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RESUMO

Impacto do treinamento intervalado de alta intensidade sobre o estresse
oxidativo do musculo esquelético de ratos espontaneamente hipertensos

O sedentarismo ¢é fator de risco para o desenvolvimento e a progressao de diversas
doencas, destacando-se as cardiovasculares, como a hipertenséo arterial (HA), que
afetam a qualidade de vida e a capacidade funcional. A elevacdo continua da
pressdo arterial, pode evoluir para insuficiéncia cardiaca (IC), gerando
manifestacbes musculares, como o aumento do estresse oxidativo na musculatura
esquelética. O complexo NADPH oxidase € uma das principais fontes geradoras de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e dentre suas vias de sinalizagao estdo o Nf-
Kb e o Ik-B. O exercicio fisico € o melhor método de combate e dentre eles os
exercicios do tipo intervalado de alta intensidade (HIIT) vém sendo muito utilizados
em individuos com HA. Essa modalidade tem como caracteristica otimizar o tempo e
assim promover maior adesdo, além disso também s&o superiores aos exercicios
aerobios continuos por oferecer maiores ganhos de aptidao cardiorrespiratoria (VO
maximo). Ainda ndo estdo elucidados a influéncia do HIIT nos mecanismos
bioquimicos e moleculares no musculo esquelético. Sendo o sedentarismo gerador
de complicagbes, investigar essas estratégias de controle é essencial. Portanto, o
objetivo do estudo foi avaliar o efeito do HIIT sobre o estresse oxidativo no musculo
esquelético de ratos espontaneamente hipertensos. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentos Animais (Protocolo CEUA 1167-2016). Foram
utilizados 25 ratos com 12 meses, divididos em: sedentarios (SHR, n=9),
treinamento HIT (HIT, n=10) e Wistar Kyoto controle (WKY, n=6). Os ratos foram
familiarizados com o HIIT por uma semana por 10 minutos na esteira. Foi realizado
teste de esforgo incremental até a exaustdo para graduar a intensidade do exercicio
na quarta semana de treinamento. O HIIT foi executado cinco vezes por semana,
durante oito semanas. Foi aferida a pressao arterial sistdlica (PAS) e realizado o
teste de capacidade maxima ao exercicio antes e apds o treinamento. Apds o
término do delineamento experimental o musculo tibial anterior foi destinado as
seguintes analises: capacidade antioxidante hidrofilica (CAH), peroxidacao lipidica
(MDA), carbonilagdo proteica, quantificacdo de interleucina-6 e fator de necrose
tumoral-alfa. Adicionalmente, realizamos a avaliagdo dos niveis de expressao dos
genes codificadores de membros do complexo NADPH oxidase (NOX2, NOX4,
p22phox e p47phox) e das vias do Nf-Kb e Ik-B por RT-qPCR. Para comparagao
entre grupos e tratamentos foi utilizado ANOVA One-Way seguido de Tukey ou
Kruskal-Wallis e Dunn’s ou Tukey-Kramer e teste de contraste ortogonal (p<0,05).
Encontramos o aumento da interleucina-6 e do fator de necrose tumoral alfa no
grupo HIIT vs. WKY (p<0,05) e alteragdo nos niveis de expressao dos genes
envolvidos com as fontes geradoras de EROs, evidenciado pela diminuicdo do
NOX2 e Ik-B no grupo HIIT vs. WKY (p<0,05). Conclui-se que o HIIT produz efeitos
benéficos superiores, através da regulagao do estresse oxidativo e de membros da
cascata inflamatéria no musculo esquelético, em ratos espontaneamente
hipertensos quando comparados aos ratos saudaveis sedentarios.

Palavras chaves: Exercicio. Espécies reativas de oxigénio. Insuficiéncia cardiaca.
Sedentarismo.



ABSTRACT

Impact of high-intensity interval training on skeletal muscle oxidative stress in
spontaneously hypertensive rats

Sedentary lifestyle is a risk factor for the development and progression of several
diseases, especially cardiovascular diseases, such as arterial hypertension (AH),
which affect quality of life and functional capacity. Continuous elevation of blood
pressure can progress to heart failure (HF), generating muscle manifestations, such
as increased oxidative stress in skeletal muscles. The NADPH oxidase complex is
one of the main sources of reactive oxygen species (ROS) and among its signaling
pathways are Nf-Kb and |k-B. Physical exercise is the best method of combat and
among them the high intensity interval type (HIIT) exercises have been widely used
in individuals with AH. This modality has the characteristic of optimizing time and thus
promoting greater adherence, in addition, they are also superior to continuous
aerobic exercises because they offer greater gains in cardiorespiratory fitness
(maximum VO2). The influence of HIIT on the biochemical and molecular
mechanisms in skeletal muscle has not yet been elucidated. As sedentary lifestyle
generates complications, investigating these control strategies is essential.
Therefore, the aim of the study was to evaluate the effect of HIIT on oxidative stress
in the skeletal muscle of spontaneously hypertensive rats. The study was approved
by the Ethics Committee on Animal Experiments (Protocol CEUA 1167-2016).
Twenty-five 12-month-old rats were used, divided into: sedentary (SHR, n = 9), HIT
training (HIIT, n = 10) and Wistar Kyoto control (WKY, n = 6). The rats were
familiarized with HIIT for a week for 10 minutes on the treadmill. An incremental effort
test was carried out until exhaustion to graduate the exercise intensity in the fourth
week of training. HIIT was performed five times a week for eight weeks. Systolic
blood pressure (SBP) was measured and the maximum exercise test was performed
before and after training. After the end of the experimental design, the anterior tibial
muscle was used for the following analyzes: hydrophilic antioxidant capacity (CAH),
lipid peroxidation (MDA), protein carbonylation, interleukin-6 quantification and tumor
necrosis factor-alpha. Additionally, we carried out the evaluation of the expression
levels of the genes encoding members of the NADPH oxidase complex (NOX2,
NOX4, p22phox and p47phox) and of the Nf-Kb and Ik-B pathways by RT-gPCR. For
comparison between groups and treatments, ANOVA One-Way was used followed
by Tukey or Kruskal-Wallis and Dunn’s or Tukey-Kramer and orthogonal contrast test
(p <0.05). We found an increase in interleukin-6 and tumor necrosis factor alpha in
the HIIT vs. WKY (p <0.05) and alteration in the expression levels of the genes
involved with the sources that generate ROS, evidenced by the decrease in NOX2
and Ik-B in the HIIT vs. WKY (p <0.05). It is concluded that HIIT produces superior
beneficial effects, through the regulation of oxidative stress and members of the
inflammatory cascade in the skeletal muscle, in spontaneously hypertensive rats
when compared to healthy sedentary rats.

Keywords: Exercise. Reactive Oxygen Species. Heart Failure. Sedentary Behavior.
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RESUMO

Introducéo: O sedentarismo é fator agravante para hipertensos e o exercicio fisico
uma forma custo-efetiva contra esta condi¢do. A hipertensao arterial pode evoluir para
insuficiéncia cardiaca, gerando aumento do estresse oxidativo e disfungées no
musculo esquelético. O treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) mostra-se
melhor em ganhos funcionais e VO, maximo quando comparados aos aerobios
continuos. O objetivo foi investigar o impacto do HIIT sobre o estresse oxidativo no
musculo esquelético de ratos espontaneamente hipertensos. Métodos: Utilizamos 25
ratos com 12 meses de idade, divididos em: sedentarios (SHR,n=9), treinamento HIIT
(HIIT,n=10) e Wistar Kyoto controle (WKY,n=6). Familiarizamos ao HIIT por uma
semana e para graduar a intensidade realizamos teste de esforgo incremental.
Executamos o HIIT cinco vezes/semana, durante oito semanas. Aferimos pressao
arterial sistdlica e realizamos teste de capacidade maxima ao exercicio antes/apés o
treinamento. No musculo tibial anterior realizamos as analises: capacidade
antioxidante hidrofilica, peroxidagao lipidica, carbonilagdo proteica, quantificacao de
interleucina-6 e fator de necrose tumoral-alfa. Realizamos avaliagédo dos niveis de
expressao génica do complexo NADPH oxidase (NOX2, NOX4, p22phox e p47phox) e
das vias Nf-Kb e Ik-B por RT-gPCR. Resultados: Aumento da interleucina-6 e fator de
necrose tumoral alfa no grupo HIT vs. WKY (p<0,05) e alteracdo nos niveis de
expressao génica das fontes geradoras de EROs, evidenciado pela diminuicdo do
NOX2 e do Ik-B no grupo HIIT vs. WKY (p<0,05). Conclusédo: HIIT produz efeitos
benéficos superiores pela regulagdo do estresse oxidativo e de membros da cascata
inflamatéria, em ratos espontaneamente hipertensos quando comparados aos ratos
saudaveis sedentarios.

Palavras chaves: Exercicio. Espécies reativas de oxigénio. Insuficiéncia cardiaca.
Sedentarismo.
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1. INTRODUGAO

O estilo de vida sedentario € um fator de risco para desenvolvimento
e progressao de diversas doengas, incluindo as cardiovasculares, as quais
causam incapacidades, diminuicdo da qualidade de vida e representam um
sério problema para a sociedade’. A elevagdo continua da pressao arterial em
individuos hipertensos pode evoluir para insuficiéncia cardiaca (IC)*® gerando
manifestacbes musculares dentre as quais destaca-se o aumento do estresse
oxidativo na musculatura esquelética que contribui para piora da capacidade
funcional”™. Em modelos animais de IC ja foi observado aumento do estresse
oxidativo sistémico, no miocardio e na musculatura esquelética®.

Os musculos esqueléticos sao responsaveis pela postura e
movimentos voluntarios dos individuos'®. O tibial anterior € o maior musculo da
parte anterior da perna, essencial para dorsiflexdo do tornozelo, responsavel
pela marcha e consequentemente pela execugao das atividades fisicas, além
"

de importante musculo postura Seu comprometimento pode acarretar

limitages funcionais e piora da qualidade de vida’'?.

O complexo NADPH oxidase é uma importante fonte geradora de
espécies reativas de oxigénio (EROs) no musculo esquelético em condi¢des
cardiovasculares'. Ele se apresenta em trés isoformas (NOX1, NOX2 e

71415 Dentre as vias de

NOX4), que se diferenciam devido sua ativagao
sinalizagao que ativam esse complexo estdo o Nf-Kb e sua proteina inibitoria, o
Ik-B®'®, as quais influenciam o musculo frente ao estresse oxidativo pelo
aumento da lipoperoxidagao e das EROs®.

Como maneira de melhorar a qualidade de vida dos individuos
hipertensos, o exercicio fisico mostra-se uma forma efetiva de combater o
sedentarismo, sendo os exercicios aerdbios continuos de baixa a moderada
intensidade a modalidade mais tradicional indicada'’. Entretanto, o treinamento
intervalado de alta intensidade (HIIT) também vém sendo muito utilizado para
esse grupo'®'®. Essa modalidade de exercicios otimiza o tempo e assim
promove maior adesdo - alterna curtos periodos de alta intensidade (85-95%
do consumo maximo de oxigénio corporal - VO, maximo) seguidos de
recuperagdo de moderada ou baixa intensidade (50-60% do VO, maximo)'"'®.

Segundo o American College of Sports Medicine (ACSM) é
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recomendado uma frequéncia de HIIT de 75 minutos/semana enquanto de
exercicios de moderada intensidade 150 minutos/semana. Além disso, o HIT
também fornece estimulos para melhorar a aptiddo em uma variedade de
populagéeszo, fazendo com que este tipo de treinamento seja mais eficaz
quando comparado aos exercicios aerébios continuos para ganhos de
condicionamento aerdbio (melhor VO, maximo), ganhos funcionais e redugéo
de fatores de risco cardiovascular®' 2.

Uma vez que a influéncia do HIIT nos mecanismos bioquimicos e
moleculares envolvidos nas modificagbes musculares periféricas na
hipertensdo arterial (HA) ainda n&o foram elucidadas e que o sedentarismo
pode gerar complicagbes graves e acentuar alteragbes cardiovasculares,
hipotetizamos que o HIIT produz efeitos benéficos em relacdo ao estresse
oxidativo na musculatura periférica por meio da reducido das citocinas pro-
inflamatorias, vias de sinalizagdo e fontes geradores de EROs no musculo
esquelético de ratos espontaneamente hipertensos.

2. METODOS

2.1 Modelo de animais e aprovacao ética

A fim de testarmos nossa hipoétese, utilizamos ratos machos da
linhagem espontaneamente hipertensos (SHR, n=19) e Wistar Kyoto (WKY,
n=6) com 360 dias de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) - Sdo Paulo e que foram mantidos na
Unidade de Pesquisa Experimental da Universidade Julio de Mesquita Filho
(UNESP) - Campus Botucatu - Sao Paulo. Dividimos os animais em trés
grupos: espontaneamente hipertensos-controle sedentario (SHR, n=9),
espontaneamente hipertensos-treinados (HIIT, n=10) e Wistar Kyoto-controle
(WKY, n=6). Fizemos o alojamento em caixas plasticas com dimensao
41x34x16 cm contendo de 3 a 4 animais em cada caixa, com temperatura de
21° a 23°C e umidade relativa do ar de 50% a 60%, com ciclos invertidos de
luminosidade de 12h claro-escuro. Os ratos receberam ragao e agua ad libitum.

Ressaltamos que o presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica de Experimentos Animais da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu-SP, Brasil (Protocolo CEUA
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1167-2016) e os protocolos experimentais utilizados estavam em conformidade
com os principios de cuidados com animais de laboratorio formulado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e de acordo com o

Guide for the Carean Use of Laboratory Animals?.

2.2 Desenho Experimental

A fim de verificar o impacto do HIIT sobre aspectos do estresse
oxidativo no musculo esquelético, submetemos os ratos ao protocolo HIIT por 8
semanas. Antes e apos iniciar o treinamento avaliamos a pressao arterial
sistélica (PAS) e o teste de capacidade maxima ao exercicio. Realizamos novo
teste de capacidade maxima ao exercicio para ajuste de carga no final da
quarta semana nos animais submetidos ao HIIT. Ao término de oito semanas
do treinamento HIIT, realizamos a morte dos animais e posteriormente a coleta

do musculo tibial anterior para as analises (Figura 1).
2.3 Pressao arterial sistélica (PAS)

Para avaliar o controle pressoérico verificamos a PAS por
pletismografia, com uso do método do manguito de cauda (Narco Bio-System®,
modelo 709-0610, International Biomedical, Inc, EUA), antes e apos o periodo

do treinamento®>?’.

2.4 Capacidade Maxima ao Exercicio

Antes de avaliar a capacidade maxima ao exercicio, familiarizamos
os ratos com a esteira rolante (modelo TK 1 — Inbramed, S&o Paulo, Brasil) em
6m/min, 0% de inclinagdo, 10 min, durante uma semana. Iniciamos o protocolo
que avalia a capacidade ao exercicio a 6m/min, aumentando 3m/min a cada 3

min até a exaustdo?®?°

. Consideramos os ratos em exaustdo quando se
recusaram a correr mesmo apos a estimulacdo ou quando ficaram incapazes
de coordenar os passos. Avaliamos a capacidade funcional pela distancia total
percorrida, calculada levando-se em consideracdo a velocidade e duracao
maxima do teste. Realizamos este protocolo antes e apds 4 semanas do inicio

do treinamento para graduar a intensidade do esfor¢co e 24 horas apos o
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término do treinamento®. Calculamos o percentual da variagdo A(%) da

distancia e do tempo.

2.5 Treinamento Intervalado de Alta Intensidade (HIIT)

Realizamos o treinamento por aproximadamente 50 min/dia, cinco
dias por semana, durante oito semanas, em ciclo invertido e adaptado®®?'.
Cada sessao constituiu trés fases: aquecimento, HIIT e recuperagao. Iniciamos
o HIIT com 95% da velocidade alcangada no teste de exaustdo (21 m/min) por
quatro minutos, intercalados com 65% da velocidade maxima por trés minutos,
repetidos por cinco vezes na primeira e na segunda semanas. Nas terceira e
quarta semanas de HIIT, realizamos as mesmas velocidades da primeira, no
entanto, repetidas por seis e sete vezes, consecutivamente. Antes do inicio da
quinta semana, realizamos um segundo teste para reavaliar a velocidade
maxima de exaustdo; e reajustamos a carga do treino. Na quinta e sexta

3031 com velocidade de 23

semanas, realizamos o HIIT com protocolo adaptado
m/min, por quatro minutos intercalados a 12 m/min por trés minutos, repetidos
por sete vezes. Na sétima semana aumentamos a velocidade em 15% e na
oitava em 18%, intercalados a 65% da velocidade maxima por trés minutos,

repetido sete vezes®. Detalhes do HIIT descritos a seguir (Figura 1).
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Andlises Bioguimicas
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WKY carﬁgi:maa ) maxima méxima CAH
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] I = 5 Carbonilagio proteica
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SHR 0 1 2 3 4 5 6 ? 8 = E Analises Moleculares
{RT-qgPCR)
Protocolo HIIT {SEI’I‘I&I’IEE]
NOX2, NOX4
( ' HIT p22phox, p47phox
Ni-Kb, Ik-B

Protocolo HIT

— 0 —= I Teste capacidade maxima I
1
- Bx 95% velocidade exaustio (4 min) intervalado 85% velocidade
2 EXAUETES |3 min)
3 &-Tx 95% velocidade exaustdo (4 min) intervalado 65% velocidade
— exaustao (3 min)
E 4 *Teste capacidade maxima*
a5 —_—
Z|s
& Tu 95% velocidade exaustao (4 min) intervalado 65% velocidade
exaustao (3 minj
E !
T4 aumento gradativo de 15% [95% velocidade exaustao) por 4
7 min intervalado por 3 min (65% velocidade exaustio)
8 TE aumento gradative de 18% (85% velocidade exaustio) por 4

min Intervalado por 3 min (85% velocldade exaustao)

-——PI Teste capacidade maxima I

Figura 1: Delineamento Experimental e Protocolo HIIT. WKY (Wistar Kyoto controle); SHR
(Ratos espontaneamente hipertensos sem treinamento); HIT (Ratos espontaneamente
hipertensos treinados); Protocolo HIIT (Protocolo Treinamento intervalado de alta intensidade);
PAS (Presséo arterial sistdlica); IL-6 (Interleucina-6); TNF-alfa (Fator de necrose tumoral alfa);
CAH (Capacidade antioxidante hidrofilica); MDA (Peroxidagao Lipidica); RT-qPCR (Reagédo em
cadeia da polimerase em tempo real apds transcricdo reversa); M. (Musculo). HIT
(Treinamento intervalado de alta intesidade); x (Vezes repetidas); % (Porcentagem); Min
(Minutos).

2.6 Morte e coleta de materiais

Os ratos foram mortos usando métodos aprovados para suas
espécies especificas, estagio de desenvolvimento e tamanho. Dois dias (48
horas) apdés o programa HIIT, anestesiamos os ratos com uma injegcéo
intramuscular de uma mistura de cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip) e
cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip). Avaliamos o nivel de anestesia por meio de
relaxamento do tbnus muscular, relaxamento do tdnus mandibular e
observacao da auséncia de reflexo de retirada do pé. Entdo, foram mortos por

decapitacdao. Esse procedimento foi realizado por um individuo experiente.
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Retiramos amostras de tecido muscular esquelético tibial anterior, congelamos
em nitrogénio liquido e armazenamos a -80°C e submetemos os ratos a
toracotomia mediana®®%®3, Removemos o coragdo e separamos e pesamos os
atrios e ventriculos. Normalizamos o peso ventricular esquerdo + septo (VE) e
pesos atriais pelo comprimento da tibia (PVE/comprimento da tibia,

)28

atrios/comprimento da tibia, respectivamente)”™ para identificar hipertrofia

cardiaca.

2.7 Preparagao do musculo tibial anterior para as analises

Pesamos 100 mg da amostra muscular e em seguida
homogeneizamos em 1,0 mL de solugdo de PBS pH=7,4 resfriada em ULTRA-
TURRAX® T25 basiclKA®WerkeStaufen/Germany e centrifugamos a 800g a
4°C por 10min. Utilizamos o sobrenadante para realizar as analises que

seguem nos itens abaixo>**°.

2.8 Dosagem de citocinas pré-inflamatoérias

Sendo as citocinas pro-inflamatérias produtos da cascata de
sinalizagcdo do Nf-Kb, quantificamos nas amostras musculares as
concentragbes do Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6),
por meio da técnica de ELISA, utilizando kits comerciais (Linco Research Inc.;
R&D Systems®; Millipore e B-Brigde International Inc.). Realizamos as leituras
em leitor de microplaca Spectra Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA,
USA)34'35.

2.9 Avaliagao da expressao génica de subunidades da NADPH oxidase e
das vias Nf-Kb e Ik-B por RT-qPCR em tempo real

Realizamos a quantificagdo da abundancia relativa de mRNAs das
subunidades da NADPH oxidase (NOX2, NOX4, p22phox e p47phox) e das
vias NF-kB e |k-B por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real apds
transcricdo reversa (RT-qPCR). Realizamos a extracdo de RNA total do
musculo tibial anterior utilizando TRIzol Reagent (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), de acordo com método previamente descrito>®".
Resumidamente, homogeneizamos o fragmento no musculo

congelado mecanicamente em gelo com TRIzol (1 mL de TRIzol/50-100 mg de
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tecido) e incubamos por 5 min a temperatura ambiente. A seguir,
acrescentamos 0,2 mL de cloroférmio por mL de TRIzol utilizado,
homogeneizamos vigorosamente e incubamos por 3 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, centrifugamos o material a 12.000 g por 15 min a
4°C. Separamos a fase aquosa formada apds a centrifugacéo, acrescida de 0,5
mL de isopropanol (por mL de TRIzol utilizado inicialmente) e incubamos por 10
min a temperatura ambiente para precipitacdo do RNA. Apds esse periodo,
centrifugamos o material novamente a 12.000 g por 10 min a 4°C. Lavamos o
sedimento formado com 1 mL de etanol 75% (por mL de TRIzol utilizado
inicialmente) e centrifugamos a 7.500 g por 5 min a 4°C. Submetemos o
sedimento de RNA a secagem por 10 min a temperatura ambiente e
ressuspendemos em solugdo 0,01% de dietilpirocarbonato (DEPC) e
incubamos a 60 °C, por 10 min.

Para remover qualquer contaminagdao de DNA, incubamos as
amostras com DNase | (Invitrogen Life Technologies, CA, USA).
Posteriormente, realizamos a quantificacdo de RNA por espectrofotometria a
260 nm, utilizando o fator de corregcado préprio para o RNA. Consideramos a
pureza do RNA satisfatoria quando a razdo entre as densidades oOpticas a 260
e 280 nm foi de aproximadamente 2,0. Submetemos um micrograma de RNA a
RT utilizando o High Capacity RNA-to-cDNA Kit (AppliedBiosystems, Foster
City, CA, EUA) para volume total de reagado de 20 yL, de acordo com método
recomendado pelo fabricante.

Em seguida, submetemos aliquotas de 2,5 pL (10-100 ng) do
produto da RT, contendo DNA complementar (cDNA), a PCR em tempo real
utilizando 10 pL TagMan™ Fast Advanced Master Mix (AppliedBiosystems) e 1
ML de ensaio (20X) contendo oligonucleotideos iniciadores (primers) senso e
antisenso e sonda Tagman® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
especificos para cada gene: NOX2 (Rn00576710_m1), NOX4
(Rn00585380_m1), p22phox (Rn00577357_m1), p47phox (Rn00586945 _m1),
NF-kB (Rn01399572 _m1) e Ik-B (Rn00584379_m1). Realizamos a amplificagao
e a analise utilizando o Step One Plus TM Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo com as recomendagbes do
fabricante. Fizemos as amostras e o negativo em duplicata. Calculamos a

expressao génica pelo método do CT (critical threshold cycle) comparativo (2-
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AACT)*®. Normalizamos a expressdo génica pelo gene de referéncia PPIA
(Rn00690933 m1)’.

2.10 Medida da capacidade antioxidante hidrofilica (CAH)

Determinamos a medida da capacidade antioxidante hidrofilica
fluorometricamente®, utilizando leitor VICTOR X2 (PerkinElmer — Boston, MA).
Quantificamos a capacidade antioxidante por meio de comparacdo da area
sobre a curva relativa a cinética de oxidagao da suspenséo fosfatidilcolina (PC),
o qual usamos como referéncia de matriz bioldégica. Usamos o 2’,2 Azobis (2-
amino-propano)-dihdroclorado (AAPH) 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 relacdo ao que ocorrera na amostra controle do
BODIPY 581/591 em lipossoma PC. Realizamos todas as analises em
triplicata. Apresentamos os resultados em porcentagem de protecdo>*.

2.11 Peroxidagao Lipidica

O malonaldeido (MDA) é resultante da degradagao de lipidios poli-
insaturado e marcador da peroxidagao lipidica. Sua producdo é usada como
biomarcador dos niveis de peroxidagdo lipidica. O MDA (250 uL de
sobrenadante de tecido muscular) reage com o TBA, pois € uma substancia
reativa ao TBA (TBARS), na forma 1:2 MDA-TBA, que é absorvida a 532 nm.
Dessa forma, a quantidade de TBARS é proporcional a quantidade de MDA.
Calculamos a concentracdo de TBARS usando a curva padrdao de MDA e

expressamos em nmol/mg de proteina®.

2.12 Carbonilagao de Proteinas

Para carbonilagdo utilizamos 100 uL do sobrenadante dos tecidos
para 100 uL 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (10 mM em HCI 2 M). Incubamos
as amostras por 10 minutos em temperatura ambiente e, posteriormente,
adicionamos 50 yL de NaOH (6 M) e incubamos novamente por 10 minutos em
temperatura ambiente. Realizamos a leitura a 450 nm em leitor de microplaca

Spectra Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA) e o resultado
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obtido da absorbancia das amostras e do coeficiente de extingdo molar (22000

M-1 cm-1). O resultado final expressamos em nmol/mg de proteinas>°.

2.13 Anadlise estatistica

Apresentamos os dados como média + desvio padrdo, mediana,
minimo e maximo. Avaliamos a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro
Wilk e Levene e Bartlett, respectivamente. As analises de capacidade
antioxidante hidrofilica, citocinas pré-inflamatérias e expressdo génica
comparamos por ANOVA seguido pelo pos-teste Tukey. As anadlises de
carbonilagdo proteica e peroxidagao lipidica comparamos por Kruskal-Wallis
seguido de pos-teste de Dunn’s. Realizamos as analises estatisticas nos
softwares JMP (SAS, Institute Cary, NC) e GraphPad Prism® (GraphPad
software, La Jolla, CA, EUA). Estabelecemos o nivel de significancia em p <
0,05.

3. RESULTADOS

A fim de validarmos a hipertensdo dos animais, de fato verificamos
que a PAS foi maior nos grupos SHR e HIIT comparado ao WKY, antes e apos
o treinamento. O peso do VE/comprimento da tibia foi maior nos grupos SHR e
HIIT em comparagdo com o grupo WKY, demonstrando que havia uma

hipertrofia cardiaca no coragdo, porém os ratos ndo apresentavam sinais de

insuficiéncia cardiaca (derrame pleural, ascite, taquipnéia e trombo atrial);
tabela 1.
Tabela 1. Dados anatémicos e pressao arterial. Dados média £ desvio padréo.
VARIAVEIS WKY (n=6) SHR (n=9) HIIT (n=10)
PAS inicial (mmHg) 12214 £14.94 202.12 +42.21* 210.80+7.19*
PAS final (mmHg) 12742 £ 16.88 223.8+31.46* 200.4 +19.02*
VE/comp. tibia (g/cm) 0.18 £ 0.02 0.22+0.02* 0.22+0.05*

Atrios/comp. tibia (g/cm) 0.08 + 0.01 0.07 £ 0.01 0.06 0.01
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WKY: Wistar Kyoto controle; SHR: Hipertensos sem treinamento; HIIT: Hipertensos treinados;
PAS: Pressao arterial sistdlica; VE: Ventriculo esquerdo; Comp.: Comprimento; VE/comp. tibia:
Relagéo ventriculo esquerdo com comprimento da tibia; atrios/comp. tibia: Relagdo dos atrios

com o comprimento da tibia. Shapiro Wilk e Tukey. *p <0.05 vs. WKY.

3.1 Avaliagao das Citocinas Pré-Inflamatérias

O HIIT aumentou as citocinas pré-inflamatérias, especificamente, a
IL-6 (Fig. 2a) comparado o grupo WKY vs. demais grupos e o TNF- a (Fig. 2b)
quando comparado os grupos WKY vs. HIIT (p < 0,05).

a) b)
250- 20-
b b
200- -
— E 15-
J —
E 150 2 ab
> b = T
£ T g 107
o 100- =
- w a
504 a Z S
0- 0-
WKY SHR HIIT WKY SHR HIIT

Figura 2: Efeito do HIIT sobre a dosagem das Citocinas Pré-Inflamatérias: Interleucina-6 (a) e
Fator de necrose tumoral-alfa (b). Dados expressos em média + desvio padrdo. Grupos: WKY
(controle, n=6); SHR (hipertensos sem treinamento, n=9); e HIIT (hipertensos treinados, n=10).
p <0.05. ANOVA com post hoc de Tukey. As letras (a e b) indicam a diferenga estatistica (p <

0,05) entre os grupos experimentais.

3.2 Avaliagao da expressao génica: PCR-RT em tempo real

A influéncia do HIIT no complexo NADPH oxidase, ocorreu através
de uma diminuigdo significativa no NOX2 entre os grupos WKY vs. HIIT (Fig.
3a). O NOX4 (Fig. 3b) e as subunidades p22phox (Fig. 3c) e p47phox (Fig. 3d),
mantiveram seus niveis nos mesmos padrboes. Nas vias de sinalizacdo o HIIT
ndo interferiu na Nf-Kb (Fig. 3e) e na |k-B apresentou uma diminuig&o
significativa entre os grupos WKY vs. HIIT (Fig. 3f).
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Figura 3: Influéncia do HIT na expressdo génica de membros da via NADPH oxidase
(subunidades: a) NOX2, b) NOX4, c) p22phox e d) p47phox) e nas vidas de sinalizagdo: e) Nf-
Kb e f) |k-B. Dados expressos em média + SEM. Grupos: WKY (controle, n=6); SHR
(hipertensos sem treinamento, n=9); e HIIT (hipertensos treinados, n=10). p <0.05. ANOVA de
duas vias com Tukey-Kramer e teste de contraste ortogonal. As letras (a e b) indicam a

diferencga estatistica (p < 0,05) entre os grupos experimentais.

3.3 Analise de marcadores do Estresse Oxidativo
O HIIT nao interferiu nos marcadores do estresse oxidativo: medida
da CAH (Fig. 4a), MDA (Fig. 4b) e carbonilagao proteica (Fig. 4c).
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Figura 4: Efeito do HIIT sobre os marcadores do Estresse Oxidativo: capacidade antioxidante
hidrofilica (a), peroxidagao lipidica (b) e carbonilagédo proteica (c). Dados expressos em média +
desvio padrdo. Grupos: WKY (controle, n=6); SHR (hipertensos sem treinamento, n=9); e HIIT
(hipertensos treinados, n=10). p <0.05. ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey (CAH) ou
Kruskal-Wallis seguido de pos teste de Dunn’s (MDA e Carbonilagdo proteica). As letras (a e b)

indicam a diferenca estatistica (p < 0,05) entre os grupos experimentais.
3. DISCUSSAO

Elucidar a relacdo entre o HIIT e parametros bioquimicos e
moleculares no musculo esquelético na patogénese da HA é fundamental para
compreensao de como esse tipo de exercicio pode modular esse sistema
muscular esquelético. Entender os mecanismos envolvidos na aplicacdo de
terapéuticas ndo farmacoldgicas e que contribuem para redugao ou suspensao
de medicamentos e importantes melhoras funcionais na HA sdo essenciais
para o incentivo a pratica de modalidades como o HIIT.

Sendo assim, aqui demonstramos pela primeira vez a importancia do
HIIT em contribuir para alteracdo da expressdo génica no musculo esquelético
de ratos hipertensos em relagéo as fontes geradoras de EROs. Esses achados

sao muito importantes, pois demonstram que o musculo de ratos hipertensos
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exercitados apresenta melhor condigdo até mesmo quando comparado a ratos

saudaveis e sedentarios (Figura 5).

LD

/f{ :\-:L—-_%"
S

~_ doestresse.

Figura 5: Modelo biolégico do musculo tibial anterior de individuos hipertensos submetidos ao
treinamento HIIT. HIT (Treinamento Intervalado de Alta Intensidade); IL-6 (Interleucina-6);

TNF-alfa (Fator de Necrose Tumoral Alfa).

Sabe-se que o comportamento sedentario esta relacionado ao
desenvolvimento da inflamagao com elevacdo de citocinas séricas e que a
pratica regular de exercicio fisico, principalmente o aerdbio, com efeitos anti-
inflamatorios®. Um estudo em humanos avaliou as citocinas séricas pro-
inflamatorias apds 1 sessao e 2 semanas de HIIT e ndo observaram diferenca
na resposta inflamatoria*®. Entretanto, outro estudo investigou os niveis das
citocinas IL-1, IL-6 e TNF-alfa nos musculos soéleo e extensor longo dos dedos
(EDL) de ratos submetidos a dois tipos de exercicios - 8 semanas de corrida na
esteira (65-70% VOsmax) e 1 sessdo de corrida em declive (exercicio
excéntrico) e constataram aumento dos niveis de IL-6 em ambos*,
corroborando com nosso estudo.

A liberacdo da IL-6 dos musculos esqueléticos esta relacionada ao
processo de regeneragdo apos a injuria que regula a proliferagdo e
diferenciacdo dos mioblastos e também a intensidade e caracteristica do

exercicio*®*. Devido a caracteristica do HIIT, em intercalar altas e moderadas
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intensidades, justifica-se a elevagéo da IL-6 em nosso estudo. Ademais, como
a IL-6 é uma citocina multifuncional, com papel pré e anti-inflamatério e

4041 o como nossos resultados ndo

também esta relacionada ao metabolismo
condizem com a elevacao do estresse oxidativo, podemos inferir que esta
modulagdo nao foi maléfica e sugerimos que o aumento da IL-6 possa ser
consequéncia de respostas metabdlicas do HIIT.

Por outro lado, em relagdo ao TNF-alfa nossos resultados séo

discrepantes aos encontrados por Lira et al.* .41

e lIsanejad et al.”", que
realizaram estudos em ratos saudaveis praticantes de corrida e encontraram,
respectivamente, diminuigao e estabilizacdo dessa citocina, demonstrando que
a intensidade e a caracteristica do treino possam ser fatores influenciadores.

A musculatura esquelética consome grande quantidade de oxigénio,
aumentando as fontes geradores das EROs, caracterizando a presenga do
estresse oxidativo. Um dos estimulos que geram as EROs é a ativagdo do
complexo NADPH oxidase, que pode ser estimulado pela ativacdo das
citocinas nas vias de sinalizagdo Nf-Kb e Ik-B. A fosforilacdo de Ik-B, induzida
pelo complexo |k-B quinase (IKK), influencia o estresse oxidativo**®. Essa
afirmacéo ja foi comprovada em estudo no musculo so6leo de ratos com IC,
onde ocorreu aumento dos niveis do Ik-B fosforilado e do Nf-Kb®, através da via
ubiquitinagao que ocorre a fosforilacdo do Ik-B e esse se desliga do Nf-Kb, que
migra para o nucleo e se liga com genes alvo®’.

Adicionalmente, no musculo esquelético a subunidade NOX2 ¢é a
mais encontrada e sua ativacdo depende da fosforilagdo do p47phox. Quando
ha uma diminui¢cao previne-se a disfuncio contratil e o aumento das EROs. Em
nosso estudo, o HIIT mostrou-se uma atividade benéfica para a musculatura
esquelética na HA pois atenuou a ativacdo das EROs. Ademais, encontramos
diminuicdo dos niveis de NOX2 no grupo HIIT em comparagdo com o grupo
WKY, mantendo a subunidade p47phox nos mesmos padrdes, mostrando que
o HIIT diminuiu os niveis desta subunidade e neutralizou esta fonte geradora
de EROs*®. Uma pesquisa experimental em ratos na fase de IC, observou no
musculo séleo aumento da peroxidacao lipidica, que caracteriza o estresse
oxidativo que foi combatido com o exercicio’.

A discordancia entre os resultados dos estudos citados e nossos

resultados possivelmente se relaciona com o tipo de exercicio realizado. De
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fato, um estudo em ratos com IC, devido estenose adrtica, realizou exercicio
aerobio por 8 semanas e nao observou melhora da via NADPH na musculatura
periférica (muUsculo soéleo) com o exercicio’. Por isso acreditamos que os
resultados podem estar relacionados com as caracteristicas dos musculos
esqueléticos e com o tipo e intensidade do exercicio.

Os resultados encontramos em nosso estudo, podem estar
relacionados ao fato do HIIT influenciar mecanismos compensatérios no
musculo esquelético que ndo estao ativados em individuos sedentarios, mesmo
que sejam saudaveis. Ou seja, o estresse oxidativo na musculatura periférica
independe da presenca de doencas ou ndo. Possivelmente, a condicdo de
sedentarismo seja um fator preponderante para piores condigdes musculares e
o HIIT (exercicio fisico) influenciou a melhora do musculo esquelético, tornando
esse musculo de um animal hipertenso com melhores condigdes bioquimicas e
génicas quando comparados a animais saudaveis, mas sedentarios. Em suma,
pesquisas avaliando o potencial de vascularizagdo da musculatura periférica
sao extremamente importantes pois provavelmente esses mecanismos sejam
potencializados pelo HIIT e também ajudem na protegcédo do estresse oxidativo

na musculatura esquelética.

4. CONCLUSAO

O HIIT produz efeitos benéficos pela modulagdo de componentes da
cascata inflamatéria e minimiza o estresse oxidativo na musculatura

esquelética de ratos espontaneamente hipertensos.
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ANEXO B— NORMAS PARA AUTORES DA REVISTA: INTERNATIONAL
JOURNAL OF EXPERIMENTAL PATHOLOGY

Diretrizes para autores

Diretrizes para autores

O International Journal of Experimental Pathology (anteriormente British Journal of
Experimental Pathology) é publicado continuamente desde 1920. Ele é publicado apenas em
formato online desde janeiro de 2014.

1. Objetivos e escopo

A Patologia Experimental abrange o uso de técnicas cienti_cas multidisciplinares para investigar a
patogénese e a progressao dos processos patoldgicos.

O International Journal of Experimental Pathology - IJEP - tem como objetivo publicar artigos de
alta qualidade que oferecam insights novos e imaginativos sobre a Patologia Experimental,
ajudando assim a elucidar ainda mais os mecanismos subjacentes a doenga. Fundado em 1920 pelo
falecido Paul Fildes (como o British Journal of Experimental Pathology), o IJEP contribuiu com varios
avancos importantes na literatura cientil lca biomédica, desde a observacgdo original da penicilina:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles / PMC2566493/ ao primeiro relatério do modelo
animal do virus Ebola: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7547435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ pmc / artigos / PMC1997188/

Para continuar a atingir esse objetivo, o IJEP considera para publicacdo de artigos em um amplo
espectro de abordagens investigativas. Isso pode ocorrer na forma de estudos in vitro, modelos
animais e pesquisa clinica. Os principais objetivos sdo: (i) relatar trabalhos que abordem o tema
comum de mecanismo em nivel celular e molecular; e (ii) interpretar este trabalho como um
relatério cientifico académico per se , e em um contexto de traducdo.

Assim, o IJEP fornece um férum para publicagdo sobre patologia e etiologia de doengas humanas e
veterindrias, processos inllamatdrios agudos e crénicos (infecciosos e ndo infecciosos), lesdes
toxicoldgicas e traumaticas, doencas degenerativas e iatrogénicas, fibrose e cancer.

Existem trés formas de publicacdo do IJEP : (i) trabalhos de pesquisa originais que relatam
diretamente investigacdes experimentais; (ii) artigos de revisdo (contribuidos e encomendados) e
(iii) cartas ao Editor sobre os tdpicos abordados na Revista, aos quais os autores sdo convidados a
responder.

No que diz respeito aos documentos originais, com base nos objetivos e metas descritos acima, o
IJEP reconhece que pode ser necessario incorporar uma grande variedade de métodos no texto. A
énfase esta nas investiga¢cOes orientadas por hipoteses, em vez de relatos de casos e estudos
descritivos.

Ha uma longa tradicdo do IJEP de publicar artigos de revisdo. As vezes, eles se concentram em
temas individuais. Por exemplo, o artigo de revisdo mais duradouro do IJEP explorou modelos
animais de esteato-hepatite: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.0959-
9673.2006.00465.x/abstract e outra revisdo recente analisou os modelos moleculares que sdo
importantes no estudo da distrofia muscular.

Outros sdo publicados como uma série: os temas incluem angiogénese, modelos experimentais de
doencga renal e biologia e patologia de tenddes.

O IJEP tradicionalmente se interessa pelo microambiente do tecido conjuntivo - sua estrutura e sua
relagdo com os processos dinamicos, geralmente crbénicos, que ocorrem nele, bem como a
patologia dos proprios tecidos. A relacdo entre o local do tecido, célula e matriz, in[ lamacdo e
cicatrizacdo, tem sido explorada em muitos locais diferentes, particularmente no pulmao e na
articulagdo sinovial. Além disso, o IJEP patrocina e publica a série de palestras do Prémio Fell Muir
neste campo, organizado pela Sociedade Britdnica de Biologia de Matrizes.

O IJEP presta especial atengdo ao fato de que a pesquisa relatada estd em conformidade com os
padrées éticos atualmente aceitos; que conflitos de interesse sdo declarados; e que fontes de
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financiamento e outras formas de assisténcia sejam reconhecidas. Mais detalhes sobre como esses
aspectos devem ser abordados sao discutidos abaixo.

2. Requisitos do idioma inglés

O IJEP é incapaz de realizar correg¢des de linguagem, que é de responsabilidade do autor. Os artigos
nao serdo enviados da Revista imediatamente se ndo atenderem a esses critérios. Os artigos devem
ser redigidos em inglés claro e conciso. A ortografia deve seguir o Concise Oxford Dictionary of
Current English. Evite jargdes e neologismos. Onde o inglés ndo é o primeiro idioma dos autores, o
trabalho devecser verificado por um falante nativo de inglés.

Suporte para preparacao de artigos

Wiley Editing Services oferece ajuda especializada na edicdo em inglés, bem como traducdo,
formatacdo de manuscrito, ilustracdo de figuras, formatacdo de figuras e design grafico abstrato -
para que vocé possa enviar seu manuscrito com confianga. Além disso, consulte nossos recursos
para Preparar seu artigo para obter orientagGes gerais sobre como escrever e preparar seu
manuscrito.

3. Etica e Politica de Publicagdo

3.1 Politica ética

O IJEP presta especial atencdo ao fato de que as pesquisas relatadas estdo em conformidade com
os padroes éticos.

As informag0es sobre varias questdes relacionadas a ética da publicacdo sdo tratadas nas secbes
relevantes abaixo, mas sdo descritas na integra em um documento separado Ethical Policies do
International Journal of Experimental Pathology.

Essas politicas éticas s3o baseadas nas Diretrizes de Boas Praticas sobre Etica das Publica¢des:
uma Perspectiva do Editor, ed. De Wiley eCédigo de Conduta COPE e Diretrizes de Boas Praticas
para Editores de Revistas.

O IJEP é membro do Comité de Etica em Publicagdes (COPE). Os principios do COPE sdo que a
submissdo é considerada com a condicdo de que os trabalhos ndo sejam publicados anteriormente
e ndo sejam oferecidos simultaneamente em outros lugares; que todos os autores (definidos
abaixo) tenham lido e aprovado o conteldo; que todos os autores divulgaram conflitos de
interesses financeiros e outros; e que o trabalho estd em conformidade com as politicas éticas da
Revista, tendo sido conduzido sob padrdes éticos internacionalmente aceitos apds revisdo ética
relevante por uma autoridade ética designada.

3.2 Estudos em Animais

Os manuscritos que descrevem estudos envolvendo animais devem obedecer as diretrizes locais /
nacionais que regem o uso de animais experimentais e devem conter uma declaragdo indicando
que os procedimentos foram aprovados pelo 6rgdo regulador apropriado.

3.3 Estudos em humanos

Os manuscritos relacionados a estudos em humanos devem conter declaragées indicando que foi
obtido um consentimento informado e por escrito, que os estudos foram realizados de acordo com
a Declaragdo de Helsinque i e que os procedimentos foram aprovados por um comité de ética
local. Se os individuos puderem ser identificados em uma publicacdo (por exemplo, a partir de
imagens), os autores deverdo obter consentimento explicito dos individuos.

3.4 Declaragdes de conflitos de interesse (s)

Conflitos de interesse (s) - incluindo uma declaragdo nula - sdo uma sec¢do obrigatdria em artigos
publicados na Revista.

Todos os autores devem incluir detalhes completos de quaisquer conflitos de interesse na se¢ao
Conflitos de interesse. Os autores sdo obrigados a divulgar interesses financeiros (por exemplo,
emprego, participacdo acionaria significativa, direitos de patente, consultoria, financiamento de
pesquisas etc.) em qualquer empresa ou instituicdo que possa se benel Iciar com sua publicacdo.
Todos os autores devem fornecer detalhes de quaisquer outros interesses concorrentes potenciais
de natureza pessoal que os leitores ou editores possam considerar relevantes para sua
publicagao.

Além desta se¢dao no préprio manuscrito, apds a aceitagdo para publicagdo, todos os autores
devem fornecer todos os detalhes de tais conflitos de interesse enviando-os por e-mail para a
assistente editorial da Revista Biljana Nikolic b.nikolic@ucl.ac.uk .
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Observe que os revisores também sdo obrigados a fornecer informagdes sobre quaisquer conflitos
de interesse.

Detalhes mais completos sobre a natureza dessas declaracdes estdo nas Politicas Eticas do
International Journal of Experimental Pathology .

3.5 Declaragao de financiamento

Todos os documentos devem incluir uma sec¢do Declara¢do de financiamento, na qual a divulgac¢do
de fontes de financiamento é incluida em uma sec¢do separada no documento. Todas as fontes de
financiamento devem ser divulgadas. Isso inclui fontes governamentais, industriais, beneficentes,
filantropicas e / ou pessoais. A questdo principal € a transparéncia sobre como os estudos descritos
no manuscrito foram mantidos. Onde apropriado, o financiamento deve ser atribuido ao (s) autor
(es) relevante (s).

3.6 Agradecimentos

Todos os trabalhos devem incluir uma secdo de Agradecimentos, onde todos os agradecimentos
estdo agrupados. A secdo Agradecimentos pode incluir comentdrios que reconhecam a entrada no
manuscrito que ndo faz parte da autoria, mas é util. Por exemplo, bem-estar animal, idioma,
orientacdo cientifica, assisténcia estatistica e técnica podem ser registrados nesta secdo. Os
autores devem agradecer aqueles que fizeram contribui¢cdes substanciais ao estudo ou preparacgado
do manuscrito, mas cujas contribuicdes ndo atendem aos requisitos de autoria - veja abaixo.

3.7 Autoria

Todos os autores devem cumprir os trés critérios a seguir:

Este estudo foi financiado pelo Conselho Nacional de Saude e Pesquisa Médica da Australia (DN-P, FM) e pelo Conselho Nacional
de Saude e Pesquisa Médica da Australia Senior Research Fellowship (DN-P).

Este trabalho foi financiado por uma bolsa da agéncia brasileira CNPq (Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento, Procs. N
°301596/ 2011-5; 475148 / 2012-6) e FAPEG (Fundagdo de Pesquisa de Goias, Procs N ° 05/2012).

Este trabalho foi financiado pela Fundagdo Memorial Uehara, Téquio, Japdo e por Grants-in-Aid for Research Research (23390480
e 23792512) do Ministério da Educagdo, Cultura, Esportes, Ciéncia e Tecnologia, Toquio, Japdo.

Este trabalho foi financiado por doag¢des da Fundagdo Nacional de Ciéncias Naturais da China (n2 81272252), Fundagdo de Ciéncias
Naturais da provincia de Jiangsu (n2 BK2011656).

- Contribui¢des substanciais ao projeto de pesquisa ou a aquisicdo, analise ou interpretagdo dos
dados,

- Elaboracdo do manuscrito ou revisdo critica, e

- Aprovagdo das versdes submetida.

4. Processo de Submissdo e Revisao do Manuscrito

4.1 O processo de revisao

Todos os manuscritos submetidos estdo sujeitos a revisdao por revisores experientes, e as opinides
dos revisores e do Conselho Editorial sdo consideradas pelo Editor. Os autores podem sugerir os
nomes dos revisores adequados em uma carta de apresenta¢do ou através do site, se assim o
desejarem. O Editor seleciona e aceita manuscritos adequados para publicacdo - a decisdo do
Editor. Os manuscritos aceitos para publicacdo sdo copiados e tiplicados. As provas sdo enviadas ao
Autor Correspondente para uma verificacdo final, mas alteracOes extensivas nas provas podem ser
cobradas dos colaboradores.

4.2 Condicdes de aceitagao

Os manuscritos sdo aceitos com o entendimento de que nenhuma parte substancial foi ou sera
publicada em outro lugar. Todos os manuscritos submetidos serdo examinados para possivel
sobreposicdo e duplicacdo de trabalhos ja publicados. Os manuscritos podem estar sujeitos a
revisdo editorial sem aviso prévio e permanecem os direitos autorais da Revista. Se um manuscrito
que foi devolvido aos autores para revisdao ndo for recebido de volta no escritério editorial apds 90
dias, sera tratado como uma nova submissdo. O Editor se reserva o direito de tomar a decisdo final
de aceitar ou ndo um manuscrito. O autor que envia um manuscrito para publicacdo é responsavel
por garantir que todos os outros autores concordem com a sua submissdo. Todos 0os manuscritos
devem ser acompanhados de uma carta de apresentagdo aprovada e assinada pelo autor
correspondente em nome de todos os autores. As pessoas homeadas nos agradecimentos e os
responsaveis por qualquer comunica¢do pessoal devem ter concordado formalmente com os
nomes que aparecem.

4.3 Submissdo on-line

Os manuscritos devem ser enviados on-line em http://mc.manuscriptcentral.com/ijep
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Para enviar os autores, serd necessario um ID de usuario e senha, que podem ser obtidos no
primeiro uso do site de envio. Instrucées completas sdo fornecidas ao acessar o site. Todos os tipos
de arquivo sdo suportados, mas para ajudar o Editor e os revisores a visualizar o envio, os seguintes
tipos sao recomendados:

Texto: Microsoft Word (.doc ou .docx) ou formato rich text genérico (RTF).

Para detalhes sobre os formatos de envio de Tabelas e Figuras, consulte a se¢do Tabelas e Figuras:
7.

Formato do Manuscrito.

E altamente recomendavel que, sempre que possivel, os autores combinem todas as partes de sua
submissdo em um Unico documento. Como alternativa, os autores podem enviar o texto do
manuscrito (incluindo pégina inicial, resumo, corpo do texto, referéncias e legendas para tabelas e
_guras) como um documento, com tabelas e _guras como um arquivo separado. A ajuda e o
suporte completos para envios on-line sdo fornecidos por e-mail (ts.mcsupport@thomson.com )
ou telefone (+1 434 964 4100 / + 1 888 503 1050)

5. OnlineOpen

O OnlineOpen esta disponivel para autores de trabalhos de pesquisa primarios que desejam
disponibilizar seus trabalhos para ndo assinantes na publicacdo ou cuja agéncia de financiamento
exige que os beneficiarios arquivem a versado final de seu trabalho. Com o OnlineOpen, o autor, a
agéncia de financiamento do autor ou a instituicdo do autor paga uma taxa para garantir que o
documento seja disponibilizado para ndo assinantes mediante publicacdo na Wiley Online Library,
bem como depositado no arquivo preferido da agéncia de financiamento.

Para visualizar os termos e condi¢cdes desses contratos de acesso aberto, visite as Perguntas
frequentes  sobre  direitos  autorais  hospedadas no  Wiley  Author  Services
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqgs_copyright.asp e visite
http://www.wileyopenaccess.com/details/ content / 12f25db4c87 / Copyright - License.html.
Todos os papéis do OnlineOpen sdo tratados da mesma maneira que qualquer outro papel. Eles
passam pelo processo padrdo de revisdo por pares da Revista e serdo aceitos ou rejeitados com
base em seu préprio mérito.

6. Direitos autorais

Quando os manuscritos sdo aceitos, os autores identificados como Autor Correspondente formal
para o manuscrito receberdo um e-mail solicitando que eles acessem os Servicos do Autor; onde,
através do Wiley Author Licensing Service (WALS), eles poderdo concluir o contrato de licenga em
nome de todos os autores do manuscrito.

Para autores que assinam o contrato de transferéncia de direitos autorais

Se a opgdo OnlineOpen ndo estiver selecionada, o autor correspondente recebera o contrato de
transferéncia de direitos autorais (CTA) para assinar. Os termos e condi¢des do CTA podem ser
visualizados nas amostras associadas as Perguntas frequentes sobre direitos autorais abaixo:
Termos e condi¢bes do CTA http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp

Para autores que escolherem OnlineOpen

Se a opgdo OnlineOpen estiver selecionada, o Autor Correspondente podera escolher os seguintes
Contratos de Acesso Aberto de Licenga Creative Commons (OAA):

- Licencga de atribuicdo Creative Commons OAA

- Licenga ndo comercial de atribui¢cdo Creative Commons OAA - Licenga ndo comercial de atribuicao
Creative Commons - licenga comercial ndo derivada OAA

Para visualizar os termos e condi¢cdes desses contratos de acesso aberto, visite as Perguntas
frequentes sobre direitos autorais hospedadas no Wiley Author Services
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp e visite
http://www.wileyopenaccess.com/details/ content / 12f25db4c87 / Copyright - License.html.
Consulte a secdo Abrir online abaixo para obter mais informagoes.

Se a opgdo OnlineOpen for selecionada e a pesquisa for _nanciada pelo The Wellcome Trust e por
membros do Research Councils UK (RCUK), o Autor Correspondente tera a oportunidade de
publicar o artigo sob uma licenga CC-BY para cumprir com o The Wellcome Requisitos do Trust and
Research Councils UK. Para obter mais informagdes sobre esta politica e a politica de auto-
arquivamento compativel com o Journal, visite: http://www.wiley.com/go/funderstatement .
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7. Formato do manuscrito

Os manuscritos devem ser salvos para envio em formato de espaco duplo.

A data de envio utilizada serd a data de envio da versdao em texto eletrénico. Os autores sdo
aconselhados a manter uma cépia de todos os manuscritos, pois nenhuma responsabilidade pode
ser aceita por perdas.

O texto deve seguir o seguinte formato:

Primeira pdgina:

Uma Unica 'primeira pagina' deve conter: (1) o titulo do manuscrito; (2) um titulo de curta duragéo
(ndo superior a 40 caracteres); (3) o nome do (s) autor (es), incluindo nome e sobrenome; (4) o (s)
departamento (s) em que o trabalho foi realizado; e (5) o nome, endereco postal completo,
numero de fax e endereco de e-mail do autor a quem devem ser enviadas as provas e solicitages
de impressdo, com o titulo 'Correspondéncia’. O Autor Correspondente deve assumir a
responsabilidade de se comunicar com todos os outros autores e obter sua aprovagdo para a
versdo final a ser publicada. Durante a submissdo on-line, os Autores Correspondentes podem
nomear um individuo, que pode ou nao ser um autor, para auxilid-lo na administracdo do processo
de publicacdo. O autor correspondente deve confirmar que todos os autores listados atendem aos
critérios de autoria do ICMJE e que ninguém que se qualifica para autoria foi excluido. Consulte a
Segao 3.5.

Segunda pdgina:

A segunda pagina deve conter um paragrafo resumido, que deve fornecer um relato factual do
contexto em que o estudo foi realizado, o (s) objetivo (s), métodos e resultados e uma breve
conclusdo, em ndo mais que 250 palavras. Para fins de revisdo e indexac¢do, até seis 'palavras-
chave' relacionadas aos assuntos discutidos no artigo devem ser identificadas e incluidas no rodapé
do resumo.

Trabalhos Originais de Pesquisa

Os relatérios do trabalho original devem geralmente ser organizados na ordem convencional de
introdu¢do, métodos, resultados, discussdo, agradecimentos e referéncias, com cabecgalhos
adequados para cada parte. Outras subdivisdes, com titulos apropriadamente menos significativos,
podem ser usadas. Os resultados podem ser apresentados no texto, em tabelas e figuras, mas o
texto deve, em geral, comentar e ndo repetir as informagdes nas tabelas.

Artigos de Revisdo

Os documentos de revisdao geralmente serdo encomendados, mas a Revista também aceita envios
que nao foram solicitados. Para revisGes ndo solicitadas, os autores sdo aconselhados a consultar o
Editor com antecedéncia. Depois que o Editor concorda em considerar um artigo de revisdo, as
diretrizes para envio on-line sdo as mesmas de um artigo de pesquisa original.

Cartas para o editor

Correspondéncias relacionadas a artigos que apareceram recentemente na Revista podem ser
publicadas. O Editor se reserva o direito de convidar uma resposta dos autores originais para
publicacdo ao lado. As cartas devem ter o menor tamanho possivel (mas ndo mais que 1000
palavras de texto, duas figuras ou tabelas ou uma de cada uma e até 10 referéncias). A
correspondéncia com a Revista é aceita com o entendimento de que o autor contribuinte licencia o
editor para publicar a carta como parte da Revista ou separadamente dela, no exercicio de
quaisquer direitos subsidiarios relacionados a Revista e seu conteudo.

Tabelas e Figuras

Cada legenda da tabela/figura deve ser apresentada juntamente com sua tabela/figura. As
figuras/tabelas devem ser inseridas no texto nas posices apropriadas ou agrupadas ao final. Para
envio on-line, as ilustragdes devem ser incorporadas no documento do Word ou carregadas como
arquivos separados. A qualidade deve ser suficiente para a exibicdo na impressdo na tela e na
mesa. Sempre que possivel, forneca arquivos de arte digital de alta qualidade. Figuras: JPEG, GIF,
EPS, PNG, Microsoft PowerPoint, Microsoft Excel e Microsoft Word sdo aceitdveis. Imagens digitais:
As versodes digitais das figuras devem ser fornecidas no formato TIFF. As tabelas e figuras devem ser
numeradas consecutivamente com algarismos aradbicos. Cada um deve ter uma legenda descritiva
separada. As chaves devem ser fornecidas nas legendas, ndo na propria figura. Todas as ilustra¢es,
desenhos e fotografias, devem ser de boa qualidade, pois haverd atraso se os revisores precisarem
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ver versbes aprimoradas. Como guia, a resolucgdo / especificacdo ideal para varios tipos de figuras
originais, em seu tamanho final, é a seguinte:

Arte e diagramas de linha - Minimo de 600 dpi em meiotom

(fotografias em preto e branco e em cores) - Minimo de 300 dpi em

linha e tom (arte de linha e meio-tom combinados) - Minimo de 600 dpi

E melhor usar o software lllustrator ou Photoshop e salvar o material no formato '.eps' ou ".tif'. Se o
autor ndo puder fornecer esses formatos, salve as figuras no maior numero possivel de formatos de
arquivo.

Para mais informagdes sobre formatos de arquivo, consulte as instrucdes na
http://www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.as p

llustragbes coloridas

O IJEP é publicado apenas online e ndo ha cobranca pela inclusdo de figuras coloridas.

Informagdes de Apoio

Os autores podem fornecer texto ou dados adicionais como 'Arquivos de informacdes de suporte,
mas o manuscrito principal deve conter informagdes suficientes para tornar o trabalho inteligivel
sem esses arquivos. As informacGes de suporte sdo uma parte formal do manuscrito publicado e
normalmente nao devem ser republicadas em nenhum outro local.

Nossos tipos de arquivos recomendados para Informacdes de suporte sdo: .doc / .xlIs / .ppt / .txt /
.jpg / .jpeg / .gif / .tif / till / .png / .bmp / .eps / .ps / .html / .pdf / .mov / .mpg / .wav / .mp3 /
.wma

Observe que as Informagdes de Suporte ndo sdo subeditadas ou lidas como prova, portanto os
autores devem garantir que os arquivos sejam fornecidos prontos para publicacdo online. Os
tamanhos dos arquivos devem ser tdo pequenos quanto possivel, para que possam ser baixados
rapidamente e ndo devem exceder 50 MB.

Medidas

As medicdes devem ser expressas em unidades Sl. Se as observac¢Ges originais foram registradas
em outras unidades, isso deve ser declarado, juntamente com os fatores de conversdo apropriados.
Abreviagbes padrdo

Abreviagdes padrdao devem ser usadas e devem seguir as estabelecidas em Units, Symbols and
Abreviations (1994) publicadas pela Royal Society of Medicine. As abreviaturas devem ser usadas
com moderagdo e somente se um nome ou expressdo extenso for repetido com frequéncia ao
longo do manuscrito. As palavras devem aparecer na integra na primeira aparigdo, tanto no resumo
quanto no texto, seguidas da abreviagdo entre parénteses. Os medicamentos devem ser descritos
por seus nomes oficiais, mas os nomes comerciais devem ser indicados entre parénteses na
primeira vez que o medicamento for citado no texto.

Reconhecimentos

Os autores devem incluir detalhes de aprovacdo ética, divulgacdo de conflitos de interesses
financeiros e outros e fontes de financiamento.

Referéncias

Todas as referéncias devem ser numeradas consecutivamente em ordem de aparéncia e devem ser
0 mais completas possivel. No texto, as citacGes devem citar as referéncias em ordem consecutiva,
usando algarismos sobrescritos em arabe. Seguem exemplos de referéncias:

Artigo de revista:

1. King VM, Armstrong DM, Apps R, Trott JR. Aspectos numéricos de projecdes pontinas, reticulares
laterais e olivares inferiores em duas zonas corticais paravermais do cerebelo felino. J Comp Neurol
1998; 390: 537-551.

Livro:

2. Voet D, Voet JG. Bioquimica. Nova York: John Wiley & Sons; 1990. 1223 p.

Observe que as abreviagGes do titulo do periddico devem estar de acordo com as praticas do
Chemical Abstracts. Para obter mais informag&es sobre o estilo de referéncia da AMA - Manual de
estilo da AMA. Qualquer artigo que esteja na imprensa, mas ndo possua um DOI, ndo sera
considerado uma citagao de referéncia valida e ndo podera ser citado.

Otimiza¢do para mecanismos de pesquisa
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Muitos estudantes e pesquisadores que procuram informag¢des on-line usardo mecanismos de
pesquisa como Google, Yahoo ou similares. Ao otimizar seus trabalhos para os mecanismos de
pesquisa , os autores aumentarao a chance de alguém encontrar seu trabalho publicado. Isso, por
sua vez, aumentara a probabilidade de seus trabalhos serem vistos e / ou citados em outro
trabalho. Consulte a Folha de dicas para otimizar a descoberta de documentos e promové-los apds
a publicacdo, e a postagem no blog Wiley Exchanges para obter conselhos sobre como escolher
palavras-chave para documentos.

Permissées

Os materiais copiados de outras fontes devem ser acompanhados de uma declaracédo escrita do
autor e da editora, dando permissdo ao International Journal of Experimental Pathology para
reproducdo. Os autores sdo responsaveis por obter permissdo por escrito de pelo menos um autor
dos artigos citados enquanto ainda estdo na imprensa, bem como de dados nao publicados e de
comunicacdes pessoais. E de responsabilidade do autor garantir que as permissdes sejam obtidas.
Nosso guia util tornard seu trabalho mais detectdvel com a Otimizagdo de mecanismos de
pesquisa.

8. Provas de Pagina

As provas serdo enviadas eletronicamente por e-mail como um arquivo PDF Acrobat. O servidor de
email deve poder aceitar anexos com tamanho de até 4 MB. O Acrobat Reader sera necessario para
ler este arquivo. E possivel fazer o download gratuito deste software no seguinte site:
www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html Isso permitira que o arquivo seja aberto, lido
e corrigido na tela. Mais instrucdes serao enviadas ao mesmo tempo que a prova. As provas serao
publicadas se nenhum endereco de e-mail estiver disponivel. Na auséncia do autor
correspondente, solicite a um colega que acesse este email para recuperar as provas.

9. Pré-impressoes

Esta revista considerard artigos de revisdo anteriormente disponiveis como pré-impressées em
servidores ndo comerciais, como ArXiv, bioRxiv, psyArXiv, SocArXiv, engrXiv etc. Os autores
também podem publicar a versdao submetida de seu manuscrito em servidores ndo comerciais a
qualguer momento. Solicita-se aos autores que atualizem todas as versdes pré-publicagdo com um
link para o artigo final publicado.

10. Visdao Antecipada

O International Journal of Experimental Pathologyé coberto pelo servico Early View da Wiley-
Blackwell. Os artigos do Early View sdo artigos completos em texto completo publicados on-line
antes da publicagdo em uma edigdo impressa. Portanto, os artigos estdo disponiveis assim que
estiverem prontos, em vez de esperar pela préoxima edicdo agendada. Os artigos do Early View
estdo completos e finais. Eles foram totalmente revisados, revisados e editados para publicacdo, e
as correcdes finais dos autores foram incorporadas. Por estarem na forma final, nenhuma alteracdo
pode ser feita apds a publicagdo online. A natureza dos artigos do Early View significa que eles
ainda ndo tém numeros de volume, edicdo ou pagina, portanto, os artigos do Early View ndo
podem ser citados da maneira tradicional. Portanto, eles recebem um Identificador de Objeto
Digital (DOI), que permite que o artigo seja citado e rastreado antes de ser alocado para um
problema.

11. Dados e citacdo de dados

O International Journal of Experimental Pathology incentiva os autores a compartilhar os dados e
outros artefatos que apdiam os resultados no trabalho arquivando-os em um repositério publico
apropriado. Os autores devem incluir uma declaragado de acessibilidade de dados, incluindo um link
para o repositorio que eles usaram, para que essa declaragdo possa ser publicada juntamente com
o artigo.

12. Suporte a promogao de artigos

O Wiley Editing Services oferece servigcos profissionais de video, design e gravacdo para criar
resumos de videos compartilhaveis, infograficos, posteres de conferéncias, resumos leigos e
noticias de pesquisa para sua pesquisa - para que vocé possa ajudar sua pesquisa a receber a
atengdo que merece.

13. Servigos de autor
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O rastreamento da producdo on-line agora estd disponivel nos Servicos de autor da Wiley-
Blackwell. Os Servicos de autor permitem que os autores rastreiem seus artigos - uma vez aceitos -
pelo processo de produgdo até a publicagdo on-line. Os autores podem verificar on-line o status de
seus trabalhos e optar por receber e-mails automatizados nos principais estagios de producédo, para
que ndo precisem entrar em contato com o editor de producdo para verificar o progresso. Visite
autoreservices.wiley.com/bauthor para obter mais detalhes sobre o rastreamento da producio
on-line e para uma variedade de recursos, incluindo perguntas frequentes e dicas sobre
preparac¢do, envio de documentos e muito mais.



