial pulmonar, Diafragma 

 

 

 

 

 

 



 
 

  

ABSTRACT 
 

Pre-Clinical Stage of Pulmonary Hypertension Modifies Diaphragm Antioxidant 
Capacity Without Altering Peripheral Skeletal Muscle 
 
Pulmonary hypertension (PH) is a serious disease that progress to heart failure (HF) 
and may increase the generation of reactive oxygen species in skeletal muscle. 
However, it is not known whether if changes in oxidative stress occur in the initial 
phase of PH (pre-clinical stage).We examined the oxidative stress of peripheral and 
respiratory muscles in rats with PH in the pre-clinical stage.PH was induced by a 
single intraperitoneal injection of monocrotaline (60mg/Kg).The animals were divided 
into two groups: control (C, n=8) and PH (n=8).After three weeks the animals were 
submitted to an echocardiogram to check cardiac dysfunction and were sacrificed. 
We evaluated oxidative stress (antioxidant capacity and malonaldehyde) in the 
extensor digitorum longus (EDL), soleus and diaphragm muscles.The 
echocardiogram showed a decrease in the maximum velocity of the pulmonary artery 
and the time of acceleration of the pulmonary artery, which proves cardiac 
dysfunction.There was an increase in the antioxidant capacity of the diaphragm (C 
group: 35.84 ± 5.99% and HP group: 42.12 ± 5.19%, P=0.0490), without alterations 
in the peripheral muscles (Soleus in the C group: 41.49 ± 2.45% vs. HP group 45.06 
± 4.66%, p=0.06); (EDL in the C group: 35.76 ± 6.98% and HP group: 33.91 ± 6.56%, 
p= 0.36). There were no changes in the malonaldehyde muscles. In the pre-clinical 
stage of PH, there is an increase in the antioxidant capacity of the diaphragm without 
alter of the peripheral muscles.This finding indicates activation of an early defense 
mechanism in the respiratory muscles only.  
 
Keywords: diaphragm, oxidative stress, pulmonary arterial hypertension, skeletal 
muscle. 
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RESUMO 

INTRODUÇÃO: Hipertensão Pulmonar (HP) é uma doença grave com evolução para a 

insuficiência cardíaca, visto que, nesta fase final, ocorrem alterações musculares 

periféricas, dentre elas, modificações do estresse oxidativo. Entretanto, não há 

conhecimento se, na fase inicial da HP, estágio pré clínico, com disfunção cardíaca 

ocorra alterações do estresse oxidativo. OBJETIVO: Avaliar o estresse oxidativo dos 

músculos periféricos e respiratório de ratos com hipertensão pulmonar no estágio pré 

clínico, de disfunção cardíaca sem insuficiência cardíaca. MÉTODOS: Este estudo foi 

aprovado previamente pelo Comitê de Ética em Pesquisa da instituição promotora 

(protocolo 2883). Foram utilizados dezesseis ratos Wistar machos, com 2 meses de 

idade e peso médio de 206 ± 16,35g, e a HP foi induzida pela aplicação de dose única 

intraperitoneal de monocrotalina (60mg/kg). Os animais foram divididos em 2 grupos 

com 8 animais: controle (C) e grupo com disfunção cardíaca devido a hipertensão 

pulmonar (HP). Após 3 semanas da aplicação de monocrotalina os animais foram 

avaliados por ecocardiograma para comprovação da disfunção cardíaca. Após este 

período os animais foram sacrificados e os músculos EDL(extensor longo dos dedos), 

sóleo e diafragma foram congelados. Para análise do estresse oxidativo na 

musculatura esquelética foi realizada a avaliação da porcentagem da capacidade 

antioxidante hidrofílica e do Malonaldeído (MDA). A normalidade dos dados foi 

avaliada pelo teste de Shapiro Wilk e a comparação entre os grupos por teste t não 

pareado ou Mann Whitney. Foi considerado significante o valor de p<0,05. 
RESULTADOS: Ao ecocardiograma houve diminuição da velocidade máxima da 

artéria pulmonar e do tempo de aceleração da artéria pulmonar, o que comprova 

disfunção cardíaca. Houve aumento da capacidade antioxidante do diafragma (grupo 

C:35,84 ± 5,99% e grupo HP:42,12 ± 5,19%, p=0,0490), sem alterar os músculos 

periféricos (Sóleo grupo C: 41,49 ± 2,45% vs. Grupo HP 45,06 ± 4,66%, p=0,06); (EDL 

grupo C: 35,76 ± 6,98% e grupo HP: 33,91 ± 6,56%, p= 0,36); Não houve alterações 

entre os músculos no MDA. CONCLUSÃO:No estágio pré clínico da HP já há aumento 

da capacidade antioxidante do diafragma sem piora dos músculos periféricos. Isso 

indica ativação de um mecanismo de defesa precoce apenas na musculatura 

respiratória. Outros marcadores de alterações musculares periféricas necessitam ser 

estudados para melhor compreensão dos mecanismos e propostas de tratamento 

precoce. 

Palavras Chave:Estresse Oxidativo, Hipertensão arterial pulmonar, Diafragma 
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INTRODUÇÃO   

          A Hipertensão Pulmonar (HP) é uma doença progressiva grave, com 

altas taxas de mortalidade que ocasiona disfunção ventricular, posterior 

insuficiência cardíaca e morte(Roos-Hesselink&Zijlstra 2011; Voelkelet al. 

2012; Hoeperet al. 2013). Na fase inicial da HP há o remodelamento cardíaco 

patológico ocasionado hipertrofia ventricular direita sem sinais e sintomas, essa 

é a fase de disfunção cardíaca (estágio pré clínico) (de Jesus Perez 2016; 

Guignabert et al. 2015).Uma das anormalidades fisiopatológicas importantes na 

HAP na fase de IC é a disfunção da musculatura respiratória e periférica 

(Panagiotouet al. 2015). Essas alterações musculares promovem dispnéia e 

fadiga que implica na redução da capacidade de exercício e piora da qualidade 

de vida (Panagiotouet al. 2015; Morris et al. 2017). 

                   Um dos fatores que contribuem para as alterações musculares 

periféricas e respiratória na HP é o estresse oxidativo, que ocorre por 

desequilíbrio entre os sistemas oxidante e antioxidante.Na HP o aumento do 

estresse oxidativo ocorre na fase mais tardia, ou seja, na fase de IC. (Doggrell& 

Brown 1996; Singalet al. 2000; Barstet al. 2004;Farahamandet al. 2004). As 

espécies reativas de oxigeno promovem modificações nas proteínas, 

metabolismo e contratilidade muscular ocasionando grande impacto funcional 

(Jackson 2009; Breda et al. 2014). Essas alterações estão bem esclarecidas na 

musculatura esquelética na fase de IC, entretanto, no estágio pré clínico da 

doença, de disfunção cardíaca na HP não há estudos que avaliem essas 

alterações (Martinez et al. 2005; Souza-Rabboet al. 2008). 

Outro aspecto importante é que a musculatura respiratória pode ser acometida 

antes da musculatura periférica, uma vez que seu recrutamento é mais intenso, 
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o que pode gerar sobrecarga metabólica e consequente adaptação desse 

músculo (Himoriet al, 2017). Estudos do nosso grupo de pesquisa 

demonstraram que o músculo diafragma se adapta de forma diferente da 

musculatura periférica em animais com HP que já evoluíram para IC, nos 

aspectos relacionados à expressão de fatores miogênicos (Lopes et al 2008; 

Bertagliaet al. 2011).Entretanto, para nosso conhecimento não há estudos que 

avaliem o estresse oxidativo no estágio pré clínico de hipertensão pulmonar, na 

transição entre disfunção ventricular direita para insuficiência cardíaca. A 

identificação precoce dos mecanismos envolvidos nas alterações dos músculos 

periféricos e respiratório na HP é de grande relevância uma vez que estratégias 

terapêuticas podem ser desenvolvidas de forma direcionada e contribuam para 

amenizar ou impedir o agravamento da doença e suas incapacidades 

funcionais. 

A hipótese deste estudo é que no estágio pré clínico, de disfunção 

cardíaca já ocorra prejuízos na musculatura respiratória, antes da periférica.O 

objetivo deste estudo foi avaliar o estresse oxidativo dos músculos periféricos e 

diafragma de ratos com hipertensão pulmonar na fase de disfunção cardíaca 

(estágio pré clínico). 

 

MÉTODOS 

Animais 
 Para realização desse estudo foram utilizados dezesseis ratos 

norvegicus Wistar machos, com 2 meses de idade e peso médio de 206 ± 

16,35 g provenientes do Biotério Central da Universidade do Oeste Paulista – 
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UNOESTE de Presidente Prudente – São Paulo. Foram mantidos no 

Laboratório de Experimentação Animal da mesma instituição em caixas 

plásticas com dimensão 41x34x16 cm (3 animais/caixa), à temperatura de 21 à 

23ºC e umidade relativa do ar de 50% a 60%, com ciclos de luminosidade de 

12h (claro /escuro) com início do ciclo claro as 7h. Os ratos receberam ração 

de forma controlada (Supralab, Alisul®, Brasil) e água ad libitum.  

 Os animais foram distribuídos de forma aleatória em 2 grupos 

experimentais com 8 animais cada denominados: grupo controle (C), grupo 

Hipertensão Pulmonar (HP). 

 

Cálculo Amostral 

O tamanho da amostra foi calculado a priori. Para o cálculo da amostra 

foi utilizado o programa SigmaPlot 11.0, considerando-se um α=0,05 e poder 

estatístico de 95% (β=0,10), constando assim uma amostra 16 ratos. A 

diferença mínima esperada entre as médias foi de 10%, considerando um 

desvio padrão de 10%. De acordo com resultados encontrados na literatura, 

entre os animais tratados com MCT, a taxa de mortalidade para o período de 

estudo, 4 semanas, gira em torno de 25%, então, nos grupos C e HP, ao 

tamanho amostral calculado foi acrescentado um animal (Henkenset al. 2007; 

Okadaet al. 2008; Souza- Rabboet al. 2008). 
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Aprovação Ética 

 Todos os protocolos experimentais que foram utilizados neste estudo 

estão em conformidade com os princípios de cuidados com animais de 

laboratório formulado pelo Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de 

Laboratório (SBCAL) e de acordo com o Guide for theCareand Use 

ofLaboratoryAnimals publicado pelo NationalResearchCouncil(NIH Publicação 

revisada em 2011). Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade do Oeste Paulista – UNOESTE 

(número 2883).  

 

Indução da Hipertensão Pulmonar 

O protocolo para indução da hipertensão pulmonar e disfunção ventricular direirafoi 

realizado nos ratos do grupo HP, com injeção de uma única dose 

intraperitoneal da monocrotalina (Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) na 

proporção 60mg/kg em 1mol/L em tampão HClph 7.0 com 1 mol/L de NaOH 

(Souza-Rabboet al. 2008; Pacagnelliet al. 2016). Nos animais do grupo C foi 

realizada administração intraperitoneal de solução salina (NaCl 0,9%), para que 

todos os animais fossem submetidos ao mesmo grau de estresse (Souza-

Rabboet al. 2008; Pacagnelliet al. 2016). 
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Controle de Ração 

A monocrotalina tem sido associada à redução do consumo alimentar. E 

para controlar esse efeito os ratos foram separados em gaiolas individuais para 

o controle diário do consumo de ração. Os ratos que receberam a 

monocrotalina (HP) receberam comida a vontade. Os ratos do grupo C 

receberam a mesma quantidade de ração que o Grupo HPconsumiu no dia 

anterior(Lopes et al. 2008;Pacagnelliet al. 2016). 

 

Desenho Experimental  

 Após 3 semanas da aplicação da monocrotalina os ratos foram avaliados 

por ecocardiografia para identificar disfunção ventricular direita. Após a 

avaliação ecocardiográfica, os animais foram pesados, eutanasiados com dose 

intraperitoneal de pentobarbital sódico (50 mg kg-1), e mortos por decaptação. 

O coração foi retirado, dissecado e pesados. Foram realizadas as avaliações 

anatômicas para comprovar disfunção ventricular. 

  

Avaliação ecocardiográfica 

 Para avaliação ecocardiográfica, os animais foram anestesiados com 

cloridrato de ketamina (60mg kg−1; Dopalen®) e cloridrato de xilazina (0.5 mg 

kg−1); Anasedan®) via intraperitoneal. Para o exame ecocardiográfico o 

aparelho utilizado foi equipado com sonda multifrequência 5-11.5 MHz (General 

Electric Medical Systems, Vivid S6, TiratCarmel, Israel) (Pacagnelliet al. 2016). 

Os parâmetros avaliados para comprovar hiperetnsão pulmonar com 

conseqüente disfunção ventricular direita foram: tempo de aceleração pulmonar 
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(TAcPulm); velocidade da artéria pulmonar (VMáxPulm) e tempo de ejeção do 

VD (TEJ) (Eguchiet al. 2014; Pacagnelliet al. 2016). 

 

Avaliação dos Parâmetros Anatômicos 

 O coração foi retirado, dissecado em átrios (AT), ventrículos direito (VD) 

e esquerdo+ septo ventricular (VE) e pesados. Os parâmetros anatômicos 

foram normalizados pelo peso corporal final (PCF) (AT/PCF, VD/PCF e 

VE/PCF) e foram utilizados como índice de atrofia. O pulmão e fígado também 

foram retirados, pesados, onde foram acondicionados em estufa por 48h. Após 

isso, foram pesados novamente para cálculo da relação peso úmido/peso seco 

que foi utilizado para avaliar se houve insuficiência cardíaca (Carvalhoet al. 

2010). 

 

Capacidade antioxidante hidrofílica (CAH) 
 

A medida da capacidade antioxidante hidrofílica foi determinada 

fluorometricamente, em 200 ul de sobrenadante de tecido muscular congelado 

e homegenizado conforme descrita por Beretta et al (2006) utilizando leitor 

VICTOR X2 (Perkin Elmer –Boston, MA). A capacidade antioxidante foi 

quantificada por meio de comparação da área sobre a curva relativa à cinética 

de oxidação da suspensão fosfatidilcolina, o qual foi usado como referência de 

matriz biológica. O 2’,2 Azobis (2- amino-propano)-dihdroclorado (AAPH) foi 

usado como iniciador de radical peroxil. Os resultados representam a 

porcentagem de inibição do (4,4-difluoro-5-(4-fenil 1-3 butadienil)-4-bora-3ª,4ª-

diaza-s-indaceno-3-ácidoundecanóico (BODIPY) 581/591 no plasma com 
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relação ao que ocorreu na amostra controle do BODIPY 581/591 em lipossoma 

PC. Todas as análises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram 

apresentados em porcentagem de proteção. 

 

Quantificação doMalonaldeído (MDA)  

O MDA é resultante da degradação de lipídios poli-insaturado, sua 

produção é usada como biomarcador dos níveis de peroxidação lipídica. A sua 

avaliação foi feita por Cromatografia Líquida de Alta Performance com 

detecção fluorométrica. Para essa análise, 150mg de cada tecido foram 

homogeneizados com 1mL de PBS gelado (pH=7,4) em ULTRA-TURRAX® 

T25 basic IKA® WerkeStaufen/Germany e centrifugado a 800g a 4ºC por 

10min. Uma alíquota de 100uL do sobrenadante,  foi misturado com 500ml de 

ácido tricloroacético (TCA, 10% w/v) e 10ml de hidroxitoluenobutilado (BHT, 5% 

in EtOH) para interromper a peroxidação lipídica, misturado no vórtex e 

colocado a 95°C por 20 min. Após a incubação as amostras foram resfriadas 

por 5 min e centrifugado por 10 minutos a 14 000 rpm. O sobrenadante (103 ul) 

foi misturado com 50 ml de KOH (3.065 mol/l) e 650 ml de TBA (0.4% w/v em 

tampão acetato, pH 3.5), misturado no vórtex, incubado a 95°C por 45 min, 

resfriado por 5 min, filtrado (0.45mm) e acondicionado no sistema HPLC. 

A concentração de TBARS foi calculada usando a curva padrão de MDA 

e foi expressa em nmol/mg de proteína (Nielsen et al. 1997). 

O Resultado foi corrigido pela concentração de proteína total. 
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Análise Estatística 

Para análise da normalidade foi utilizado o teste de Shapiro Wilk. Os 

dados foram expressos em média ± desvio padrão. Para comparação entre os 

dados anatômicos foiutilizados o teste t não pareado. Os dados referentes ao 

TAP e MDA foram avaliados pelo teste não paramétrico Mann Whitney. Foi 

considerado significante o valor de p< 0,05. O software utilizado foi o 

GraphPadPrism®(Graph-Pad Software, La Jolla, CA, USA). 

 

RESULTADOS 

Ecocardiograma 

A avaliação ecocardiográfica do VD mostra que os animais que foram 

tratados com monocrotalina apresentavam disfunção ventricular direita 

caracterizada pela diminuição da velocidade máxima da artéria pulmonar (C= 

88,6 ± 4,98 34 cm/s vs. HP= 68,75 ± 19,34 34 cm/s; p=0,02)e diminuição do 

tempo de aceleração da artéria pulmonar (C=29,0± vs. 3,17ms vs. HP=20,38 

±3,55ms; p=0,0003).  
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Figura 1. Imagens representativas do Ecocardiograma. Parâmetros 

pulmonares avaliados: tempo de aceleração pulmonar (TAcPulm); velocidade 

da artéria pulmonar (VMáxPulm) e tempo de ejeção do VD (TEJ). A. Grupo 

Controle: TAC= 26,6 ms; TEJ= 79,8 ms; Vmáx= 87 cm/s; B. Grupo Hipertensão 

Pulmonar: TAC= 17,1 ms; TEJ= 61,8 ms; Vmáx: 62 cm/s. 

 

Parâmetros Anatômicos 

A tabela 1 mostra os parâmetros anatômicos dos grupos C e HP. 

Após 2 semanas, os animais que receberam a monocrotalinado grupo HP 

apresentaram sinais de disfunção cardíaca no exame pós morte, tais como: 

hipertrofia atrial e ventricular direita sem derrame pleural e congestão hepática, 

comprovando que esses animais estavam em estágio pré clínico sem sinais de 

retenção hídrica que é característica da insuficiência cardíaca. Os animais dos 

grupos controles não apresentaram alterações. Não houve atrofia muscular. 
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Tabela 1. Dados anatômicos dos músculos expressos em média ± desvio 

padrão,p-valor. 

Variáveis C 

 

    HP                      p-valor  

Peso Corporal Final 

(g) 404 ±30,47 377 ± 66,47                   0,34 
 

Atrio (g) 0,081± 16,48 1,28 ±0,49                     0,04 
 

VD (g) 0,18 ± 0,02 0,29 ±0,08                     0,006 
 

VE (g) 0,75  ± 0,04 0,70 ±0,09                     0,23 
 

ÁTRIO/PCT (mg/g) 0,22 ± 0,03 0,36 ± 0,16                    0,048 
 

VD/PCT (mg/g) 0,45 ± 0,05 0,81 ± 0,31                    0,007 
 

VE/PCT (mg/g) 1,86 ± 0,07 1,87 ± 0,12                     0,54 
 

Pulmão u/s (mg) 4,45 ± 0,72 4,84 ± 0,32                     0,20 
 

Fígado u/s (mg) 4,37 ± 2,99 3,36 ± 0,18                    0,35 
 

Soleo (g) 0,17 ± 0,01 0,16 ± 0,02                    0,42 
 

Sol/PCF (mg/g) 0,43 ± 0,01 0,45 ± 0,11                    0,70 
 

EDL (g) 0,16 ± 0,03 0,15 ± 0,05                    0,32 
 

EDL/PCF (mg/g) 0,39 ±  0,06 0,40 ± 0,09                    0,81 
 

  
  

C: Controle; HP: Hipertensão Pulmonar;  PCT: peso corporal total; VD: ventrículo direito; VE: ventrículo 

esquerdo; g: gramas. Sol: sóleo; EDL: extensor longo dos dedos. Teste t não pareado. 

 

Capacidade antioxidante hidrofílica  
 

Houve aumento da capacidade antioxidante do diafragma (grupo 

C:35,84 ± 5,99% e grupo HP:42,12 ± 5,19%, p=0,0490), sem alterar os 

músculos periféricos (Sóleo grupo C: 41,49 ± 2,45% vs. Grupo HP: 45,06 ± 
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4,66%, p=0,06); (EDL grupo C: 35,76 ± 6,98% e grupo HP: 33,91 ± 6,56%, p= 

0,36);(Fig 2) 

 

Figura 2. A.Capacidade antioxidante hidrofílica do músculo Extensor Longo 

dos Dedos (EDL). B.Capacidade antioxidante total do músculo 

SóleoC.Capacidade antioxidante total do músculo diafragma.C: grupo Controle; 

HP: grupo Hipertensão Pulmonar. 

 

Quantificação do Malonaldeído (MDA)  

Não houve alterações significantes nos músculos avaliados em relação 

aos valores de MDA na fase de disfunção cardíaca. Diafragma (Grupo C: 80,52 

± 5,42 HP:70,83±14,55 musculo  EDL (Grupo C: 260,7 ±106,5 HP: 124,2 ± 

41,89Soléo (Grupo C:  260,7±106,5  Grupo HP: 166,6 ±99,79)  (Fig 2) 
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Figura 3. A. Dosagem do Malonaldeído no músculo Extensor Longo dos Dedos 

(EDL). B. Dosagem do Malonaldeído no músculo SóleoC. Dosagem do 

Malonaldeído no músculo Diafragma. C: grupo Controle; HP: grupo 

Hipertensão Pulmonar. 

 

Discussão 

 O principal achado desse estudo é que no estágio pré clínico da HP 

ocorre um estímulo da capacidade antioxidante da musculatura diafragmática 

que representa a porcentagem de proteção antioxidante, sem alterar a 

musculatura periférica. Não houve alteração do marcador MDA que representa 

a peroxidação lipídica na musculatura periférica e no diafragma.  
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Compreender os mecanismos envolvidos nessa doença principalmente 

em uma fase precoce de seu desenvolvimento é fundamental para abordagens 

terapêuticas sendo que essa inclui um amplo espectro de variedades. A HP é 

uma das classes de doenças que incluem hipertensão pulmonar idiopática, 

hipertensão pulmonar hereditária, hipertensão pulmonar desencadeada por 

toxinas e drogas, hipertensão pulmonar persistente do recém nascido além da 

hipertensão pulmonar associada a várias doenças como as doenças 

infecciosas, doenças congênitas cardíacas, anemias hemolíticas crônicas e 

doenças do tecido conjuntivo, entre outras. Além disso, a hipertensão pulmonar 

também está associada com doenças pulmonares que cursam com hipoxemia 

crônica como as fibroses e doença pulmonar obstrutiva crônica (Galieet al. 

2009) 

No presente estudo, os animais evoluíram para quadro de HP e 

disfunção do ventriculo direito (VD) (estágio pré clínico) sem IC como 

demonstrado pelas alterações ecocardiográficas, hipertrofia atriais e do VD, 

sem retenção hídrica, o que confirma a eficácia do modelo escolhido para 

promover a disfunção do VD (Pacagnelliet al. 2016). 

A monocrotalina na dose de 60 ou 80 mg/Kg pode leva ao 

desenvolvimento da IC progressivamente e pode ser fatal entre 3-6 semanas 

(Hesselet al. 2006; Handokoet al. 2009; Colombo et al. 2013; Ruiteret al. 

2013).Como o objetivo do nosso estudo era de avaliar na fase de disfunçao 

cardiaca (pré clínica) os animais foram sacrificados com 3 semanas após a 

aplicação da monocrotalina. 

Estudos mostram aumento do estresse oxidativo na IC, como o de 

Polidore et al. (2004) que encontraram um aumento dos níveis circulantes de 
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um marcador de peroxidação lipídica, bem como redução dos níveis séricos e 

atividade de elementos antioxidantes em pacientes com IC, quando 

comparados com pacientes sem IC. Os níveis do marcador de peroxidação 

lipídica foram maiores nos pacientes com classe funcional da doença mais 

avançada e estes se correlacionaram inversamente com os níveis de fração de 

ejeção (Weant et al. 2005; Lorgeril et al. 2001). Esse fato pode justificar nossos 

achados uma vez que as alterações na peroxidação lipídica pode estar 

relacionada com a fase mais avançada e grave da doença. Um dos motivos é 

que a fase inicial da doença, estágio pré clínico, em que ainda não há 

limitações funcionaisimportantes não tenha ocorrido ainda ativação de 

mediadores inflamatórios para acarretar uma resposta em relação ao aumento 

desse importante marcador do estresse oxidativo que é o MDA (Voelkelet al. 

1988; Bowerset al. 2004; Wong et al. 2013). No entanto, encontramos um 

aumento da capacidade antioxidante hidrofílica nos animais com HP, 

significando que alterações oxidativas podem estar ocorrendo e estimulando o 

sistema de defesa antoxidante.Juntamente com esses achados não houve 

atrofia muscular como foi demonstrado pela avaliação anatômica do sóleo e 

EDL, enfatizando que o sistema proteolítico muscular (proteossomal, calpaínas, 

entre outros) não foi ativado nessa fase inicial da doença. A peroxidação 

lipídica é uma consequencia direta do estresse oxidativo e o MDA em 

concentrações normais provavelmente não ocasionou a degradação protéica 

dos músculos avaliados (Powers et al. 2010). 

Estudos anteriores têm considerado modificações oxidativas como 

eventos iniciais para o desenvolvimento das alterações cardíacas e de massa 

muscular. Tononet al.(2013a) demonstrou que o estresse oxidativo avaliado 
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pela peroxidação lipídica e capacidade antioxidante são alterados 60 dias 

depois da indução do enfisema por dose única de papaína, promovendo 

respostas proteolíticas na hipertrofia cardíaca. Além disso, alguns autores 

mostram que a peroxidação lipídica e a capacidade antioxidante são alteradas 

no músculo gastrocnêmio de ratos 60 dias após enfisema induzido por 

instilação de papaína, sem promover perda de massa muscular, proteólise 

(Tononet al., 2013b).Mattson et al., (2002a, 2002b) demonstrou que o estresse 

oxidativo avaliado pelo aumento da peroxidação lipídica persiste durante 

estágios avançados do enfisema (180 dias), promovendo efeitos diretos sobre 

a composição de fibras musculares e na capacidade enzimática oxidante. 

Modificações oxidativas no músculo esquelético em estágio mais 

avançado da insuficiência cardíaca têm sido relatadas e estes estão 

relacionados a atrofia (Bechara et al. 2014; Cunha et al. 2012). Entretanto, 

eventos relacionados as mudanças no perfil oxidativo durante o 

desenvolvimento dessa doença são pouco investigados. No presente estudo o 

modelo experimental utilizado avaliou o estágio inicial da doença (3° semana) 

que progride ocasionando perda de massa muscular dos músculos periféricos, 

alterações da musculatura respiratória e conseqüente mortalidade precoce que 

ocorre em 6 semanas.(Handokoet al. 2008; Colombo et al. 2013; Ruiteret al. 

2013). Embora não tenha ocorrido atrofia muscular esse é o primeiro estudo 

que mostra adaptação da musculatura diafragmática. Estudos adicionais que 

realizem um acompanhamento das modificações do estresse oxidativo em 

diferentes músculos são necessários. Todos esses estudos reforçam a teoria 

de que as modificações do estresse oxidativo ocorrem como eventos precoce 
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durante a HP, podendo contribuir para as alterações na fase mais avançada da 

doença. 

Na HP já está demonstrada o aumento do estresse oxidativo e a sua 

importância no desenvolvimento da doença (Grobe et al. 2006, Seta et al. 

2012, Wong et al. 2013).Entretanto, para nosso conhecimento a maioria dos 

estudos abordaram essas alterações no coração (ventrículo direito), aorta e 

vasos sanguíneos entre outros tecidos e não em músculos periféricos(Jankov 

et al. 2008; Csiszar et al. 2009;Duboiset al. 2013, Steven et al. 2017). Estudos 

em seres humanos relatam o aumento do MDA no plasma, urina e pulmões de 

pacientes com HP idiopática (Cracowski et al., 2001; Irodova et al. 2002; 

Bowerset al. 2004; Preston et al. 2005, Wong et al. 2013). O aumento do 

estresse oxidativo na HP foi demonstrado ocasionando oxidação do DNA, 

oxidação protéica e aumento do consumo antioxidante desencadeando piora 

endotelial e de função cardíaca (Cracowski et al, 2001; Irodova et al. 2002; 

Bowers et al. 2004; Preston et al. 2005, Wong et al. 2011). Entretanto, para o 

nosso conhecimento a análise de marcadores como o MDA e da capacidade 

antioxidante hidrofílica no músculo esquelético tem sido pouco explorados na 

HP e a avaliação dos mecanismos envolvidos nessa musculatura são 

essenciais, pois alterações nesses músculos se relacionam com as limitações 

funcionais e incapacidades nesses pacientes (Meyer et al. 2005; Kabits et al. 

2008; Himori et al. 2017). 

A HP tem sido associada com doença pulmonar obstrutiva crônica 

(DPOC) que cursam com hipoxemia e fibrose ocasionando disfunção e IC 

(Wong et al. 2013). Sintomas como o cansaço e a fadiga estão relacionados 

com a elevação das espécies reativas de oxigênio (Supinski et al. 1997).No 
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músculo esquelético (gastrocnemio e vasto lateral) de ratos após a indução de 

enfisema com elastase houve aumento de marcadores do estresse oxidativo, 

como o MDA(Mattson et al. 2002; Fermoselle et al. 2011). No nosso estudo não 

identificamos essas alterações nos músculos sóleo e EDL o que pode estar 

relacionada a fase inicial da HP e não uma adaptação crônica (5-6 meses) 

como ocorreu no estudo de Mattson et al. (2002a). Assim, o tempo da doença 

pode influenciar diretamente na produção dessas espécies reativas de 

oxigênio. Como nosso estudo é um modelo agudo de sobrecarga cardíaca e 

essas alterações ainda não começaram a influenciar negativamente os 

músculos periféricos envolvidos. 

                Nosso estudo também avaliou o músculo diafragma. Avaliar essa 

musculatura é fundamental, pois além de ser o principal músculo respiratório 

suas disfunções como o déficit contrátil estão relacionadas com a dispnéia que 

é em parte causadora da intolerância aos esforços e limitações funcionais 

durante a HP (Meyer et al. 2005; Supinski&Callahan 2005; Kabits et al. 2008; 

Van Hees et al. 2010; Mandres et al. 2012; Ahn et al. 2013). No estudo de 

Himori et al. (2017) em modelo de HP induzida por monocrotalina ficou 

demonstrado o papel do estresses oxidativo na disfunção do músculo 

diafragma com aumento da expressão protéica de marcadores do estresse 

oxidativo e das enzimas de proteção antioxidantes: oxidase NADPH 

2/gp91phox, SOD2, catalase; conteúdo de 3-nitrotyrosine, agregação de actina 

e oxidação de glutationa. No nosso estudo, no estágio pré clínico da HP houve 

apenas o aumento da atividade protetora (aumento da capacidade antioxidante 

total), sem aumentar o MDA e esse fato pode ser um mecanismo regulatório 

inicial na HP. O sistema antioxidante ativado pode ter impedido a formação dos 
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radicais livres ou espécies não-radicais (sistema de prevenção). Na HP há 

hiperventilação, aumento da freqüência respiratória e da atividade contrátil 

nesse músculo que pode ter ocasionado um aumento da ativação da 

respiração mitocondrial e por isso uma adaptação precoce dessa musculatura 

(Meyer et al. 2005; de Man et al. 2011; Manderset al. 2012). 

Estratégias terapêuticas tanto medicamentosas como também exercícios 

físicos específicos que proporcionem precocemente a manutenção da elevação 

antioxidante e proteção no músculo diafragma se faz necessária uma vez que 

se pode amenizar a evolução da doença. 

Uma das limitações do estudo foi não avaliar outros marcadores antioxidantes 

como outros marcadores de estresse oxidativo como, por exemplo, 

carbonilação de proteínas, 4 hidroxineonenal, glioxal e metil glioxal. 

 

Conclusão 

No estágio pré clínico da hipertensão pulmonar caracterizada por 

disfunção cardíaca há um estímulo da capacidade antioxidante do músculo 

diafragma o que pode estar relacionado a sua estrutura muscular e fisiologia 

metabólica. Outros marcadores de alterações musculares periféricas 

necessitam ser estudados para melhor compreensão dos mecanismos e 

propostas de tratamento precoce. 
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