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RESUMO

Estagio Pré Clinico Da Hipertens&do Pulmonar Altera a Capacidade Antioxidante
Diagragmatica sem Alterar a Musculatura Periférica

Hipertensdo Pulmonar (HP) é uma doenca grave com evolugdo para a insuficiéncia
cardiaca, visto que, nesta fase final, ocorrem alteragbes musculares periféricas,
dentre elas, modificacbes do estresse oxidativo. Entretanto, ndo h& conhecimento
se, na fase inicial da HP, estagio pré clinico, com disfuncdo cardiaca ocorra
alteracOes do estresse oxidativo. O objetivo desse estudo foi avaliar os indicadores
produtos malonaldeido (MDA) e capacidade antioxidante hidrofilica (CAH) e o
estresse oxidativo dos musculos periféricos e respiratério de ratos com hipertenséo
pulmonar no estagio pré clinico, de disfuncédo cardiaca sem insuficiéncia cardiaca
(IC). Este estudo foi aprovado previamente pelo Comité de Etica em Pesquisa da
instituicdo 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 aplicacdo de dose Unica intraperitoneal de monocrotalina (60mg/kg). Os
animais foram divididos em 2 grupos com 8 animais: controle (C) e grupo com
disfuncdo cardiaca devido a hipertensdo pulmonar (HP). Ap6s 3 semanas da
aplicacdo de monocrotalina os animais foram avaliados por ecocardiograma para
comprovacdo da disfuncdo cardiaca. Apdés este periodo os animais foram
sacrificados e os musculos EDL(extensor longo dos dedos), séleo e diafragma foram
congelados. Para andlise do estresse oxidativo na musculatura esquelética foi
realizada a avaliacdo da porcentagem da capacidade antioxidante hidrofilica e do
Malonaldeido (MDA). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro
Wilk e a comparagéo entre os grupos por teste t ndo pareado ou Mann Whitney. Foi
considerado significante o valor de p<0,05. Ao ecocardiograma houve diminuicdo da
velocidade méaxima da artéria pulmonar e do tempo de aceleracdo da artéria
pulmonar, o que comprova disfuncdo cardiaca. Houve aumento da capacidade
antioxidante hidrofilica do diafragma (grupo C:35,84 + 5,99% e grupo HP:42,12 +
5,19%, p=0,0490), sem alterar os musculos periféricos (So6leo 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); Nao houve alteragbes entre os musculos no MDA. No
estagio pré clinico da HP ja ha aumento da capacidade antioxidante do diafragma
sem piora dos musculos periféricos. Isso indica ativacdo de um mecanismo de
defesa precoce apenas na musculatura respiratoria. Outros marcadores de
alteracbes musculares periféricas necessitam ser estudados para melhor
compreensao dos mecanismos e propostas de tratamento precoce.

Palavras Chave:Estresse Oxidativo, Hipertensao 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

INTRODUGCAO: Hipertensdo Pulmonar (HP) é uma doenca grave com evolucéo para a
insuficiéncia cardiaca, visto que, nesta fase final, ocorrem alteracbes musculares
periféricas, dentre elas, modificagbes do estresse oxidativo. Entretanto, ndo héa
conhecimento se, na fase inicial da HP, estagio pré clinico, com disfuncéo cardiaca
ocorra alteragbes do estresse oxidativo. OBJETIVO: Avaliar o estresse oxidativo dos
musculos periféricos e respiratério de ratos com hipertensédo pulmonar no estagio pré
clinico, de disfuncéo cardiaca sem insuficiéncia cardiaca. METODOS: Este estudo foi
aprovado previamente pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicio 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 aplicacéo de dose Unica
intraperitoneal de monocrotalina (60mg/kg). Os animais foram divididos em 2 grupos
com 8 animais: controle (C) e grupo com disfuncdo cardiaca devido a hipertensao
pulmonar (HP). Apés 3 semanas da aplicacdo de monocrotalina os animais foram
avaliados por ecocardiograma para comprovacdo da disfuncdo cardiaca. Apos este
periodo os animais foram sacrificados e os musculos EDL(extensor longo dos dedos),
s6leo e diafragma foram congelados. Para andlise do estresse oxidativo na
musculatura esquelética foi realizada a avaliagdo da porcentagem da capacidade
antioxidante hidrofilica e do Malonaldeido (MDA). A normalidade dos dados foi
avaliada pelo teste de Shapiro Wilk e a comparacdo entre os grupos por teste t ndo
pareado ou Mann Whitney. Foi considerado significante o valor de p<0,05.
RESULTADOS: Ao ecocardiograma houve diminuicdo da velocidade maxima da
artéria pulmonar e do tempo de aceleragcdo da artéria pulmonar, o0 que comprova
disfuncéo cardiaca. 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 musculos
periféricos (Séleo 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); N&o houve alteracdes
entre os masculos no MDA. CONCLUSAO:No estagio pré clinico da HP ja ha aumento
da capacidade antioxidante do diafragma sem piora dos musculos periféricos. Isso
indica ativacdo de um mecanismo de defesa precoce apenas na musculatura
respiratoria. Outros marcadores de alteracdes musculares periféricas necessitam ser
estudados para melhor compreensdo dos mecanismos e propostas de tratamento

precoce.

Palavras Chave:Estresse Oxidativo, Hipertensao arterial pulmonar, Diafragma
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INTRODUCAO

A Hipertensdo Pulmonar (HP) € uma doenca progressiva grave, com
altas taxas de mortalidade que ocasiona disfungdo ventricular, posterior
insuficiéncia cardiaca e morte(Roos-Hesselink&Zijlstra 2011; Voelkelet al.
2012; Hoeperet al. 2013). Na fase inicial da HP h& o remodelamento cardiaco
patolégico ocasionado hipertrofia ventricular direita sem sinais e sintomas, essa
€ a fase de disfuncdo cardiaca (estagio pré clinico) (de Jesus Perez 2016;
Guignabert et al. 2015).Uma das anormalidades fisiopatoldgicas importantes na
HAP na fase de IC é a disfungcdo da musculatura respiratoria e periférica
(Panagiotouet al. 2015). Essas alteracdes musculares promovem dispnéia e
fadiga que implica na reducéo da capacidade de exercicio e piora da qualidade
de vida (Panagiotouet al. 2015; Morris et al. 2017).

Um dos fatores que contribuem para as alteracdes musculares
periféricas e respiratéria na HP € o0 estresse oxidativo, que ocorre por
desequilibrio 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 modificacbes nas proteinas,
metabolismo e contratilidade muscular ocasionando grande impacto funcional
(Jackson 2009; Breda et al. 2014). Essas alteragOes estédo bem esclarecidas na
musculatura esquelética na fase de IC, entretanto, no estagio pré clinico da
doenca, de disfuncdo cardiaca na HP ndo ha estudos que avaliem essas

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

Outro aspecto importante é que a musculatura respiratoria pode ser acometida

antes da musculatura periférica, uma vez que seu recrutamento € mais intenso,
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0 que pode gerar sobrecarga metabodlica e consequente adaptacdo desse
muasculo (Himoriet al, 2017). Estudos do nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o musculo diafragma se adapta de forma diferente da
musculatura periférica em animais com HP que ja evoluiram para IC, nos
aspectos relacionados a expressédo de fatores miogénicos (Lopes et al 2008;
Bertagliaet al. 2011).Entretanto, para nosso conhecimento ndo ha estudos que
avaliem o estresse oxidativo no estagio pré clinico de hipertensdo pulmonar, na
transicdo entre disfuncdo ventricular direita para insuficiéncia cardiaca. A
identificacdo precoce dos mecanismos envolvidos nas alteracfes dos musculos
periféricos e respiratério na HP é de grande relevancia uma vez que estratégias
terapéuticas podem ser desenvolvidas de forma direcionada e contribuam para
amenizar ou impedir o agravamento da doenca e suas incapacidades

funcionais.

A hipdtese deste estudo é que no estagio pré clinico, de disfuncao
cardiaca ja ocorra prejuizos na musculatura respiratoria, antes da periférica.O
objetivo deste estudo foi avaliar o estresse oxidativo dos musculos periféricos e
diafragma de ratos com hipertensédo pulmonar na fase de disfuncdo cardiaca

(estagio pré clinico).

METODOS
Animais

Para realizacdo 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 — S&o Paulo. Foram mantidos no
Laboratorio de Experimentacdo Animal da mesma instituicdo em caixas
plasticas com dimenséo 41x34x16 cm (3 animais/caixa), a temperatura de 21 a
23°C e umidade relativa do ar de 50% a 60%, com ciclos de luminosidade de
12h (claro /escuro) com inicio do ciclo claro as 7h. Os ratos receberam racéo

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

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em 2 grupos
experimentais com 8 animais cada denominados: grupo controle (C), grupo

Hipertensdo Pulmonar (HP).

Célculo Amostral

O tamanho da amostra foi calculado a priori. Para o célculo da amostra
foi utilizado o programa SigmaPlot 11.0, considerando-se um a=0,05 e poder
estatistico de 95% (B=0,10), constando assim uma amostra 16 ratos. A
diferenca minima esperada entre as médias foi de 10%, considerando um
desvio padrdo de 10%. De acordo com resultados encontrados na literatura,
entre os animais tratados com MCT, a taxa de mortalidade para o periodo de
estudo, 4 semanas, gira em torno de 25%, entdo, 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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Aprovacdo Etica

Todos os protocolos experimentais que foram utilizados neste estudo
estdo em conformidade com os principios de cuidados com animais de
laboratorio formulado pelo Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL) e de acordo com o Guide for theCareand Use
ofLaboratoryAnimals publicado pelo NationalResearchCouncil(NIH Publicag&o
revisada em 2011). Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE

(nimero 2883).

Inducéo da Hipertens&o Pulmonar

O protocolo para inducédo da hipertensdo pulmonar e disfuncédo ventricular direirafoi
realizado nos ratos do grupo HP, com injecdo de uma unica dose
intraperitoneal da monocrotalina (Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) na
propor¢cdo 60mg/kg em 1mol/L em tampao HClph 7.0 com 1 mol/L de NaOH
(Souza-Rabboet al. 2008; Pacagnelliet al. 2016). Nos animais do grupo C foi
realizada administracao intraperitoneal de solucéao 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 Racéao

A monocrotalina tem sido associada a reducédo do consumo alimentar. E
para controlar esse efeito os ratos foram separados em gaiolas individuais para
o controle diario do consumo de racdo. Os ratos que receberam a
monocrotalina (HP) receberam comida a vontade. Os ratos do grupo C
receberam a mesma quantidade de racdo que o Grupo HPconsumiu no dia

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

Desenho Experimental

ApoOs 3 semanas da aplicacdo da monocrotalina os ratos foram avaliados
por ecocardiografia para identificar disfuncdo ventricular direita. Apdés a
avaliacdo ecocardiografica, os animais foram pesados, eutanasiados com dose
intraperitoneal de pentobarbital sédico (50 mg kg™), e mortos por decaptacéo.
O coracéo foi retirado, dissecado e pesados. Foram realizadas as avaliagdes

anatbmicas para comprovar disfuncao ventricular.

Avaliacao ecocardiografica

Para avaliacdo ecocardiografica, os animais foram anestesiados com
cloridrato de ketamina (60mg kg™*; Dopalen®) e cloridrato de xilazina (0.5 mg
kg™'); Anasedan®) via intraperitoneal. Para o exame ecocardiogréafico o
aparelho utilizado foi equipado com sonda multifrequéncia 5-11.5 MHz (General
Electric Medical Systems, Vivid S6, TiratCarmel, Israel) (Pacagnelliet al. 2016).
Os parametros avaliados para comprovar hiperetnsdo pulmonar com

consequente disfuncado ventricular direita foram: tempo de aceleracéo pulmonar
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(TAcPulm); velocidade da artéria pulmonar (VMaxPulm) e tempo de eje¢édo do

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

Avaliacao dos Parametros Anatomicos

O coracao foi retirado, dissecado em atrios (AT), ventriculos direito (VD)
e esquerdo+ septo ventricular (VE) e pesados. Os parametros anatdomicos
foram normalizados pelo peso corporal final (PCF) (AT/PCF, VD/PCF e
VE/PCF) e foram utilizados como indice de atrofia. O pulméo e figado também
foram retirados, pesados, onde foram acondicionados em estufa por 48h. Apés
isso, foram pesados novamente para céalculo da relagcdo peso umido/peso seco
que foi utilizado para avaliar se houve insuficiéncia cardiaca (Carvalhoet al.

2010).

Capacidade antioxidante hidrofilica (CAH)

A medida da capacidade antioxidante hidrofilica 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 comparacao da area sobre a curva relativa a cinética
de oxidacdo da suspenséao fosfatidilcolina, o qual foi usado como referéncia de
matriz biologica. O 2’,2 Azobis (2- amino-propano)-dihdroclorado (AAPH) foi
usado como iniciador de radical peroxil. Os resultados representam a
porcentagem de inibicdo do (4,4-difluoro-5-(4-fenil 1-3 butadienil)-4-bora-32,42-

diaza-s-indaceno-3-acidoundecandico (BODIPY) 581/591 no plasma com
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relacdo ao que ocorreu na amostra controle do BODIPY 581/591 em lipossoma
PC. Todas as anadlises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram

apresentados em porcentagem de protec¢ao.

Quantificacdo doMalonaldeido (MDA)

O MDA é resultante da degradacdo de lipidios poli-insaturado, sua
producdo é usada como biomarcador dos niveis de peroxidacgédo lipidica. A sua
avaliacdo foi feita por Cromatografia Liquida de Alta Performance com
deteccdo fluorométrica. Para essa andlise, 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 4°C por
10min. Uma aliquota de 100uL do sobrenadante, foi misturado com 500ml de
acido tricloroacético (TCA, 10% w/v) e 10ml de hidroxitoluenobutilado (BHT, 5%
in EtOH) para interromper a peroxidagdo lipidica, misturado no vortex e
colocado a 95°C por 20 min. Apés a incubacdo 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
tampdo acetato, pH 3.5), misturado no vértex, incubado a 95°C por 45 min,

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

A concentracdo de TBARS foi calculada usando a curva padrao de MDA

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

O Resultado foi corrigido pela concentracdo de proteina total.
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Anéalise Estatistica

Para analise da normalidade foi utilizado o teste de Shapiro Wilk. Os
dados foram expressos em média + desvio padrdo. Para comparagcao entre os
dados anatémicos foiutilizados o teste t ndo pareado. Os dados referentes ao
TAP e MDA foram avaliados pelo teste ndo parameétrico Mann Whitney. Foi
considerado significante o valor de p< 0,05. O software utlizado foi o

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

RESULTADOS

Ecocardiograma

A avaliagdo ecocardiografica do VD mostra que os animais que foram
tratados com monocrotalina apresentavam disfuncdo ventricular direita
caracterizada pela diminuicdo da velocidade maxima da artéria pulmonar (C=
88,6 £ 4,98 34 cm/s vs. HP= 68,75 + 19,34 34 cm/s; p=0,02)e diminuicdo do
tempo de aceleracdo 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. Parametros
pulmonares avaliados: tempo de aceleracdo pulmonar (TAcPulm); velocidade
da artéria pulmonar (VMaxPulm) e tempo de ejecdo do VD (TEJ). A. Grupo
Controle: TAC= 26,6 ms; TEJ= 79,8 ms; Vmax= 87 cm/s; B. Grupo Hipertenséo
Pulmonar: TAC= 17,1 ms; TEJ= 61,8 ms; Vmax: 62 cm/s.

Parametros Anatdmicos

A tabela 1 mostra os parametros anatdmicos dos grupos C e HP.
AplOs 2 semanas, 0s animais que receberam a monocrotalinado grupo HP
apresentaram sinais de disfuncdo cardiaca no exame pos morte, tais como:
hipertrofia atrial e ventricular direita sem derrame pleural e congestéo hepatica,
comprovando que esses animais estavam em estagio pré clinico sem sinais de
retencdo hidrica que é caracteristica da insuficiéncia cardiaca. Os animais dos

grupos controles ndo apresentaram alteracdes. Nao houve atrofia muscular.
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Tabela 1. Dados anatbmicos dos musculos expressos em média * desvio

padrao,p-valor.

Variaveis C HP p-valor
Peso Corporal Final
(9) 404 +30,47 377 + 66,47 0,34
Atrio (g) 0,081+ 16,48 1,28 0,49 0,04
VD (9) 0,18 + 0,02 0,29 +0,08 0,006
VE (9) 0,75 +0,04 0,70 0,09 0,23
ATRIO/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
Pulmé&o u/s (mg) 4,45 +0,72 4,84 0,32 0,20
Figado u/s (mg) 4,37 +2,99 3,36 + 0,18 0,35
Soleo (9) 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 (9) 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: Hipertensdo Pulmonar; PCT: peso corporal total; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo

esquerdo; g: gramas. Sol: séleo; EDL: extensor longo dos dedos. Teste t ndo pareado.

Capacidade antioxidante hidrofilica

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

musculos periféricos (So6leo 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)
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Figura 2. A.Capacidade antioxidante hidrofilica do musculo Extensor Longo
dos Dedos (EDL). B.Capacidade antioxidante total do musculo

SdéleoC.Capacidade antioxidante total do musculo diafragma.C: grupo Controle;

HP: grupo Hipertensédo Pulmonar.

Quantificacdo do Malonaldeido (MDA)

Nao houve alteragfes significantes nos musculos avaliados em relacéo
aos valores de MDA na fase de disfungéo cardiaca. 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 Malonaldeido no masculo Extensor Longo dos Dedos
(EDL). B. Dosagem do Malonaldeido no musculo SéleoC. Dosagem do

Malonaldeido no mduasculo Diafragma. C: grupo Controle; HP: grupo

Hipertensdo Pulmonar.

Discusséo
O principal achado desse estudo é que no estagio pré clinico da HP
ocorre um estimulo da capacidade antioxidante da musculatura diafragmatica

que representa a porcentagem de prote¢cdo antioxidante, sem alterar a

musculatura periférica. Nao houve alteracdo do marcador MDA que representa

a peroxidacéo lipidica na musculatura periférica e no diafragma.
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Compreender os mecanismos envolvidos nessa doenca principalmente
em uma fase precoce de seu desenvolvimento é fundamental para abordagens
terapéuticas sendo que essa inclui um amplo espectro de variedades. A HP é
uma das classes de doencas que incluem hipertensdo pulmonar idiopética,
hipertensdo pulmonar hereditaria, hipertensdo pulmonar desencadeada por
toxinas e drogas, hipertensdo pulmonar persistente do recém nascido além da
hipertensdo pulmonar associada a varias doencas como as doencas
infecciosas, doencas congénitas cardiacas, anemias hemoliticas crbnicas e
doencas do tecido conjuntivo, entre outras. Além disso, a hipertensdo pulmonar
também esta associada com doencas pulmonares que cursam com hipoxemia
cronica como as fibroses e doenca pulmonar obstrutiva cronica (Galieet al.

2009)

No presente estudo, os animais evoluiram para quadro de HP e
disfuncdo do ventriculo direito (VD) (estagio pré clinico) sem IC como
demonstrado pelas alteracbes ecocardiogréaficas, hipertrofia atriais e do VD,
sem retencao hidrica, o que confirma a eficacia do modelo escolhido para

promover a disfungéo 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 disfuncao
cardiaca (pré clinica) os animais foram sacrificados com 3 semanas apos a

aplicacao da monocrotalina.

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

Polidore et al. (2004) que encontraram um aumento dos niveis circulantes de
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um marcador de peroxidacgdo lipidica, bem como reducdo dos niveis séricos e
atividade de elementos antioxidantes em pacientes com IC, quando
comparados com pacientes sem IC. Os niveis do marcador de peroxidagao
lipidica foram maiores nos pacientes com classe funcional da doenca mais
avancada e estes se correlacionaram inversamente com os niveis de fragéo de
ejecao (Weant et al. 2005; Lorgeril et al. 2001). Esse fato pode justificar nossos
achados uma vez que as alteracdes na peroxidacdo lipidica pode estar
relacionada com a fase mais avancada e grave da doenca. Um dos motivos &
que a fase inicial da doenca, estagio pré clinico, em que ainda ndo ha
limitagbes funcionaisimportantes nao tenha ocorrido ainda ativacdo de
mediadores inflamatorios para acarretar uma resposta em relagdo 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 hidrofilica nos animais com HP,
significando que alteracbes oxidativas podem estar ocorrendo e estimulando o
sistema de defesa antoxidante.Juntamente com esses achados ndo houve
atrofia muscular como foi demonstrado pela avaliagdo anatémica do séleo e
EDL, enfatizando que o sistema proteolitico muscular (proteossomal, calpainas,
entre outros) néo foi ativado nessa fase inicial da doenca. A peroxidag&o
lipidica € uma consequencia direta do estresse oxidativo e o MDA em
concentracbes normais provavelmente ndo ocasionou a degradacdo protéica

dos musculos avaliados (Powers et al. 2010).

Estudos anteriores tém considerado modificacbes oxidativas como
eventos iniciais para o desenvolvimento das alteracbes cardiacas e de massa

muscular. Tononet al.(2013a) demonstrou que 0 estresse oxidativo avaliado
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pela peroxidacdo lipidica e capacidade antioxidante sdo alterados 60 dias
depois da inducdo do enfisema por dose Unica de papaina, promovendo
respostas proteoliticas na hipertrofia cardiaca. Além disso, alguns autores
mostram que a peroxidacdo lipidica e a capacidade antioxidante séo alteradas
no musculo gastrocnémio de ratos 60 dias apdés enfisema induzido por
instilacdo de papaina, sem promover perda de massa muscular, protedlise
(Tononet al., 2013b).Mattson et al., (2002a, 2002b) demonstrou que 0 estresse
oxidativo avaliado pelo aumento da peroxidagdo lipidica persiste durante
estagios avancados do enfisema (180 dias), promovendo efeitos diretos sobre
a composicao de fibras musculares e na capacidade enzimatica oxidante.
Modificacdes oxidativas no musculo esquelético em estagio mais
avancado da insuficiéncia cardiaca tém sido relatadas e estes estdo
relacionados a atrofia (Bechara et al. 2014; Cunha et al. 2012). Entretanto,
eventos relacionados as mudancas no perfil oxidativo durante o
desenvolvimento dessa doenca s&o pouco investigados. No presente estudo o
modelo experimental utilizado avaliou o estégio inicial da doenca (3° semana)
que progride ocasionando perda de massa muscular dos musculos periféricos,
alteracdes da musculatura respiratéria e consequente mortalidade precoce que
ocorre em 6 semanas.(Handokoet al. 2008; Colombo et al. 2013; Ruiteret al.
2013). Embora néo tenha ocorrido atrofia muscular esse é o primeiro estudo
que mostra adaptacdo da musculatura diafragmética. Estudos adicionais que
realizem um acompanhamento das modificacdes do estresse oxidativo em
diferentes musculos sdo necessarios. Todos esses estudos reforcam a teoria

de que as modificagbes do estresse oxidativo ocorrem como eventos precoce
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durante a HP, podendo contribuir para as alteragdes na fase mais avancada da
doenca.

Na HP ja esta demonstrada o aumento do estresse oxidativo e a sua
importancia no desenvolvimento da doenca (Grobe et al. 2006, Seta et al.
2012, Wong et al. 2013).Entretanto, para nosso conhecimento a maioria dos
estudos abordaram essas alteracdes no coracdo (ventriculo direito), aorta e
vasos sanguineos entre outros tecidos e ndo em musculos 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 pulmdes de
pacientes com HP idiopatica (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 oxidagcdo do DNA,
oxidagdo protéica e aumento do consumo antioxidante desencadeando piora
endotelial e de funcdo cardiaca (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 analise de marcadores como o MDA e da capacidade
antioxidante hidrofilica no musculo esquelético tem sido pouco explorados na
HP e a avaliagdo dos mecanismos envolvidos nessa musculatura séo
essenciais, pois alteragdes nesses musculos se relacionam com as limitagfes
funcionais e incapacidades nesses pacientes (Meyer et al. 2005; Kabits et al.

2008; Himori et al. 2017).

A HP tem sido associada com doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC) que cursam com hipoxemia e fibrose ocasionando disfuncédo e IC
(Wong et al. 2013). Sintomas como o0 cansago e a fadiga estao relacionados

com a elevacdo das espécies reativas de oxigénio (Supinski et al. 1997).No
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musculo esquelético (gastrocnemio e vasto lateral) de ratos apos a inducao 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 néo
identificamos essas alteracées nos musculos soleo e EDL o que pode estar
relacionada a fase inicial da HP e ndo uma adaptacéo cronica (5-6 meses)
como ocorreu no estudo de Mattson et al. (2002a). Assim, o tempo da doenca
pode influenciar diretamente na producdo dessas espécies reativas de
oxigénio. Como nosso estudo é um modelo agudo de sobrecarga cardiaca e
essas alteragcbes ainda nao comecaram a influenciar negativamente o0s

musculos periféricos envolvidos.

Nosso estudo também avaliou o muasculo diafragma. Avaliar essa
musculatura é fundamental, pois além de ser o principal madsculo respiratorio
suas disfuncées como o déficit contratil estdo relacionadas com a dispnéia que
€ em parte causadora da intolerancia aos esforcos e limitagdes 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 disfuncdo do musculo
diafragma com aumento da expressdo protéica de marcadores do estresse
oxidativo e das enzimas de protecdo antioxidantes: oxidase NADPH
2/gp91phox, SOD2, catalase; conteudo de 3-nitrotyrosine, agregacao de actina
e oxidacao de glutationa. No nosso estudo, no estagio pré clinico da HP houve
apenas o0 aumento da atividade protetora (aumento da capacidade antioxidante
total), sem aumentar o MDA e esse fato pode ser um mecanismo regulatorio

inicial na HP. O sistema antioxidante ativado pode ter impedido a formacéo dos
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radicais livres ou espécies nado-radicais (sistema de prevencdo). Na HP héa
hiperventilacdo, aumento da frequéncia respiratoria e da atividade contratil
nesse musculo que pode ter ocasionado um aumento da ativacdo da
respiragdo mitocondrial e por isso uma adaptacao precoce dessa musculatura

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

Estratégias terapéuticas tanto medicamentosas como também exercicios
fisicos especificos que proporcionem precocemente a manutencao da elevacao
antioxidante e protecdo no musculo diafragma se faz necessaria uma vez que

se pode amenizar a evolucao da doenca.

Uma das limitacdes do estudo foi ndo avaliar outros marcadores antioxidantes
como outros marcadores de estresse oxidativo como, por exemplo,

carbonilacéo de proteinas, 4 hidroxineonenal, glioxal e metil glioxal.

Concluséo

No estagio pré clinico da hipertensdo pulmonar caracterizada por
disfuncéo cardiaca hd um estimulo da capacidade antioxidante do musculo
diafragma o que pode estar relacionado a sua estrutura muscular e fisiologia
metabdlica. Outros marcadores de alteragbes musculares periféricas
necessitam ser estudados para melhor compreensdo dos mecanismos e

propostas de tratamento precoce.
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to the journal is accepted on the understanding that the contributing author
licences the publisher to publish the letter as part of the journal or separately
from it, in the exercise of any subsidiary rights relating to the journal and its

contents.

Tables and Figures

For online submission, illustrations should be embedded in the Word document
or uploaded as separate files. Quality should be sufficient for viewing on-screen

and desktop printing.

Where possible, please provide high quality digital artwork files.
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Both tables and figures should be numbered consecutively with Arabic
numerals. Each should have a separate descriptive legend. Keys should be
given in the legends, not in the figure itself. All illustrations, both drawings and
photographs, must be of good quality since delay will result if referees need to
see improved versions. Digital versions of figures should be supplied in TIFF
format. As a guide, the ideal figure resolution/specification for various types of

original figures, at their final size, is as follows:

Line art and diagrams - Minimum 600 dpi Halftone (both B/W and Colour
photographs) - Minimum 300 dpi Line and tone (line art and halftone combined)

- Minimum 600 dpi

It is best to use lllustrator or Photoshop software and to save the material in the
format ".eps' or "tif'. If you are unable to provide these formats, please save the
figures in as many different file formats as possible. In addition to any electronic
files, always send three high-quality printed versions of the figures to the
editorial office. For further information on file formats, please see the
instructions on our website

at http://www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp

Colour lllustrations

As the journal is published online-only, colour figures are published online for

free.

Measurements

Measurements should be expressed in Sl units. If the original observations
were recorded in other units, this should be stated, together with the appropriate

conversion factors.
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Standard Abbreviations

Standard abbreviations should be used and should follow those laid down in
Units, Symbols and Abbreviations (1994) published by the Royal Society of
Medicine. Abbreviations should be used sparingly and only if a lengthy name or
expression is repeated frequently throughout the manuscript. Words must
appear in full on first appearance in both summary and text, followed by the
abbreviation in parentheses. Drugs should be described by their official names
but trade names should be indicated in parentheses the first time the drug is

quoted in the text.

References

We recommend the use of a tool such as Reference Mnanager for reference
management and formatting. Reference Manager reference styles can be

searched for here:http://www.refman.com/support/rmstyles.asp.

References must be double spaced and should be made only to papers closely
related to the author's work. Exhaustive lists should be avoided. In the text, use
the name of the author(s) followed by the date of publication; where there are
two authors use the form: Sorensen and Read 2002; where there are more than

two authors use the form: Turton et al. 2002.

Arrange the list of authors quoted at the end of the text in alphabetical order set

out as follows:

A) Name(s) and initials of author(s), year of publication (in parentheses), title of
the article, name of the journal, volume number, first and last page numbers.
Abbreviate journal names according to the Index Medicus system. (Also see

International Committee of Medical Journal Editors: Uniform requirements for


http://www.refman.com/support/rmstyles.asp
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manuscripts submitted to biomedical journals. N Engl J Med 1997;336: 309-

315.)

B) In the case of books the order is: name(s) and initials of author(s), year of
publication (in parentheses), chapter title, full book title, edition, names of the

editors, place and name of publisher, and page numbers.

C) References to 'personal communications' and 'unpublished work' may be
guoted in the text with all names and initials to avoid confusion but should not

be included in the references.

Examples of the style to be used are given below:

Turton J.A., Andrews C.M., HavardA.C. & Williams T.C. (2002) Studies on the
haemotoxicity of chroramphenicol succinate in the Dunkin Hartley guinea pig.

Int. J. Exp. Path. 83, 225-238.

Katz D.R., &Pollara G. (2003) Surviving the immune response: an
immunologist's perspective. In Dormancy and Low Growth States in Microbial

Diseases. Ed A. Coates. Cambridge University Press pp 75-100.

Permissions

Materials copied from other sources must be accompanied by a written
statement from both author and publisher giving permission to the International
Journal of Experimental Pathology for reproduction. Authors are responsible for
obtaining permission in writing from at least one author of papers cited while still
in press, as well as of unpublished data and of personal communications. It is

the author's responsibility to ensure that permissions are obtained.
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Author Material Archive Policy

Unless specifically requested, Wiley-Blackwell will dispose of all hard copy or
electronic material submitted 2 months after publication. If you require the return
of any material submitted, please inform the Production Editor as soon as

possible if you have not yet done so.

Page Proofs

Proofs will be sent electronically via e-mail as an Acrobat PDF file. The e-mail
server must be able to accept attachments up to 4 MB in size. Acrobat Reader
will be required in order to read this file. This software can be downloaded (free

of charge) from the following Web

site:www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.htmi

This will enable the file to be opened, read and corrected on screen. Further
instructions will be sent at the same time as the proof. Proofs will be posted if
no e-mail address is available. In your absence, please arrange for a colleague

to access your e-mail to retrieve the proofs.

EarlyView

The International Journal of Experimental Pathologyis covered by Wiley-
Blackwell's Early View service. Early View articles are complete full-text articles
published online in advance of their publication in a printed issue. Articles are
therefore available as soon as they are ready, rather than having to wait for the
next scheduled print issue. Early View articles are complete and final. They
have been fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors’

final corrections have been incorporated. Because they are in final form, no
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changes can be made after online publication. The nature of Early View articles
means that they do not yet have volume, issue or page numbers, so Early
View articles cannot be cited in the traditional way. They are therefore given a
Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to be cited and tracked
before it is allocated to an issue. After print publication, the DOI remains valid

and can continue to be used to cite and access the article.

Citing online articles

The Journal encourages citation of online articles before they are published in
final form when they become available in PubMed or from journal/publisher
websites, e.g. Early View articles from the International Journal of

Andrology website. The citation must take the following form:

Author(s), Title, Journal, Year; in press (DOI).

Any article that lacks a year of publication or a DOI will not be considered a

valid reference citation and cannot be cited.

Online production tracking is now available for your article through Wiley-

Blackwell's Author Services.

Author Services enables authors to track their article - once it has been
accepted - through the production process to publication online and in print.
Authors can check the status of their articles online and choose to receive
automated e-mails at key stages of production so they don’t need to contact the
production editor to check on progress.

Visit authorservices.wiley.com/bauthor for more details on online production
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tracking and for a wealth of resources including FAQs and tips on article

preparation, submission and more.

Note to NIH Grantees Pursuant to NIH mandate, Wiley-Blackwell will post the
accepted version of contributions authored by NIH grant-holders to PubMed
Central upon acceptance. This accepted version will be made publicly available
6 months after publication. For furtherinformation,

seewww.wiley.com/go/nihmandate.
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