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RESUMO

Introducdo: A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) se caracteriza por remodelamento das
pequenas artérias e arteriolas pulmonares, vasoconstricdo, aumento da resisténcia vascular e
diminuicdo da complacéncia, levando ao aumento da pressdo arterial pulmonar média.
Intolerancia ao exercicio e fraqueza muscular sdo encontradas em pacientes e em modelos
animais de inducdo a HAP. Um dos modelos de indugdo da HAP ¢ através da administracéo
de monocrotalina (MCT) em ratos. Assim como em humanos, animais doentes demonstram
alteracBes ao nivel da musculatura esquelética. Objetivos: Avaliacdo temporal do estresse
oxidativo nos masculos diafragma e gastrocnémio em ratos com HAP induzida por MCT.
Metodologia: 48 ratos Wistar machos, pesando aproximadamente 180 gramas (g), foram
divididos em grupos Controle (CTR) e MCT 7, 14 e 21 dias. A inducdo da HAP foi realizada
atraves da administracdo intraperitoneal de Unica dose de MCT (60 mg/Kg). Apds eutanasia,
nos 7°, 14° e 21° dias, musculos diafragma e gastrocnémio foram colhidos, limpos e pesados.
Analises bioquimicas realizadas nesses musculos foram: niveis de espécies reativas de
oxigénio (EROs), lipoperoxidagcdo (TBARS), atividades da NADPH oxidase (NOX),
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) e concentracao
de sulfidrilas. Resultados: O peso do gastrocnémio foi menor nos animais MCT 21 dias e 0
diafragma nao apresentou diferencas em relacdo aos controles, em todos os tempos medidos.
Atividade da NOX aumentou em relacdo aos controles, em todos os tempos medidos no
diafragma e apenas no MCT 21 no gastrocnémio. Niveis de EROs ndo apresentaram
diferencas em relacdo aos controles no diafragma mas aumentaram no MCT 7 no
gastrocnémio. No 7° dia, aumentou TBARS nos animais MCT em relacdo aos controles tanto
no diafragma quanto no gastrocnémio. Niveis de sulfidrilas ndo apresentaram diferengas em
relacdo aos controles em ambos os musculos. No 21° dia, aumentou atividade da SOD em
relacdo ao controle e demais tempos no diafragma, estando esta aumentada apenas no MCT 7
no gastrocnémio. A atividade da CAT reduziu no MCT 7 e no MCT 14, respectivamente no
diafragma e gastrocnémio, em relagdo ao controle. No 21° dia, aumentou atividade da GPx
em relacdo ao controle no diafragma e no MCT 7 no gastrocnémio; enquanto que esta se
mostrou reduzida para MCT 14 e MCT 21 no gastrocnémio. Conclusdo: Os principais
resultados demonstram que, na musculatura esquelética, a HAP leva a mudancas no estado
redox celular. O diafragma apresentou melhor protecdo contra a oxidacdo pois, apesar da
atividade da NOX estar maior em todos os tempos medidos, ndo houve aumento de EROs e,
aos 21 dias, as atividades da SOD e da GPx aumentaram. O gastrocnémio demonstrou maior
susceptibilidade a oxidacdo. Apesar de controlar o aumento de EROs e de TBARS entre o 7°
e 0 14° dia, no 21° dia, a atividade elevada da NOX em conjunto com a reduzida atividade da
GPx gera ambiente pro-oxidante. Este ambiente pré-oxidante pode estar contribuindo para os
mecanismos de perda de massa muscular.

Palavras-chave: hipertenséo arterial pulmonar; monocrotalina; masculo esquelético; estresse
oxidativo; atrofia muscular.



ABSTRACT

Introduction: Pulmonary arterial hypertension (PAH) is characterized by remodeling of small
pulmonary arteries and arterioles, vasoconstriction, increased vascular resistence and
decreased compliance, which leads to elevation of mean pulmonary arterial pressure. Exercise
intolerance and muscle weakness are found in patients and is a common feature in inducible
PAH animal models. One of these models is achieved via administration of monocrotaline
(MCT) in rats. Like humans, sick animals show alterations on skeletal muscles. Objectives:
To perform temporal evaluation of oxidative stress in diaphragm and gastrocnemius muscles
of rats with PAH induced by MCT. Methodology: 48 male Wistar rats, with approximately
180 g of corporal weight, were divided in Control (CTR) and (MCT) groups 7, 14 and 21
days. PAH induction occured through intraperitoneal administration of a single dose of MCT
(60 mg/Kg). After euthanasia, on 7", 14" and 21" days, diaphragm and gastrocnemius
muscles were harvested, washed and weighted. The biochemical analysis performed in these
muscles were: levels of reactive oxygen species (ROS); lipoperoxidation (TBARS); NADPH
oxidase (NOX), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase
(GPx) activities; and concentration of sulfhydryls. Results: Gastrocnemius’ weight was
reduced in MCT 21 animals whereas diaphragm did not show differences compared with
controls in all measured times. NOX activity increased compared with controls, in all time
points in diaphragm, and only in MCT 21 in gastrocnemius. ROS levels did not show
differences compared with controls in diaphragm, but enhanced in MCT 7 in gastrocnemius.
On the 7" day, TBARS increased in MCT animals compared with controls, both in diaphragm
and gastrocnemius. Sulfhydryl levels did not show differences compared with controls in both
muscles. On 21" day, SOD activity increased compared with control and with the other time
points in diaphragm, whereas enhanced in gastrocnemius only in MCT 7. CAT activity
reduced in MCT 7 and MCT 14, in diaphragm and in gastrocnemius respectively, compared
with controls. On 21" day, GPx activity enhanced, compared with control in MCT 7 in
gastrocnemius, whereas there was a reduction of this enzyme activity in MCT 14 and MCT 21
for the same muscle. Conclusion: The main results demonstrate that, in skeletal muscles,
PAH induces changes in cellular redox status. The diaphragm displayed better protection
against oxidation because, althougth NOX activities were higher in all time points, there were
no ROS elevation and, on the 21" day, SOD and GPx activities enhanced. The gastrocnemius
showed higher susceptibility to oxidation. Even thought it controlled the enhancement of ROS
and TBARS among the 7" and the 14" days, on 21" day the elevated activity of NOX togheter
with a reduced activity of GPx leads to a pro-oxidant environment. This pro-oxidant
environment may be contributing to the loss of muscular mass mechanisms.

Keywords: pulmonary arterial hypertension; monocrotaline; skeletal muscle; oxidative stress;
muscle atrophy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hipertensédo Pulmonar

1.1.1 Definicao

Os primeiros relatos e evidéncias de uma patologia misteriosa que parecia acometer
pulmdes e coracdo remontam do final do século 19. Os pacientes apresentavam sintomas
clinicos semelhantes, como dispneia severa, fadiga cronica e cianose. Na época, ja era notavel
a alta mortalidade dos acometidos e em necropsias 0s patologistas encontravam sinais de
hipertrofia ventricular direita e lesdes nos vasos pulmonares. Varias evidéncias foram
produzidas relacionando a patologia misteriosa com doencas pulmonares, doencas cardiacas
esquerdas, esquistossomose, altas altitudes e origens desconhecidas. Entretanto, o termo
“hipertensdo pulmonar” era considerado apenas hipotético, pois ndo havia uma forma de
medir diretamente as pressdes arteriais pulmonares. Em 1945, com a descoberta de um
método seguro para o cateterismo cardiaco, foi possivel aferir as pressdes pulmonares. O
proximo passo foi tentar categorizar a hipertensdo pulmonar em subtipos. A primeira
tentativa, em 1959, categorizou 3 tipos de hipertensdo pulmonar: a passiva, causada por
situagdes que aumentavam a pressdo pulmonar venosa; a hipercinética, causada pelo alto
fluxo sanguineo pulmonar devido a shunts da esquerda para a direita; e a oclusiva. Esta
altima subdividia-se em 4 classes: obliterativa, com lesbes ou remodelamento dos vasos
pulmonares per se; vaso constritiva, com contragdo hiper-reativa da camada muscular;
obstrutiva, com trombos de origem local ou de fora do pulméo; e poligénica, com diversas
causas. Na Europa de 1960, o farmaco supressor de apetite (Aminorex) provocou aumentos na
incidéncia de hipertensdo pulmonar na ordem de 20 vezes, e deste modo trouxe atengdo e
interesse das ciéncias biomédicas ao terreno pouco conhecido da hipertensdo pulmonar
(HEWES et al., 2020).

Desde o 1° Simpdsio Mundial de Hipertensdo Pulmonar, de 1973, a definicdo e a
classificacdo de subtipos de hipertensdo pulmonar vém sendo aprimoradas. Segundo o 6°
Simposio Mundial de Hipertensdo Pulmonar, de 2018, a hipertensdo pulmonar é uma

condicdo patologica na qual o paciente apresenta pressao arterial pulmonar média (PAPm) >
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20 milimetros de mercario (mmHg) em repouso, medida pelo cateterismo do ventriculo
direito (VD). Ainda, pode ser subclassificada como pré-capilar ou pos-capilar, baseada na
pressdo de encunhamento arterial pulmonar (PCAP) (HOEPER et al., 2016; MONTANI et
al., 2013; SYSOL et al., 2018). Para verificar as PCAP pré-capilares insere-se um cateter com
baldo pela veia braquial, pela veia jugular ou ainda pela veia femoral. O cateter segue até que
0 baldo oclua uma pequena artéria pulmonar, deste modo aferindo a pressdo que provém do
VD e da artéria pulmonar. Para verificar as PCAP pos-capilares, o cateter afere a presséo
retrograda que provém do ventriculo esquerdo (VE) no final da diastole e se reflete para o
atrio esquerdo e para as veias e capilares pulmonares (SANZ et al., 2019). Se PCAP < 15
mmHg a hipertensdo pulmonar é dita pré-capilar, mas se PCAP > 15 mmHg a hipertenséo
pulmonar ¢ dita pds-capilar (HOEPER et al., 2016; MONTANI et al., 2013; SYSOL et al.,
2018).

1.1.2 Classificacédo

Em 1973, em Genebra, na Suica, cientistas e médicos reuniram-se em um encontro da
Organizacdo Mundial de Salde para debater os relatos e as evidéncias de estudos sobre a
hipertensdo pulmonar. A principal discussdo do 1° Simpoésio Mundial de Hipertensdo
Pulmonar se centrava na definicdo e na classificacdo de subtipos de hipertensédo pulmonar,
baseada nas etiologias e nas apresenta¢cdes morfologicas (HEWES et al., 2020).

Vérias origens etiologicas estdo associadas ao desenvolvimento de hipertensdo
pulmonar. Desde o 1° simpdésio, a categorizacdo de subtipos tem sido cada vez mais
pormenorizada. As categorias se baseiam na etiologia, na apresentacdo clinica, nas
caracteristicas hemodindmicas e no manejo terapéutico (HOEPER et al., 2016; MONTANI et
al., 2013; SIMONNEAU et al., 2019; SYSOL et al., 2018). Segundo o 6° Simp6sio Mundial
de Hipertensdo Pulmonar, em 2018, a hipertensdo pulmonar pode ser dividida em 5 grupos
(Quadro 1).
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Quadro 1 - Classificacdo da hipertensdo pulmonar segundo 6° Simpdsio Mundial de Hipertensdo Pulmonar

Classificacédo da Hipertensdo Pulmonar

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Idiopética, genética, induzida por drogas ou toxinas, associada a doencas de
tecido conjuntivo, associada a infec¢do por HIV, associada a esquistossomose,
associada a hipertensdo portal, associada as doencas cardiacas congénitas e

hipertensdo pulmonar persistente da sindrome do recém-nascido

Doencas cardiacas esquerdas: insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecao
ventricular esquerda (FEVE) preservada, insuficiéncia cardiaca com FEVE
reduzida, doencas valvares e condicGes cardiovasculares congénitas ou

induzidas que levam a hipertensao pulmonar pds-capilar

Doencas pulmonares ou a condi¢bes de hipdxia: doenca pulmonar obstrutiva,
doenca pulmonar restritiva, doenca pulmonar mista obstrutiva/restritiva, hipdxia

e doencas do desenvolvimento pulmonar

Tromboembolismo crénico ou a outras obstrucGes da artéria pulmonar

Origens ndo conhecidas ou multifatoriais: doencas hematologicas, doencas

metabodlicas, doencas cardiacas congénitas complexas

Fonte: HOEPER et al., 2016; MONTANI et al., 2013; SIMONNEAU et al., 2019; SYSOL et al., 2018
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1.2 Hipertenséo Arterial Pulmonar

Hipertensdo arterial pulmonar (HAP) é o subtipo de hipertensdo pulmonar classificado
atualmente como Grupo 1. Os pacientes sdo diagnosticados através do procedimento de
cateterismo do VD que acusa PAPm > 20 mmHg em repouso. A PCAP < 15 mmHg faz da
HAP uma doenca que eleva as pressdes arteriais pulmonares em niveis pré-capilares, ou seja,
em pequenas artérias e arteriolas (HOEPER et al., 2016; LAU et al., 2017; MONTANI et al.,
2013; SYSOL et al., 2018).

A HAP é rara, com prevaléncia de 15 a 50 casos por milhdo de individuos. Nos paises
ocidentais a forma mais comum de HAP € a idiopatica, responsavel por 30 a 50% dos casos.
Na China, a forma mais comum de HAP ¢é a associada a doencas cardiacas congénitas,
responsavel por 43% dos casos. No Brasil, a primeira causa de HAP é a idiopatica, seguida da
associada a doencas do tecido conjuntivo e da associada a esquistossomose, esta Ultima
contando com 20% dos casos (LAU et al., 2017).

Segundo o National Institutes of Health (NIH), inicialmente a HAP idiopatica era
diagnosticada em individuos jovens ou de meia idade, com idade média de 35 + 15 anos
(RICH, 1987). Entretanto, varios paises tém registrado aumento nas idades médias ao
diagnostico: a Franca registrou média de 52 + 15 anos (HUMBERT et al., 2010), os Estados
Unidos registrou média de 53 £ 15 anos (BADESCH et al., 2010) e o Reino Unido registrou
um aumento na média de 45 para 52 anos (LING et al., 2012). O aumento na idade média ao
diagnostico é um fator progndstico negativo, pois individuos mais velhos tendem a apresentar
comorbidades classicas como hipertensdo arterial sisttémica, diabetes mellitus tipo 2,
obesidade, enfisema pulmonar, doenc¢a pulmonar obstrutiva cronica (LAU et al., 2017).

Em relacdo ao género, mulheres sdo mais afetadas pela HAP idiopatica numa
proporcdo que varia de 62 a 80% dos casos (BADESCH et al., 2010; LEE et al., 2012;
PEACOCK et al., 2007). Porém, a taxa de mortalidade é maior em homens (LAU et al.,
2017). Ha estudos que demonstram a influéncia dos hormonios sexuais femininos como
fatores de protecdo cardiovascular, desta forma deixando individuos do sexo feminino mais
resistentes aos danos da HAP. Com maior prevaléncia, mas menor mortalidade, o efeito é
denominado de “Paradoxo do Estrogénio” (SAKAO e al., 2010; VENTETUOLO, 2011).

Antes do desenvolvimento de farmacos especificos para a enfermidade, a HAP
apresentava altas taxas de mortalidade, com media de sobrevivéncia de 2,8 anos (HEWES et
al., 2020; LAU et al., 2017; MONTANI et al., 2013). Os tratamentos disponiveis tém como
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alvos a via do éxido nitrico (NO) (sildenafil, tadalafil, riociguat), a via da endotelina-1 (ET-
1) (bosentan, ambrisentan, macitentan) e a via da prostaciclina (PGIl2) (epoprostenol,
treprostinil, iloprost, selexipag) (HEWES et al., 2020; LAN et al., 2018).

A compreensdo da complexa fisiopatologia da HAP deve comecar com uma reviséo
da fisiologia da circulagcdo pulmonar e da fungdo ventricular direita, abordada nos proximos

topicos.
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1.3 Fisiologia da Circulacdo Pulmonar e do Ventriculo Direito

As trocas gasosas pulmonares ocorrem através de uma fina membrana respiratoria, da
qual fazem parte as delgadas membranas basais do endotélio capilar e das células alveolares.
Se, neste sistema, o fluxo sanguineo estivesse sob altas press@es, haveria extravasamento de
fluido para o interior do alveéolo e edema. Deste modo, as forcas evolutivas moldaram a
circulagdo pulmonar de forma a torné-la um sistema capaz de comportar grandes volumes e
fluxos de sangue (alta complacéncia), sob baixas pressdes (baixa resisténcia) (GREYSON,
2010; NAENJE, 2013; THENAPPAN et al., 2016).

Na circulacdo pulmonar, a resisténcia é controlada pelo ténus das células musculares
lisas da camada média das pequenas artérias e arteriolas. O tonus € responsivo as substancias
vasodilatadoras, como NO e PGl,, bem como as vasoconstritoras, como ET-1 e tromboxano
Az (TXA2) (GREYSON, 2010). A resisténcia vascular pulmonar (RVP) pode ser calculada
pela equacéo:

RVP = (PAPm — PCAP) + DC

Onde PAPm é a pressdo arterial pulmonar média, PCAP é a pressdo de encunhamento
arterial pulmonar e DC é o débito cardiaco. De acordo com o 6° Simpoésio Mundial de
Hipertensdo Pulmonar, a RVP também deve ser incluida na definicdo de hipertensdo
pulmonar pré-capilar e pds-capilar. Quando RVP > 3 Unidades Wood (WU) a hipertenséo
pulmonar ¢é pré-capilar, mas quando RVP < 3 WU a hipertensdo pulmonar é pds-capilar
(CONDON et al., 2019; GREYSON, 2010; NAEIJE, 2013).

A complacéncia é a razdo entre variacdo de volume e variacdo de pressdo em um
sistema e, nas pequenas artérias e arteriolas pulmonares, esta razdo € alta. Significa que o
volume de sangue ejetado do VD para as artérias nao eleva de forma significativa as pressdes
dentro do sistema. Ainda, a alta complacéncia diminui ondas retrogadas geradas pela sistole
do VD, reduzindo a pds-carga. Neste aspecto, um artigo de revisdo de 2016 enfatiza a perda
de complacéncia como uma causa, ndo como efeito da HAP. Também demonstra que a perda
da complacéncia ocorre previamente a elevacdo da RVP, sendo, portanto, o parametro mais
sensivel para diagndstico (THENAPPAN et al., 2016).

O VD trabalha sinergicamente com a circulagéo arterial pulmonar. Suas paredes livres
sdo finas (no adulto a espessura varia de 3 a 5 mm), tém a forma triangular visto em seccéo
lateral e em forma de crescente em seccéo transversal (SADEGHPOUR et al., 2016; SANZ et

al., 2019). A outra parede é o septo interventricular, compartilhado com o VE. Quando
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comparado ao VE, o VD possui cardiomiocitos 15% menores e 30% mais coldgeno (SANZ et
al., 2019). O suprimento sanguineo é fornecido pela artéria coronaria direita e ocorre tanto na
diastole (como no VE) quanto na sistole, pois a pressao transmural sistélica normalmente fica
abaixo da pressdo da raiz adrtica (GREYSON, 2010). O metabolismo energético para
producdo de trifosfato de adenosina (ATP) provém principalmente da oxidacdo de acidos
graxos (SADEGHPOUR et al., 2016; SANZ et al., 2019).

O VD possui capacidade de acomodar um retorno venoso variavel, que normalmente
se equivale ao débito cardiaco (DC) (SANZ et al., 2019). Se o DC em repouso varia entre 4 e
6 L/min, a grande &rea de superficie pulmonar que acomoda esse volume para trocas gasosas
precisa de uma bomba complacente, que comporta fluxos volumosos sob baixas pressoes.
Deste modo, o VD foi moldado evolutivamente para suportar altas pré-cargas (em niveis
fisiologicos); entretanto, apesar de mecanismos de compensac¢do, falha quando desafiado a
trabalhar com altas pos-cargas (LA et al., 2014).
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1.4 Fisiopatologia da Hipertensao Arterial Pulmonar

1.4.1 Alteragdes na Circulagdo Pulmonar na Hipertensao Arterial Pulmonar

Histologicamente, as pequenas artérias e arteriolas possuem 3 camadas bem definidas:
a intima, composta de células endoteliais vasculares; a média, composta de células
musculares lisas; a adventicia, composta de fibras de colagenos | e Ill, elastinas, fibronectina,
fibroblastos, poucos macréfagos e mastdcitos e células progenitoras residentes (SYSOL et al.,
2018).

As células endoteliais vasculares, em sua normalidade, regulam o ténus das células
musculares lisas e expressam moléculas de adesdo intercelular, moléculas antiproliferativas e
antitrombdticas. Entretanto, na HAP, tornam-se disfuncionais por mecanismos ainda sob
investigacdo, como toxinas, espécies reativas de oxigénio, estresse de parede por fluxo
sanguineo ndo laminar, hipoxia (MONTANI et al., 2013; SYSOL et al., 2018).

Com relacdo a regulacdo do tbnus vascular, ha menor producdo de NO pela
diminuicdo da expressdo ou pelo desacoplamento da enzima Oxido nitrico sintase endotelial
(eNOS) e/ou pela menor disponibilidade de NO pela reacdo dessa molécula com espécies
reativas de oxigénio (EROs), como o radical superdéxido (O2*7). Também ha menor producéo
de PGIl; e um desvio do acido araquiddnico para maior formacdo de TXA.. A ET-1,
produzida pelas células endoteliais, sofre superexpressdo nas células endoteliais disfuncionais
(LAN et al., 2018; MALENFANT et al., 2013; MORRELL et al., 2009; SYSOL et al., 2018).

Células endoteliais disfuncionais também podem mudar de fendtipo para um tipo
mesenquimal. Ha perda da expressdo de moléculas de adesdo célula-célula — como caderina
endotelial vascular (VE-caderina) e molécula de adesdo celular endotelial plaquetéria
(PECAM-1) — e aumento da expressdo de metaloproteinases (MMP), principalmente as que
degradam colégeno tipo IV (MMP-2 e MMP-9). Ainda, ha expressdo de a-actina de musculo
liso e producdo e deposicdo de colageno tipo | e de elastinas. Desta forma, essas células
adquirem capacidade de remodelar a matriz extracelular (MEC) da camada intima e, ap0s
migracdo, também da camada média (STENMARK et al., 2016; THENAPPAN et al., 2018)
(Figura 1).

A degradacdo da MEC possibilita a liberagéo e ativacdo de fatores de crescimento e

fatores quimiotaticos antes estocados na forma inativa. Entre os fatores liberados estdo o fator
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de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-
2) e o fator de crescimento transformante 3 (TGF-B). Os dois tltimos mudam o fenotipo das
células musculares lisas provocando hipertrofia, hiperplasia e expressdo e liberacdo da
elastase vascular enddgena (EVE), que degrada a ldmina eléstica interna. FGF-2 e TGF-$
também induzem a superexpressdo e liberacdo da glicoproteina tenascina C (TN-C) pelas
células musculares lisas que, em conjunto com FGF-2, amplifica a resposta proliferativa.
Desta forma, as células musculares lisas se tornam aptas a adentrar a camada intima e,
conjuntamente com as células endoteliais, a proliferar formando uma nova camada, a
neointima, a qual diminui o raio da luz arterial (CHELLADURAI et al., 2012;
RABINOVITCH, 1998; THENAPPAN et al., 2018) (Figura 1).

Figura 1 — Remodelamento das pequenas artérias e arteriolas pulmonares
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Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Pulmonary-vascular-remodelling-in-PAH-Diagram-shows-a-small-
pulmonary-artery-in_fig2_338119855. Modificado pelo autor.

Nas células musculares lisas, a vasoconstricdo sustentada € resultado tanto da escassez
de NO e PGl quanto do aumento de TXA> e ET-1 (Figura 2). Ainda, as células musculares
lisas superexpressam o receptor de ET-1, ETAR, o qual € responsavel por levar, também, a
vasoconstricdo. Além da vasoconstricdo, as células musculares lisas sofrem hipertrofia,
hiperplasia e se tornam resistentes a apoptose. O NO e a PGly, além de suas propriedades
sobre o tdnus muscular, inibem a proliferagdo, enquanto que o TXA: a estimula (Figura 2). Ja
a ativacdo do ETAR pela ET-1 sinaliza para a hipertrofia e hiperplasia (Figura 2). Deste
modo, a camada media vai sendo remodelada, sofrendo muscularizacdo e aumentando sua

espessura. Finalmente, a soma de vasoconstricdo e muscularizagcdo faz com que o raio de



24

pequenas artérias e arteriolas diminua, o que provoca o aumento da RVP (LAN et al., 2018;
MONTANI et al., 2013; SYSOL et al., 2018).

Figura 2 — Vias de sinalizagéo envolvidas no remodelamento vascular
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Fonte:https://thoracickey.com/pathophysiology-and-treatment-of-pulmonary-arterial hypertension/#CR76

Segundo a lei de Poiseuille-Hagen a resisténcia de um tubo cilindrico a um fluxo pode

ser medida pela equacéo:
R=(1.n.8)+(m.r%

Onde R é a resisténcia, [ € o comprimento do tubo, 77 é a viscosidade do fluido, m é
3.14 er é o raio. O raio € o fator mais significativo, pois pequenas diminuigdes em seu valor
acarretam grandes aumentos na resisténcia (NAEIJE, 2013). Deste modo, 0 aumento da RVP
é resultado tanto da vasoconstricdo e muscularizacdo da camada média quanto da formacéo
da camada neointima.

Os modelos de lesdo arterial da circulagdo sistémica — angioplastia de baldo, enxertos,
hipertensdo e aterosclerose — demonstram que as primeiras células a sofrerem alteragdes sao
os fibroblastos da camada adventicia (HAVELKA et al., 2011; JI et al., 2010; MAIELLARO
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et al., 2007). Entretanto, na hipertensdo pulmonar, apesar do modelo “inside-out” ser o mais
estudado, ha discussdes sobre a possibilidade das alteracGes arteriais também se originarem
na camada adventicia, propagando-se para a camada media e sucessivamente para a intima,
de uma maneira “outside-in” (SPIEKERKOETTER et al., 2019; STENMARK et al., 2011,
STENMARK et al., 2012). Em modelos de hipertenséo pulmonar, principalmente na indugéo
por hipoxia, mas também na indugdo por monocrotalina, a camada adventicia parece sofrer as
alteracbes mais precoces (BELKNAP et al., 1997; MEYRICK et al., 1979; ROSE et al.,
2002). Independente do modelo, a camada adventicia sofre alteracfes evidentes. Fibroblastos
quiescentes participam do turnover das fibras de coldgeno da MEC da adventicia, sendo
sensiveis a sinais ambientais, por expressarem Varios receptores de membrana: de citocinas
(PDGF, TGF-B, TNF-a, IL-1, IL-6, Angiotensina Il e ET-1), receptores de danos como os do
tipo Toll (TLRs) e os do tipo NOD (NLRs), receptores para produtos de glicacdo avancada
(RAGES) e receptores de interagdo com a MEC (Integrinas) (STENMARK et al., 2011;
STENMARK et al., 2012). Quando ativados, assim como em outros tecidos, na tentativa de
reparar danos, proliferam e mudam a expressdo génica, superexpressando e liberando
componentes da MEC (colagenos fibrilares 1 e [Ill) e fibronectina, assim como
metaloproteinases (MMP-9). Portanto, fibroblastos ativados tém aptiddo de remodelar a
tnica adventicia, causar fibrose, espessamento e enrijecimento da mesma. Ainda, alguns
fibroblastos podem expressar a-actina de musculo liso, 0 que o0s caracteriza como
miofibroblastos, fornecendo caracteristicas contrateis e migratérias (DARBY et al., 2007)
(Figura 1).

Portanto, a perda de complacéncia das pequenas artérias e arteriolas pulmonares tem
como fatores responsaveis a inflamacdo persistente, a vasoconstricdo sustentada de células
musculares lisas e de células que expressam a-actina de musculo liso e o remodelamento

fibrotico da MEC nas trés camadas vasculares.

1.4.2 Alteragdes no Ventriculo Direito na Hipertensdo Arterial Pulmonar

O aumento progressivo da pos-carga leva o VD a ativar mecanismos adaptativos. A
sobrecarga de pressdo inicialmente leva a hipertrofia adaptativa dos cardiomiécitos (SANZ et

al., 2019). Essa hipertrofia é concéntrica, apresenta pouca dilatacdo e pouca rigidez fibrotica
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da camara, preservando, assim, a funcdo diastdlica, sistolica e o DC (BRUGGEN et al., 2017;
RYAN et al., 2015; SANZ et al., 2019) (Figura 3).

O limiar e 0os mecanismos que transformam a hipertrofia adaptativa em funcgéo
ventricular direita descompensada e insuficiéncia cardiaca direita ainda estdo sob
investigacdo. Alguns dos mecanismos que parecem levar & descompensagdo sdo: isquemia
das fibras musculares devido ao aumento de pressdo transmural que diminui a perfusdo da
artéria coronaria direita e rarefacdo de capilares devido a diminuicdo da angiogénese;
mudanca do perfil metabolico de produgdo de ATP pela glicélise anaerdbica, menos eficiente
na producdo de ATP para a contragdo muscular; dessensibilizagdo de receptores [-
adrenérgicos, diminuindo o inotropismo; reprogramacao da expressao génica para um padrdo
fetal, com a troca da cadeia pesada da miosina de o para p (BRUGGEN et al., 2017; RYAN
et al.,, 2015; SANZ et al., 2019). O VD com fungdo descompensada apresenta hipertrofia
excéntrica, encontra-se dilatado e com paredes rigidas, resultando no aumento do volume
diastolico final (VDF), diminuicdo da fracdo de ejecdo e diminui¢do do DC (BRUGGEN et
al., 2017; RYAN et al., 2015) (Figura 3).

Figura 3 - Evolugdo das alterac6es do ventriculo direito na hipertensdo arterial pulmonar
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Legenda: PAPm: presséo arterial pulmonar média; RVP: resisténcia vascular pulmonar. Fonte: https://en.my-
ekg.com/hypertrophy-dilation/right-ventricular-hypertrophy.html e HOUSTON, Brian A.; BRITTAIN, Evan L.;
TEDFORD, Ryan J. Right Ventricular Failure. The New England Journal of Medicine, v. 388, n. 12, p. 1111-
1125, mar. 2023. Disponivel em: https://doi.org/10.1056/NEJMra2207410. Modificado pelo autor.
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1.5 O Estresse Oxidativo

1.5.1 Conceito de Estresse Oxidativo

Desde o momento da escala evolutiva no qual os organismos passaram a utilizar o
oxigénio de forma vantajosa, principalmente na respiracao aerobia para producdo de grandes
quantidades de ATP, foram selecionados aqueles que possuiam defesas contra os danos
causados pelas reacdes de oxirreducao.

E importante ressaltar que EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), quando
produzidas em niveis moderados e controlados, sdo essenciais na sinalizagdo celular de
proliferacédo, crescimento, diferenciagéo, controle do ténus vascular, inflamagdo e apoptose.
Portanto, o estresse oxidativo € o termo empregado para designar o desequilibrio na
homeostase redox celular. Pode ocorrer tanto pelo aumento na producdo de EROs e ERNs
quanto pela diminuicdo das defesas celulares enzimaticas e ndo enzimaticas (VALKO et al.,
2007).

EROs sdo moléculas altamente reativas e podem ser radicais (como o préprio O, 0
superoxido O2*, o hidroxil *OH e o peroxil ROO®) ou substancias ndo-radicalares como o
peroxido de hidrogénio H>O> e o acido hipocloroso (HOCI). ERNs sdo moléculas como o
radical oxido nitrico *NO e seu produto de reacdo com o O2*, o anion altamente reativo
peroxinitrito ONOO™ (VALKO et al., 2007).

1.5.2 Fontes de Espécies Reativas de Oxigénio e Espécies Reativas de Nitrogénio e Sistemas

Antioxidantes Enzimaticos

O 0O2* pode ser produzido nos complexos | e 11l da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial, através do “vazamento” de elétrons para o O disponivel na matriz. Em niveis
fisiologicos, menos de 0,2% do Oz na mitocondria sofre reducdo a O»* (RADI, 2018).
Entretanto, a enzima superdxido dismutase 2 (SOD2 ou MnSOD), presente na matriz
mitocondrial, catalisa a dismutacdo do O2* em H>O2 e Oz (Figura 4). Deste modo, 0 0>* é

neutralizado e, se as membranas interna e externa estiverem intactas, as moléculas de O»°* ndo
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possuem propriedades para se difundir para fora da mitocondria (RADI, 2018; VALKO et al.,
2007). No metabolismo das purinas, a enzima xantina oxidase (XO) catalisa a hidroxilagdo
oxidativa transformando hipoxantina em xantina e esta em acido Urico, produzindo também
02* (RADI, 2018; VALKO et al., 2007). Outras enzimas produtoras de O>°*" sdo as NADPH
oxidases (NOX), uma familia com vérias isoformas encontradas em neutréfilos, macréfagos,
assim como em outros tipos celulares, como as células endoteliais vasculares. Essas enzimas
catalisam a reducdo do O2 em O.*" as custas de equivalentes redutores como o dinucleotideo
de nicotinamida adenina reduzido (NADPH). O O,* gerado pelas XO e NOX pode ser
neutralizado pela SOD1 ou CuZnSOD, presente no espaco intermembrana e no citoplasma,
produzindo H202e O. (AFANAS'EV, 2011; RADI, 2018; VALKO et al., 2007) (Figura 4).

Com relacdo as ERNs, temos a producao de *NO pelas enzimas éxido nitrico sintases
(NOS). O NO ¢ capaz de se difundir pelo citoplasma e por membranas celulares e é uma
molécula sinalizadora importante para regular o ténus vascular propiciando vasodilatacdo, é
neurotransmissor, e regulador do sistema imune. Porém, quando reage com grandes
quantidades de O2*", forma um poderoso agente oxidante, 0 ONOO™ (VALKO et al., 2007).

O H202, produzido pelas SODs ou liberado de peroxissomos disfuncionais, deve ser
cuidadosamente removido do meio celular. Uma das enzimas responsaveis pela sua remoc¢éo
é a catalase (CAT), a qual decompde duas moléculas de H2O2 em duas moléculas de H>O e
uma molécula de Oz (Figura 4). Outra enzima que atua sobre o H20- € a glutationa peroxidase
(GPx), que utiliza duas moléculas de glutationa reduzida (2 GSH) como equivalentes
redutores para transformar o H.O2 em duas moléculas de H.O e uma molécula de glutationa
oxidada (GSSG) (RADI, 2018; VALKO et al., 2007) (Figura 4). O H20, em excesso,
encontrando metais de transicdo como ferro ou cobre, pode formar o radical hidroxil, *OH —
que é extremamente reativo — através da Reacdo de Fenton. Essa reacdo envolve a oxidagédo
do Fe?* em Fe®*" com o H,02 como agente oxidante e formacdo de OH e *OH (Figura 4). Em
situagdo fisiologica normal, moléculas de Fe?* ndo sdo encontradas livres, mas sim, ligadas a
proteinas, fazendo parte do sitio catalitico ou sequestradas em proteinas transportadoras ou de
armazenamento como transferrina e ferritina. Entretanto, em situag0es de estresse oxidativo,

o superoxido pode forcar a liberagdo de Fe?* das proteinas (VALKO et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4 — Sistema antioxidante enzimatico
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Legenda: SOD: superdxido dismutase; CAT: catalase; GSH: glutatlona reduzida; GSSG: glutationa oxidada;

GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; TrxR: tioredoxina redutase; Prx: peroxiredoxina. Fonte:
LEE, Seung Eun; YONG, Seek Park. The Emerging Roles of Antioxidant Enzymes by Dietary Phytochemicals
in Vascular Diseases. Life, v. 11, no. 3, p. 199, mar. 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/1ife11030199.

Modificado pelo autor.

1.5.3 Sistemas Antioxidantes Nao-Enzimaticos e Sulfidrilas

CompBem os sistemas de defesa antioxidante ndo-enzimaticos moléculas
estruturalmente diversas, podendo ser enddgenas ou exogenas, hidrofilicas ou lipofilicas.
Entre as principais moléculas enddgenas, destaca-se a GSH. Ja dentre as moléculas ex6genas,
adquiridas via alimentacdo, destacam-se vitamina C (&cido ascorbico) e vitamina E (a-
tocoferol) (MIRONCZUK-CHODAKOWSKA et al., 2018).

A GSH, antioxidante hidrofilico, atua em varias rotas de protecdo contra danos
oxidativos. E doadora de equivalentes redutores (H*) devido ao grupamento sulfidrila (-SH)
e, oxidada (GS"), pode se ligar com outra molécula GSH através de pontes dissulfeto (GSSG)
(FORMAN et al., 2009; MIRONCZUK-CHODAKOWSKA et al., 2018). E utilizada pela
GPx e pela peroxiredoxina 6 (Prx 6), as quais reduzem H.O; a H,O (FORMAN et al., 2009).
Também auxilia a reconstituicdo das formas reduzidas das vitaminas C e E, que agem contra
a lipoperoxidacdo (MIRONCZUK-CHODAKOWSKA et al., 2018). A GSH pode formar
ligacGes dissulfeto com grupos tiolato (-S°) de proteinas oxidadas, gerando um dissulfeto
misto (PSSG) e protegendo a integridade proteica da oxidagdo. A adicdo da GSH em uma
proteina pode ser uma forma de modificacdo pds-traducional reversivel, denominada S-
glutationilacdo e, além da funcdo antioxidante, compbe parte da sinalizacdo celular
(THOMAS et al., 2001).
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Sulfidrilas sdo proteinas ou outras moléculas de baixo peso molecular que possuem
grupamentos tidis (-SH) em suas estruturas. Nas proteinas, através dos residuos do
aminoacido cisteina, participam nos dominios de ligacdo ao DNA, na estabilizacdo da
estrutura tercidria e/ou quaternéria, na formacao do sitio catalitico de enzimas, nas ligacGes
coordenadas com ions metalicos, na sinalizagdo celular redox e nas defesas antioxidantes
(THOMAS et al., 2001). Os residuos de cisteina podem sofrer diversas modificacGes
oxidativas, podendo ser reversiveis ou irreversiveis. Entre as reversiveis — muitas das quais
modificacBes pos-traducionais — estdo a formagdo de ligagBes dissulfeto intra ou
intermoleculares, a S-glutationilagdo (-GSH), a S-nitrosilacdo (-SNO) e a formacdo de acido
sulfénico (-SOH). As modificacBes reversiveis sao parte do sistema de sinalizacdo celular
redox-sensivel e estdo presentes nos processos de apoptose, proliferacdo celular e
diferenciacdo. Portanto, a reversibilidade é necesséria e garantida através da atividade de
enzimas como as tioredoxinas (Trx), tioredoxina redutase (TrxR), as glutaredoxinas (Grx),
glutationa redutase (GR) (Figura 5) e as peroxiredoxinas (Prx) (HANSCHMANN et al.,
2013). As Trx reduzem ligacOes dissulfeto proteicas (Figura 5), removem moléculas de
glutationa adicionadas aos residuos de cisteina (desglutationilacdo) e sdo regeneradas a sua
forma reduzida pela TrxR, as custas de NADPH (Figura 5). As Grx, além de reduzirem
ligacdes dissulfeto, também catalisam a desglutationilacdo (Figura 5). As Grx retornam a sua
forma reduzida pela acdo da GR, as custas de GSH e NADPH (HANSCHMANN et al., 2013)
(Figura 5). Ja entre as modificacdes irreversiveis estdo a formacdo de acido sulfinico (-
SO2H) e &cido sulfénico (-SOzH) (HANSCHMANN et al., 2013; THOMAS et al., 2001).

Figura 5 — Sistema antioxidante baseado em sulfidrilas
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Legenda: NADPH: dinucleotideo de nicotinamida adenina reduzido; GSH: glutationa reduzida; GSSG:
glutationa oxidada; TrxR: tioredoxina redutase; Trx: tioredoxina; Prot: proteina; GPx: glutationa peroxidase;
GR: glutationa redutase; Grx: glutaredoxina. Fonte: Andreadou, loanna et al. Thiol-based redox-active proteins
as cardioprotective therapeutic agents in cardiovascular diseases. Basic Research in Cardiology, 116(1):44, jul.
2021. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s00395-021-00885-5. Modificado pelo autor.

Acido ascorbico e a-tocoferol possuem importante funcfo na prevencdo e no reparo
da oxidacdao dos fosfolipideos de membrana, os quais contem &cidos graxos poli-insaturados.
As ligacOes duplas entre carbonos podem ser atacadas por *OH, produzindo H>O e um radical
lipidico (L*). Este radical, reagindo com O, formara um radical peroxil derivado de lipideo
(LOO®). Ao atacar a ligacdo dupla de outro fosfolipideo, LOO® se transformara em
hidroperoxido lipidico (LOOH) e gerara outro L®, que por sua vez iniciara novo ciclo. Para
proteger e/ou interromper esta reacdo em cadeia de oxida¢do dos fosfolipideos de membrana,
a-tocoferol pode doar H* para o LOO®, formado LOOH, sem a producdo de um novo L°.
Para reciclar o a-tocoferol oxidado, um H* pode ser transferido do &cido ascérbico, o qual se

transforma em dehidroascorbato.
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1.6 Modelo de Inducéo da Hipertensao Arterial Pulmonar por Monocrotalina

1.6.1 Intoxicacéo por Alcaloides Pirrolizidinicos

Alcaloides pirrolizidinicos sdo metabolitos produzidos por vegetais para fins de
protecdo contra animais herbivoros. Identificam-se mais de 500, distribuidos em mais de
6000 espécies de plantas (DUSEMUND, 2018). A intoxicagdo por alcaloides pirrolizidinicos
é relatada em animais e em humanos, com registros de surtos na China, india, Afeganist3o,
Paquistdo, Africa e Jamaica. E adquirida, principalmente, pela ingestdo de alimentos de
origem vegetal e animal como grdos, vérios tipos de chas, mel e leite contaminados
(DUSEMUND, 2018). A intoxicacdo aguda causa necrose hemorragica hepatica, enquanto
que a exposicdo cronica causa megalocitose hepatocelular, cirrose e doencgas veno-oclusivas
que resultam em hipertensdo portal e insuficiéncia hepatica (DUSEMUND, 2018;
HUXTABLE, 1990; WILSON et al., 1992).

1.6.2 Monocrotalina

A monocrotalina (MCT) é um alcaloide pirrolizidinico macrociclico de 11 membros
encontrado nas folhas, tronco e sementes de plantas do género Crotalaria, principalmente na
espécie Crotalaria spectabilis (GOMEZ-ARROYO et al., 2012; HUXTABLE, 1990;
NOGUEIRA-FERREIRA et al., 2015; WILSON et al., 1992).

A metabolizacdo € essencialmente hepética, através do sistema microssomal do
citocromo P-450 (CYP450), isoenzima CYP3A4, gerando o derivado pirrdlico
dehidromonocrotalina (MCTP) na fase 1 (Figura 6) (GOMEZ-ARROYO et al., 2012; HE et
al., 2021). A MCTP é muito reativa e instavel no plasma, com tempo de meia-vida (t12) de 3
a 5 segundos (GOMEZ-ARROYO et al., 2012; HUXTABLE et al., 1996; NOGUEIRA-
FERREIRA et al., 2015). Portanto, sua estabilizacdo e transporte até os pulmdes séo
efetuados através de adutos, principalmente com a hemoglobina (Hb) dos eritrdcitos e, em
menor extensdo, com a albumina e outras proteinas plasmaticas (HE et al., 2021; XIAO et al.,
2019). A MCTP se complexa com a Hb dos eritrécitos em pressdes parciais de oxigénio
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(PO2) baixas, como 40 mmHg, e ¢ liberada do grupo heme em PO; altas, como 100 mmHg.
Este fato explica a especificidade da MCTP pelo tecido pulmonar, especialmente na adesao e
acumulacao nas células endoteliais dos capilares e arteriolas pre-capilares (XIAO et al., 2019)
(Figura 6).

Figura 6 — Farmacocinética e farmacodindmica do modelo de inducdo da hipertensdo arterial pulmonar pela
monocrotalina
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células vermelhas sanguineas. Fonte: HE et al., 2021; XIAO et al., 2019. Modificado pelo autor.

1.6.3 Modelo de Hipertensdo Arterial Pulmonar

A inducdo da HAP por MCT tem sido um dos modelos mais utilizados por
pesquisadores em todo o mundo, levando a avancos na compreensdo dos processos
fisiopatoldgicos subjacentes a doenga (GOMEZ-ARROYO et al., 2012; MAARMAN et al.,
2013).

Na literatura existem estudos utilizando diferentes espécies de animais, diferentes
racas, diferentes vias de administracdo e diferentes dosagens de MCT (GOMEZ-ARROYO et
al., 2012; LACHANT et al., 2018). Em ratos, doses elevadas (acima de 100 mg/Kg) estdo
relacionadas ao desenvolvimento de doenca hepatica veno-oclusiva e dano pulmonar agudo,
levando os animais ao 6bito precocemente (GOMEZ-ARROYO et al., 2012; LACHANT et
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al., 2018). Doses baixas (abaixo de 30 mg/Kg) podem n&o levar ao desenvolvimento da HAP
(KAKUSAKA et al.,1989). Uma Unica exposicdo com doses de 50 a 60 mg/Kg por via
intraperitoneal ou subcutanea, estd ligada a pneumotoxicidade sem dano hepatico
(LACHANT et al., 2018). E relevante frisar que, na maioria dos estudos, sdo utilizados
animais machos visto que as fémeas apresentam resisténcia em desenvolver HAP induzida
por MCT (LACHANT et al., 2018).

Os objetivos do modelo sdo o estudo e a compreensdo da sinalizacdo celular, das
alteracbes vasculares pulmonares, das alteracdes hemodindmicas e dos mecanismos
compensatorios fisiologicos cardiacos. Portanto, € necessaria uma dosagem que proporcione
tempo para a deteccdo das alteracbes e, principalmente, que possibilite tracar uma linha

temporal evidenciando as altera¢fes precoces e tardias.

1.6.4 Alteracdes Temporais Causadas por Monocrotalina

1.6.4.1 Alterag6es Pulmonares

7 dias apo6s inducdo da HAP por administracdo de MCT, cortes histologicos de
pulmdo mostram infiltrado inflamatério perivascular (FAN et al., 2021; ZIMMER et al.,
2021), sendo preponderante a presenca de macréfagos do tipo M1 (CHAO et al., 2021; FAN
et al., 2021). Nesta fase predomina a inflamacdo aguda, com altos niveis de fator de necrose
tumoral a (TNF-a) ¢ interleucina 1 (IL-1p) (CHAO et al., 2021), assim como interleucina 12
(IL-12) (FAN et al., 2021).

Apoés 14 dias, ja é possivel presenciar sinais de remodelamento vascular, com leve
hipertrofia e fibrose (CHAO et al.,, 2021; ZIMMER et al., 2021). O perfil inflamatério
comeca a mudar em direcdo a inflamagéo cronica, pois, apesar dos niveis de TNF-o e IL-1§
permanecerem elevados, ha presenca de macrofagos M2 e aumento nos niveis de interleucina
6 (IL-6) (CHAO et al., 2021; FAN et al., 2021).

Apbs 21 dias, o remodelamento vascular € significativo, com espessamento da camada
média e muscularizacdo (FAN et al., 2021; ZIMMER et al., 2021), assim como alteracGes de
MEC, com aumento do contetdo de colageno e fibrose (ZIMMER et al., 2021). Os niveis de

TNF-o e IL-1p se elevam. Entretanto, a inflamacdo possui perfil crénico, visto que os
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macrofagos M2 sdo preponderantes e se detecta aumento nos niveis de IL-6 e interleucina 10
(IL-10) (CHAO et al., 2021; FAN et al., 2021).

A reatividade vascular da artéria pulmonar se altera apos 14 e 21 dias. Seguido da
contracdo induzida pela substdncia agonista o—adrenérgica fenilefrina, o relaxamento
induzido por acetilcolina e mediado pela liberacdo endotelial de NO é reduzido (ZIMMER et
al., 2021).

Como consequéncia do remodelamento vascular constritivo, a PAPm se eleva
significativamente ap6s 14 dias (ZIMMER et al., 2021) e atinge niveis criticos apds 21 dias
(CHAO et al., 2021; FAN et al., 2021; ZIMMER et al., 2021).

1.6.4.2 Alteracdes Cardiacas do Ventriculo Direito

Apds 7 dias da inducdo da HAP por administracdo de MCT, os cortes histoldgicos do
VD demonstram leve infiltracdo de células inflamatdrias entre alguns cardiomidcitos. As
analises bioquimicas relacionadas ao estresse oxidativo indicam niveis de H>O. aumentados,
niveis de sulfidrilas reduzidos e aumento na lipoperoxidacdo. Ainda, ha aumento da atividade
da enzima CAT. Portanto, o0 VD apresenta sinais de estresse oxidativo (ZIMMER et al.,
2020). Funcionalmente, através de andlises de ecocardiografia, o VD apresenta fluxo arterial
pulmonar normal, medido pela razdo entre o tempo de aceleracdo e o tempo de ejegéo
(AT/ET) (ZIMMER et al., 2020). Entretanto, outro estudo demonstra uma AT/ET ja reduzida
no mesmo intervalo de tempo (LEICHSENRING — SILVA et al., 2011). Brevemente, AT/ET
é um parametro de RVP, que mede o tempo de aceleracdo do fluxo sanguineo na saida do VD
(AT) em relacdo ao tempo de ejecdo total (ET). Na HAP, a velocidade méaxima do fluxo para
a tronco pulmonar é atingida mais rapidamente, pois o VD contrai mais fortemente para
vencer a maior RVP. Também em fungdo da maior RVP, o VD passa mais tempo tentando
vencer a resisténcia a ejecdo. Assim, no geral, AT € menor, ET é maior e a razdo AT/ET
diminui.

Apols 14 dias, a histologia do VD ainda apresenta leve presenca de infiltrado
inflamatdrio. O estresse oxidativo mostra-se compensado, pois os niveis de H20z reduzem e
os niveis de sulfidrilas aumentam (ZIMMER et al., 2020). As analises morfométricas
demonstram hipertrofia do VD (ZIMMER et al., 2020; ZIMMER et al., 2021), porém sem
sinais de congestdo pulmonar ou hepatica (ZIMMER et al., 2020). A analise hemodindmica
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apresenta elevacdo na pressao sistélica do VD (PSVD) (ZIMMER et al., 2020), enquanto que
a ecocardiografia indica AT/ET progressivamente reduzida (LEICHSENRING — SILVA et
al., 2011). Digno de nota, a hipertrofia do VD, a elevacdo da PSVD e uma AT/ET mais
reduzida coincidem com o aumento na PAPm verificada ap6s 14 dias. Sem a presenca de
congestdo pulmonar e hepatica, conclui-se que o VD apresenta hipertrofia compensatéria e
funcdo minimamente preservada.

Apols 21 dias, os cortes histologicos do VD mostram alteracdo, com presenca
moderada de infiltrado de células inflamatérias. O estresse oxidativo descompensa, com
aumento da lipoperoxidagéo, diminuigdo da atividade da enzima SOD e aumento da atividade
da enzima GPx (ZIMMER et al., 2020). A progressiva hipertrofia do VD (CHAO et al., 2021;
FAN et al., 2021; LEICHSENRING — SILVA et al., 2011; ZIMMER et al., 2020; ZIMMER
et al., 2021) é acompanhada pela congestao pulmonar e hepéatica (LEICHSENRING - SILVA
et al., 2011; ZIMMER et al., 2020). A PSVD apresenta elevagdo progressivamente maior
(FAN et al., 2021; ZIMMER et al., 2020) e é detectado aumento na presséo diastdlica final do
VD (PDFVD) (ZIMMER et. al., 2020). Os dados ecocardiograficos demostram disfuncao
diastdlica, com reducdo da razdo entre enchimento rapido e o enchimento lento (E/A) e
aumento do didmetro diastolico do VD (DDVD) (ZIMMER et. al., 2020). A razdo E/A é um
parametro diastolico que mede a razdo entre a velocidade maxima de enchimento rapido (“E”,
dependente do gradiente de pressdo entre o atrio direito (AD) e o VD) pela velocidade
maxima de enchimento lento (“A”, dependente da contragdo atrial). O VD hipertrofiado e
fibrético relaxa menos e aumenta a pressao interna, resultando em menor velocidade do fluxo
de sangue que flui do AD para o VD, diminuindo “E”. Para compensar, o AD contrai mais
fortemente e aumenta a velocidade do fluxo de sangue para o VD, aumentando “A”. Portanto,
a razdo E/A diminui. O DDVD se mostra maior pois o VD se encontra dilatado pela
sobrecarga de volume. Em relagdo as alteracdes sistdlicas, detecta-se reducdo progressiva de
ATI/ET e reducgdo da excursdo sistdlica do plano anular da tricuspide (TAPSE) (ZIMMER et.
al., 2020). A TAPSE é um pardmetro sistolico que mede a movimentacdo do anel da
tricuspide em direcdo ao apice durante a sistole do VD. Seja pela hipertrofia consideravel ou
pela fibrose que a acompanha, 0 VD ndo consegue gerar uma contracdo efetiva para
compensar as elevadas pds-cargas. Assim, a TAPSE diminui. A congestdo pulmonar e
hepética resultam da fungdo ventricular direita insuficiente, a qual ndo compensa as PAPm
extremas detectadas ap6s 21 dias, insuficiéncia reforcada pelos dados hemodinamicos e

ecocardiograficos.
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1.7 Masculo Estriado Esquelético e Hipertensao Arterial Pulmonar

A musculatura estriada esquelética é responsavel por aproximadamente 40% do peso
corporal total (FRONTERA et al., 2015) e, em repouso, consume 30% do O> (MARRA et al.,
2015). Sua funcdo vai além da Obvia contracdo geradora de movimento. Participa da
manutencdo da glicemia, captando glicose ou liberando substratos energéticos como
aminodcidos e lactato.

Tradicionalmente, as fibras musculares esqueléticas sdo classificadas como tipo | ou
tipo Il. O tipo I produz ATP pela fosforilacdo oxidativa mitocondrial, sua velocidade de
contracdo é mais lenta e, portanto, € mais resistente a fadiga. Assim, este tipo necessita de
suprimento vascular extenso e grande quantidade de mitocondrias. Ja o tipo Il produz ATP
pela glicdlise anaerodbica, a velocidade de contracdo é mais rapida e, assim, a geracao dos
subprodutos H* e lactato limitam a funcéo e levam a fadiga rapidamente (FRONTERA et al.,
2015).

Na HAP, os pacientes apresentam intolerancia ao exercicio, fraqueza e a perda de
massa muscular (caquexia) (MARRA et al., 2015). Conforme as limitacbes fisicas, 0s
pacientes sdo categorizados em 4 classes, de acordo com World Health Organization
Functional Class (WHO-FC). WHO-FC | ndo apresentam limitacdes fisicas; WHO-FC 1l sdo
assintomaticos em repouso, mas sob atividades comuns apresentam dispneia, fadiga, dor
tordcica e quase sincope e pequena limitacdo sob atividade fisica; WHO-FC |1l sédo
assintomaticos em repouso, mas sob as menores atividades comuns apresentam dispneia,
fadiga, dor toracica e quase sincope e grande limitacdo sob atividade fisica; WHO-FC IV
apresentam sintomas em repouso e piora sob qualquer atividade fisica, com sinais de
insuficiéncia ventricular direita (LEVINE, 2021). A New York Heart Association (NYHA)
possui outro escore, de 4 classes para insuficiéncia cardiaca, também utilizado para pacientes
com HAP. Na Classe | estdo pacientes que ndo apresentam fadiga excessiva, dispneia ou
palpitacbes em atividades fisicas comuns, sem limitacGes fisicas; na Classe Il estdo
individuos que apresentam fadiga, dispneia, palpitacbes ou angina em atividades fisicas
comuns, tendo limitacdo fisica leve; na Classe Il estdo pacientes que em repouso se sentem
confortaveis, mas apresentam fadiga, dispneia, palpita¢cdes ou angina, apresentando limitacdo
fisica moderada; na Classe IV estdo individuos que sentem desconforto mesmo em repouso e

qualquer atividade fisica exacerba os sintomas, apresentando limitacéo fisica grave.
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Ao nivel da musculatura esquelética, investigacbes comecaram a focar na disfuncao
muscular como uma patologia em si, ndo como mera consequéncia da funcéo cardiopulmonar
debilitante. Ha estudos que detectaram reducdo da angiogénese, alteragfes mitocondriais,
mudangcas de fibras tipo | para tipo 1l e uma teoria que explica as alteragbes musculares as
quais muito se semelham a sindrome metabdlica.

A teoria metabolica, proposta por Paulin e Michelakis, em publicacdo de 2014, coloca
a supressdao mitocondrial da oxidacdo da glicose como o principal evento que leva as
modificacBes da sinalizagdo upstream e downstream em células endoteliais e células
musculares lisas das paredes arteriais pulmonares. No musculo esquelético, resisténcia a
insulina e acimulo de goticulas lipidicas nas fibras musculares sdo frequentemente
encontradas. Pacientes com HAP apresentam niveis sericos elevados de insulina e de
lipideos. Ainda, verifica-se a expressdo reduzida do receptor ativado por proliferadores de
peroxissomos gama (PPARY), o qual regula a adipogénese e o metabolismo da glicose; e da
apolipoproteina E, a qual auxilia na reducdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
oxidadas circulantes. A reducdo da expressdo de PPARy e de apolipoproteina E esta ligada a
resisténcia a insulina e a sindrome metabdlica (Paulin & Michelakis, 2014).

Em um artigo de 2014, realizado em pacientes classes Il e 11l da WHO, a biopsia de
quadriceps femoral apresentou menor area de seccdo transversal e maior proporc¢do de fibras
tipo 1l. Em relacdo as vias de sinalizacdo que levam a sintese ou degradacdo proteica,
fosfoinositideo 3-cinase (PIP3K)/ proteina cinase B (AKT)/ forkhead box subclasse O3
(Foxo3) apresentaram fosforilacdo reduzida. Além disso, os niveis de mRNA da proteina-1
muscular RING-finger (MuRF-1) e de Atrogina-1 estavam aumentados. Foxo3, um fator de
transcricdo presente no nucleo, é responsavel pela expressdo de MuRF-1 e Atrogina-1, as
quais sdo ubiquitina-ligases que levam a degradacdo proteica pelo sistema ubiquitina-
proteossomo. A fosforilacdo e ativacdo da AKT leva a fosforilagdo de Foxo3, o que resulta
em sua exportacdo do nucleo e inibicdo da expressdo de MurF-1 e Atrogina-1. No mesmo
estudo, as mitofusinas 1 e 2 (Mfnl, Mfn2), as quais fazem parte do processo de fusdo
mitocondrial, se apresentaram com niveis diminuidos (BATT et al., 2014).

Em 2015 foi publicado um artigo sobre o proteoma do musculo esquelético de 8
pacientes classes funcionais Il e 111 da NYHA. O proteoma revelou diminui¢do da expressao
de proteinas relacionadas a fosforilacdo oxidativa como as do ciclo de Krebs (isocitrato-
desidrogenase e a-cetoglutarato-desidrogenase) e de subunidades de proteinas da cadeia de
transporte de elétrons dos complexos I, 11l e V. As biopsias do musculo vasto lateral de
pacientes com HAP apresentaram propor¢cdo menor de fibras do tipo | e maior de fibras do
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tipo Il. Além disso, musculo dos pacientes tem aumento da atividade da lactato-
desidrogenase (LDH) e diminuicdo da atividade da piruvato-desidrogenase (PDH). Esses
dados corroboram os resultados do proteoma, indicando mudanca no padrdo metabolico da
fosforilagdo oxidativa para a glicolise anaerébia. Anomalias mitocondriais também foram
detectadas, pois 0 musculo de pacientes continha menor quantidade de mitocondrias e estas
se apresentaram deformadas, edemaciadas e com perda de cristas (MALENFANT et al.,
2015).
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2 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a HAP é uma doencga progressiva e que 0 estresse oxidativo estd
envolvido na sua patogénese. Pacientes com HAP apresentam alteragfes na musculatura
esquelética que limitam sua funcionalidade. Nao ha estudos que avaliem o estresse oxidativo
em musculos esqueléticos ao longo da progressdo da HAP. Desta forma, este estudo vem

suprir esta lacuna na literatura cientifica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliacdo temporal do estresse oxidativo nos muasculos diafragma e gastrocnémio em

ratos com hipertens&o arterial pulmonar induzida por monocrotalina.

3.2 Objetivos especificos

Induzir a hipertenséo arterial pulmonar.
Avaliar a perda de massa muscular.

Avaliar parametros de estresse oxidativo muscular.
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Resumo: Intolerancia ao exercicio e fraqueza muscular sdo encontradas em pacientes e em modelos animais de
inducéo a hipertenséo arterial pulmonar (HAP). Como em humanos, animais doentes demonstram alteracdes na
musculatura esquelética. Objetivou-se avaliar temporalmente o estresse oxidativo nos musculos diafragma e
gastrocnémio em ratos com HAP induzida por monocrotalina (MCT). Dividiu-se 48 ratos Wistar machos, +180
gramas, em grupos Controle (CTR) e MCT 7, 14 e 21 dias. Administrou-se Unica dose MCT via intraperitoneal
(60 mg/Kg) para inducdo da HAP. Diafragma e gastrocnémio foram coletados e pesados. Mediu-se niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs), lipoperoxidagdo (TBARS), concentracdo de sulfidrilas e atividades das
enzimas NADPH oxidase (NOX), superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPXx).
Gastrocnémio demonstrou atrofia no MCT21. Atividade da NOX aumentou em todos os tempos medidos no
diafragma e apenas no MCT21 no gastrocnémio. Niveis de EROs aumentaram no MCT7 no gastrocnémio. No 7°
dia, aumentou TBARS nos animais MCT tanto no diafragma quanto no gastrocnémio. No 21° dia, aumentou
atividade da SOD em relacdo ao controle e demais tempos no diafragma e apenas no MCT7 no gastrocnémio.
Atividade da CAT reduziu nos MCT7 e MCT14, respectivamente no diafragma e gastrocnémio. No 21° dia,
aumentou atividade da GPx em relacdo ao controle no diafragma e MCT7 no gastrocnémio; enquanto que esta
reduziu nos MCT14 e MCT21 no gastrocnémio. Conclui-se que o diafragma estava mais protegido da oxidagdo

do que o gastrocnémio, no qual o ambiente mais oxidativo pode ter contribuido para a perda de massa muscular.

Palavras-chave: hipertensao arterial pulmonar; monocrotalina; masculo esquelético; estresse oxidativo; atrofia

muscular.

Introducéo

A hipertenséo arterial pulmonar (HAP) pertence ao grupo | da classificacdo do World Symposium on Pulmonary
Hypertension (WSPH) [1, 2, 3, 4, 5]. A patologia € relativamente rara mas sua cronicidade, impactos na
qualidade de vida e alta mortalidade, apesar dos avangos terapéuticos, faz dela um campo de pesquisa que carece
de maior investigacdo da comunidade cientifica. Os mecanismos fisiopatolégicos incluem o remodelamento de
pequenas artérias e arteriolas pulmonares [3, 5 ,6], vasoconstrigdo sustentada [3, 5, 6], perda da complacéncia

vascular [7] e a consequente elevacdo da pressdo arterial pulmonar média (PAPm). O ventriculo direito (VD)
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possui mecanismos de adaptacdo ao aumento crénico da pds-carga [8], mas a evolucdo para insuficiéncia
cardiaca direita [8, 9] ocorre na grande maioria dos pacientes que, em média, tem sobrevida de 3 ou 4 anos [2,
3].

Os pacientes relatam sintomas de dispneia, fadiga e fraqueza muscular mesmo sob minimos esforgos. De fato, a
intolerancia ao exercicio fisico e queda na qualidade de vida sio umas das principais marcas da HAP [10, 11]. E
6bvio que a troca gasosa prejudicada devido a limitagéo do fluxo sanguineo arterial pulmonar para os alvéolos, a
sobrecarga do VD, a diminuicdo do retorno venoso e consequentemente a reducdo do débito cardiaco
proporcionam limitacBes as atividades que demandam maior aporte de sangue oxigenado aos tecidos.
Entretanto, também ha indicios de disfuncdo ao nivel do musculo estriado esquelético, sendo relatados na
literatura a reducdo da angiogénese [12, 13], alteracdes estruturais mitocondriais [14], metabolismo energético
apresentando perfil glicolitico [14], mudangas de fibras tipo | para tipo 1l [14, 15], redugdo da area de seccdo
transversal muscular [15] e inclus@es lipidicas [14].

Na literatura, muitas redes de sinalizacdo celular se encontram alteradas em cada uma das condicBes
supracitadas. Entretanto, pouco se sabe, neste contexto, 0 comportamento espago-temporal de redes emergentes
de sinalizagdo como, por exemplo, aquelas envolvendo espécies reativas de oxigénio (EROs). EROs podem se
encaixar no conceito de antagonismo pleiotrépico, ou seja, doses baixas ou fisiol6gicas sdo requeridas para a
manutencdo ou adaptacdo celular a determinados estimulos, enquanto que doses altas levam & danos em
lipideos, proteinas e DNA. Se uma célula é desafiada a estimulos aumentando niveis de EROs para se adaptar
através de modulacbes de redes de sinalizacdo, diz-se que esta sob eustresse oxidativo. Porém niveis supra-
fisiol6gicos de EROs levam a danos as estruturas celulares, fato denominado distresse oxidativo [16]. O estado
estacionario das EROs se mantém através de enzimas produtoras, removedoras e/ou transformadoras. Entre as
produtoras esta a fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida reduzido (NADPH) oxidase (NOX), que
reduz O, em anion superoxido (O.*). J& entre as removedoras/transformadoras estdo a superoxido dismutase
(SOD), a qual realiza a dismutagao enzimatica do O,* em peroxido de hidrogénio (H-0-) e O; a catalase (CAT),
que realiza a reducédo de H,O,em 2 H,O e O; e a glutationa peroxidase (GPx), a qual realiza a reducédo de H,0;
e de hidroperoxidos orgénicos [16, 17, 18].

O Oy*, por ter meia vida curta devido & dismutagdo espontdnea ou enzimatica, ndo parece ter caracteristicas
apropriadas para ser um segundo mensageiro. Ao contrario, pode oxidar fosfolipideos de membrana préximos
ao seu local de producéo, assim como em proteinas de membrana. Porém, o H,O, possui caracteristicas de maior
estabilidade, difusdo entre membranas e possibilidade de interages oxidativas com proteinas redox-sensiveis,
principalmente com residuos de cisteina disponiveis para tal finalidade. Muitas proteinas contém residuos de
cisteina estrategicamente inseridos na estrutura proteica para sofrerem oxidagdo ou reducdo, os grupamentos
tidis (-SH). Essas modificagbes pos-traducionais as tornam responsivas ao estado redox e, deste modo, podem
desencadear varias acBes adaptativas na sinalizagdo celular como ativagdo/inibicdo de cinases ou fosfatases,
modificagdes em canais idnicos e ativacdo de fatores de transcricdo [16, 17]. Para respostas temporais
apropriadas, essas proteinas devem voltar aos seus estados reduzidos. Neste momento entram em cena
antioxidantes nao enzimaticos, como a glutationa reduzida (GSH), e enzimas, como a GPx. Essas proteinas e
outras moléculas de baixo peso molecular, contendo tiois, sdo coletivamente denominadas sulfidrilas e auxiliam

na manutencéo da reversibilidade da oxidac&do de proteinas redox-sensiveis [19, 20].
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Os musculos diafragma e gastrocnémio utilizados neste estudo sdo provenientes de ratos Wistar machos
induzidos a HAP por MCT de outro trabalho [21]. No trabalho citado, o leitor podera encontrar dados sobre as
alterages temporais no 7°, no 14° e no 21° dia referentes as PAPm, a hipertrofia do VD, a congestéo hepatica e
pulmonar e aos danos nitrosativos no pulméo. Assim, o leitor terd a certeza de que os ratos foram induzidos e
desenvolveram HAP por MCT, apresentando a evolugdo das caracteristicas classicas da patologia ao longo do
tempo. No pulmdo, o estresse oxidativo foi significativo no 21° dia, contribuindo nos mecanismos de
vasoconstricdo e remodelamento das paredes arteriais [21]. Em relacdo VD, outro estudo demonstrou que no 7°
e no 14° dia o estresse oxidativo contribuiu nos mecanismos inflamatérios e de hipertrofia ventricular [22].

Na HAP, as investigacdes se concentram no pulméo e no VD, como os parametros que medem o balanco redox
e suas implicacbes na fisiopatologia do remodelamento vascular arterial pulmonar e na hipertrofia e
insuficiéncia do VD. O musculo estriado esquelético de individuos com HAP apresenta alteragdes, mas onde o
balanco redox se encaixa na modulacdo das redes de sinalizacdo que levam a essas altera¢fes? Ainda, qual o
comportamento temporal do balango redox, no musculo esquelético, ao longo da progressdo da doenca? Neste
estudo, foram avaliadas algumas altera¢6es temporais do estado redox da musculatura esquelética (diafragma e

gastrocnémio) dos animais induzidos a HAP por MCT.

Objetivo

Avaliacdo temporal do estresse oxidativo nos musculos diafragma e gastrocnémio em ratos com hipertensdo

arterial pulmonar induzida por monocrotalina.

Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados um total de 48 ratos Wistar machos, pesando 180 + 5 gramas (g). Todos 0s procedimentos
experimentais foram submetidos a analise e aprovagio pelo Conselho de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFRGS, sob protocolo nimero 32151.

Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram divididos em 6: Controle (CTR) 7 dias, CTR 14 dias e CTR 21 dias;
Monocrotalina (MCT) 7 dias, MCT 14 dias e MCT 21 dias. Cada um dos 6 grupos continha 4 animais. Os ratos
foram mantidos a 22°C, com ciclo de 12 horas claro/escuro e tiveram acesso a agua e a racao peletizada ad

libitum.

Inducéo da HAP
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A monocrotalina (Sigma — Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) foi administrada aos grupos MCT em dose Unica
de 60 miligramas por quilograma (mg/Kg) de peso corporal, por via intraperitoneal. Ja os grupos CTR
receberam mesmo volume de solucéo salina 0.9%, pela mesma via de administracéo.

Peso corporal final e peso dos musculos

Os ratos foram pesados a cada 3 dias para observacdo do ganho de peso e obtencdo do peso corporal final. Apds

a limpeza dos tecidos, os masculos foram pesados em uma balanca de precisao.

Eutanasia

Ao final de 7, 14 e 21 dias, os animais foram anestesiados com ketamina (dose de 90 mg/Kg) e xilazina (dose de

10 mg/Kg) por via intraperitoneal. Apds a sobrecarga anestésica, seguiu-se a decapitacdo por guilhotina.

Coleta de amostras

Os musculos diafragma e gastrocnémio foram coletados, limpos em solucdo de cloreto de sédio (NaCl) 0.9%,

pesados, congelados em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados a -80°C.

Homogeneizacao dos tecidos

Os tecidos musculares foram homogeneizados em cloreto de potassio (KCI) 1.15%, fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) e TRITON 10%, resfriados em gelo. O homogenato foi centrifugado a 1000 g durante
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e congelado a -80°C.

Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteina seguiu 0 método de Lowry [23].

Analise de espécies reativas de oxigénio (EROs)

O método utiliza a oxidagdo do reagente 2’, 7’—diclorofluorescina (DCFH), uma substancia ndo fluorescente,
por EROs, gerando o produto fluorescente 2°,7’—diclorofluoresceina (DCF). Leitura em espectrofotdmetro de
fluorescéncia (LS 55, Perkin Elmer, MA, EUA), com 480 nandmetros (nm) de excitacdo e 535 nm de emisséo
[24]. Os resultados foram expressos em picomol por miligrama (pmol/mg) de proteina.

Andlise da lipoperoxidacao

O método utiliza o acido tiobarbitdrico (TBARS), o qual reage com o malondialdeido, um produto da

lipoperoxidacdo lipidica causada por EROs. Quando combinados sob certas condi¢Ges, produzem um composto
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de coloracdo avermelhada. Leitura em espectrofotdmetro, a 535 nm [25]. Os resultados foram expressos em

nanomol por miligrama (nmol/mg) de proteina.

Andlise da atividade da enzima NADPH oxidase (NOX)

A atividade da enzima NOX foi medida através do decaimento nas concentra¢cdes de NADPH. Leitura em
espectrofotdbmetro (Cary 1E UV-Visible, Varian, CA, EUA) a 340 nm [26]. Os resultados foram expressos em
nmol NADPH/min/mg de proteina.

Andlise de sulfidrilas

O método utiliza o reagente de Ellman &cido 5,5—ditio—bis—(2—-nitrobenzo6ico) (DTNB). Os grupamentos tiois
nas cadeias laterais proteicas clivam a ligagdo dissulfeto do DTNB gerando o anion 2-nitro-5 tiobenzoato
(TNB?), de coloragdo amarela. Leitura em espectrofotdmetro (Anthos Zenyth 200 rt, Biochrom, RU), a 412 nm

[27]. Os resultados foram expressos em micromol de DTNB por miligrama de proteina (um/mg).

Analise da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD foi medida através da inibicdo da autoxidacdo do reagente 1,2,3 — benzenotriol
(pirogalol) pelo O,*- em meio alcalino. Leitura em espectrofotdmetro (Cary 1E UV-Visible, Varian, CA, EUA)
a 420 nm durante 1.0 minuto [28]. Os resultados foram expressos em unidades de SOD por miligrama de
proteina (U/mg).

Analise da atividade da enzima catalase (CAT)

O método emprega o decaimento nas concentracdes de H»O,. Leitura em espectrofotémetro (Cary 1E UV-
Visible, Varian, CA, EUA) a 240 nm durante 1.0 minuto [29]. Os resultados foram expressos em pmol de
H,0,/mg de proteina.

Analise da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

O método é uma medida indireta da atividade da GPx, detectando o consumo de NADPH pela Glutationa
Redutase (GR). Leitura em espectrofotdmetro (Cary 1E UV-Visible, Varian, CA, EUA) a 340 nm durante 1.5
minutos [30]. Resultados expressos em nmol/min/mg de proteina.

Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro — Wilk. Para os resultados que apresentaram
distribuicdo normal, foi realizada a analise de variancia de duas vias (ANOVA duas — vias), complementada

pelo teste de Student — Newman — Keuls. J& os resultados que ndo apresentaram distribuicdo normal foram
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submetidos ao teste de Kruskall — Wallis. As diferencas foram consideradas significativas quando a
probabilidade de erro o foi menor do que 0.05 (p < 0.05).
Resultados
Peso corporal final e peso dos musculos
Apobs 14 e 21 dias de indugdo da HAP, os animais apresentaram, progressivamente, menor ganho de peso
comparado ao respectivo grupo controle, MCT 7 dias e MCT 14 dias (Tabela 1).
O musculo diafragma ndo apresentou diferencas de peso entre os grupos, ao longo do protocolo experimental
(Tabela 1). Apds 21 dias de inducdo da HAP, o muUsculo gastrocnémio apresentou peso menor comparado com
seu controle (Tabela 1).
Anélise de EROs
O musculo diafragma ndo apresentou diferencas na concentracdo de EROs entre os grupos ao longo do
protocolo experimental (Figura 1A). Ap6s 7 dias de indugdo da HAP, o musculo gastrocnémio apresentou maior
quantidade de EROs comparado com seu controle (Figura 1B).

Andlise de lipoperoxidacéo

Ap6s 7 dias de inducdo da HAP, tanto o masculo diafragma quanto o gastrocnémio apresentaram aumentos na

lipoperoxidagdo comparados com seus controles (Figura 2).
Andlise da atividade da enzima NOX
O mausculo diafragma apresentou aumento da atividade da enzima NOX comparado aos controles, em todos 0s

tempos medidos (Figura 3A). Apds 21 dias de inducdo da HAP, o musculo gastrocnémio apresentou aumento na

atividade da enzima NOX comparado com seu controle (Figura 3B).

Anélise de sulfidrilas

Tanto o musculo diafragma quanto o gastrocnémio nao apresentaram diferencas na quantidade de sulfidrilas

entre os grupos ao longo do protocolo experimental (Figura 4).

Anélise da atividade da enzima SOD

Apo6s 21 dias de inducdo da HAP, o musculo diafragma apresentou aumento na atividade da enzima SOD

comparado com seu controle, grupo MCT 7 dias e grupo MCT 14 dias (Figura 5A). Ap6s 7 dias de inducdo da
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HAP, o misculo gastrocnémio apresentou aumento na atividade da enzima SOD comparado com seu controle
(Figura 5B).

Andlise da atividade da enzima CAT

Apo6s 7 dias de inducdo da HAP, o misculo diafragma apresentou diminuicdo na atividade da enzima CAT
comparado com seu controle (Figura 6A). Ap6s 14 dias de inducdo da HAP, o misculo gastrocnémio apresentou

diminuicdo na atividade da enzima CAT comparado com seu controle e com o grupo MCT 7 dias (Figura 6B).

Andlise da atividade da enzima GPx

Ap6s 21 dias de inducdo da HAP, o musculo diafragma apresentou aumento na atividade da enzima GPx
comparado com seu controle (Figura 7A). Ap6s 7 dias de inducdo da HAP, o musculo gastrocnémio apresentou
aumento na atividade da ENZIMA GPx comparado com seu controle. Porém, apés 14 e 21 dias de indugdo da
HAP, os grupos MCT 14 dias e MCT 21 dias apresentaram diminui¢do na atividade da enzima GPx comparado
com o grupo MCT 7 dias (Figura 7B).

Discussao

A escolha do diafragma e do gastrocnémio teve como objetivo observar os diferentes comportamentos de um
musculo ventilatério e de um muasculo periférico, no contexto do estado redox e de massa muscular, na
progressao da HAP.

O peso do diafragma nédo variou entre grupos induzidos a HAP e seus respectivos controles, em nenhum dos
tempos medidos. Portanto ndo houve atrofia, talvez devido a sobrecarga de trabalho muscular, ja que os ratos
com HAP apresentam taquipneia. O musculo gastrocnémio reagiu de forma diferente, demonstrando atrofia no
21° dia nos animais induzidos a HAP, momento no qual os ratos se mostravam extremamente prostrados e
apéticos.

No diafragma, ndo houve altera¢cdes nas concentragdes de EROs em nenhum dos tempos medidos, entretanto, no
7° dia houve aumento na lipoperoxidagdo. No gastrocnémio, no 7° dia, a concentracdo de EROs estava elevada
assim como a lipoperoxidacéo.

No diafragma, os aumento da atividade da NOX dos animais induzidos @ HAP em relagdo aos respectivos
controles, em todos os tempos medidos, pode estar relacionado com a sobrecarga de trabalho de contragdo. Por
ser o principal musculo envolvido no processo de ventilagdo, sofre sobrecarga de trabalho sob taquipneia. As
NOXs se situam no sarcolema, no reticulo sarcoplasmatico (RS) e nos tabulos transversos [31, 32, 33]. Estudos
demonstraram que a contracdo muscular acarretou na ativacdo da NOX pela repetida despolarizacdo da
membrana sarcoplasmatica [33] e, ainda, o O,* gerado pode ter fungdo na liberagdo de Ca?* do RS por
modificagdes oxidativas nos receptores de rianodina (RyR), podendo gerar desacoplamento da excitacdo-
contracdo [32, 34]. O aumento da lipoperoxidacdo no 7° dia pode ser consequéncia da producéo de O,* pela
NOX, pois 0 O,* tem meia vida curta devido a dismutagdo espontanea ou enzimatica, mas pode oxidar

fosfolipideos adjacentes ao local de produgdo, como no sarcolema e no RS. No gastrocnémio, houve aumento da
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atividade da NOX somente no 21° dia, em relacdo ao seu controle. Na literatura ha relatos de que o desuso
prolongado da musculatura esquelética também acarreta no aumento da atividade da NOX, em um mecanismo
que culmina em atrofia [35]. Coincidentemente, no 21° dia, o gastrocnémio dos animais induzidos a HAP
apresentou peso menor em comparacao ao respectivo grupo controle. Nota-se que a atividade da NOX aumentou
de forma muito acentuada e é pouco provavel que tenha causa no aumento da atividade fisica dos animais, uma
Vez que, nesse estagio, apresentavam-se extremamente prostrados. Outras causas de aumento da atividade da
NOX sdo os altos niveis de citocinas pré-inflamatorias circulantes como IL-6 [36], TNF-a [35] e ANGII [26].
Estudos em pacientes [37] e em animais induzidos a HAP [38] demonstraram altos niveis séricos de ANGII e
aldosterona, as quais contribuem com as alteracBes vasculares pulmonares e do VD [37, 38]. Em um trabalho
publicado em 2006, utilizando cultura celular de células musculares esqueléticas L6 de ratos, provou-se que, no
musculo esquelético, a ANGII foi capaz de elevar a atividade da NOX e, ainda, tornar as fibras musculares
resistentes a insulina [26], corroborando a teoria metabdlica proposta por Paulin e Michelakis [39].

A anélise da estabilidade nos niveis de sulfidrilas, tanto no diafragma quanto no gastrocnémio, merece atengdo
especial. Proteinas e enzimas, as quais contem grupamentos tidis, fazem parte ndo somente da defesa
antioxidante, mas também da sinalizacdo celular redox-sensivel, ativando fatores de transcricdo como o fator de
transcrigdo nuclear kappa B (NF-xB), proteina-1 ativadora (AP-1), fator 2 relacionado ao fator nuclear eritroide
2 (NRF2) e fator induzivel por hipoxia (HIF). Estes, por sua vez, sdo responsaveis pela transcri¢do de genes de
adaptacdo da célula aos estimulos de estresse, como a transcri¢do génica da SOD, CAT e GPx [16, 17, 31]. As
redes de controle e regeneragdo da oxidacdo de grupamentos —SH incluem vérias enzimas como a GPx, a
glutationa redutase (GR), a glutaredoxina (Grx), a tioredoxina (Trx) e a tioredoxina redutase (TrxR), além das
moléculas GSH e NADPH. A GSH é necesséria para que a GPx transforme H,O, em H,O e para que a Grx
reduza proteinas com —SH oxidados. A GSSG formada nesses processos deve ser reduzida e reciclada a duas
moléculas GSH de pela GR, a qual utiliza NADPH como equivalente redutor. NADPH é necessario para que a
TrxR reduza a Trx oxidada quando esta reduz proteinas com —SH oxidados. N&o havendo deple¢do de GSH e de
NADPH, o sistema antioxidante baseado nas sulfidrilas pode ndo sofrer alteracbes e a sinalizacdo celular
composta por modificaces pds-traducionais de grupamentos —SH pode manter a funcdo de resposta aos
estimulos oxidativos. De fato, Becker e colaboradores, em publicagdo de 2022, analisaram o musculo
gastrocnémio de ratos induzidos @ HAP por MCT ap6s 28 dias e a razdo GSH/GSSG se manteve inalterada em
relacdo ao controle [40].

Interessante foi a volta a normalidade na concentracdo de EROs e lipoperoxidacéo no 14° dia, no gastrocnémio,
e da lipoperoxidacao, no diafragma. Essa volta a normalidade pode ser atribuida ao aumento da atividade da
SOD e da GPx no gastrocnémio no 7° dia, seguido da queda das atividades da CAT e da GPx no 14° dia. Sabe-
se, pela literatura, que a elevagdo nas concentracfes de espécies reativas ou danos estruturais celulares ativam
mecanismos de sinalizacdo de defesa. Vias classicas de sinalizacdo redox-sensiveis sdo a ativacdo de NF-«B,
AP-1 e NRF2, os quais atuam como fatores de transcrigdo para SOD, CAT e GPx [17, 31, 32, 41, 42].

Nos primeiros 7 dias, os parametros que detectam o estresse oxidativo, como niveis de EROs e lipoperoxidacéo,
estdo elevados em ambos os musculos. Porém, em 14 dias, os danos sdo mitigados no diafragma, provavelmente
pela ativagdo dos mecanismos de defesa antioxidantes, os quais sdo reforcados em 21 dias pelas maiores
atividades da SOD e da GPx. No gastrocnémio, em 14 dias, ha estabilizacdo dos danos oxidativos ao mesmo

tempo em que ocorrem a reducdo da atividade da CAT e da GPx. Talvez, entre o0 7° e 0 14° dia, 0 gastrocnémio



50

passe de um ambiente oxidativo estabilizado para um prd-oxidante, reforcado em 21 dias pela reducdo da
atividade da GPx e da elevacdo da atividade da NOX. Um ambiente mais oxidativo poderia estar envolvidos na
sinalizacdo redox-sensivel que leva as modificagGes musculares conhecidas, como as alteragdes no padréo de

fibras, mitocondriais, metabdlicas, angiogénicas e, no caso do gastrocnémio, a atrofia.

Conclusao

Na musculatura esquelética, a HAP leva a mudancas no estado redox celular. A NOX é uma das principais
enzimas produtoras de EROs e, devido tanto ao constante trabalho de contracdo do diafragma quanto pela
inatividade do gastrocnémio, pode ser ativada facilmente, inclusive por mediadores inflamatérios circulantes. O
diafragma apresenta melhor protecdo contra a oxidacdo pois, apesar da atividade da NOX estar maior em todos
os tempos medidos, ndo ha aumento de EROs e, aos 21 dias, as atividades da SOD e da GPx aumentam. O
gastrocnémio demonstra maior susceptibilidade a oxidacdo. Apesar de controlar o aumento de EROs e de
TBARS entre 0 7° e 0 14° dia, no 21° dia a atividade elevada da NOX em conjunto com a reduzida atividade da
GPx gera ambiente prd-oxidante. Este ambiente pré-oxidante pode estar contribuindo com os mecanismos de

perda de massa muscular.
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Legendas

Tabela 1 Peso corporal final e peso dos musculos diafragma e gastrocnémio, nos grupos controle e
monocrotalina, em 7, 14 e 21 dias. Valores representam média + desvio padrdo, n amostral de 7-8 por grupo. g:
gramas; MCT: monocrotalina; a: (p < 0.05) em comparacdo ao respectivo grupo controle; b: (p < 0.05) em
comparagdo com o grupo MCT 7 dias; c: (p < 0.05) em comparacdo com o grupo MCT 14 dias. Fonte:

elaborada pelo autor.

Fig. 1 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Figura 1 A, analise de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) no
diafragma. Figura 1 B, andlise de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) no gastrocnémio. Valores representam
média + desvio padrdo, n amostral de 7-8 por grupo. Dados analisados por meio de ANOVA-2 vias. mg:
miligramas; prot.: proteina; CTR: controle; MCT: monocrotalina; d: dias; a: (p < 0.05) em comparagdo ao

respectivo grupo controle. Fonte: elaborada pelo autor.
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Fig. 2 Andlise de Lipoperoxidacdo (TBARS). Figura 2 A, analise de lipoperoxidacdo (TBARS) no diafragma.
Figura 2 B, andlise de lipoperoxidagdo (TBARS) no gastrocnémio. Valores representam média + desvio padréo,
n amostral de 7-8 por grupo. Dados analisados por meio de ANOVA-2 vias. nmol: nanomol; mg: miligramas;
CTR: controle; MCT: monocrotalina; d: dias; a: (p < 0.05) em comparag8o ao respectivo grupo controle. Fonte:

elaborada pelo autor.

Fig. 3 Atividade da enzima NADPH oxidase (NOX). Figura 3 A, atividade da enzima NADPH oxidase (NOX)
no diafragma. Figura 3 B atividade da enzima NADPH oxidase (NOX) no gastrocnémio. Valores representam
média + desvio padrdo, n amostral de 7-8 por grupo. Dados analisados por meio de ANOVA-2 vias. nmol:
nanomol; min: minuto; mg: miligrama; prot: proteina; CTR: controle; MCT: monocrotalina; d: dias; a: (p <

0.05) em comparacao ao respectivo grupo controle. Fonte: elaborada pelo autor.

Fig. 4 Andlise de Sulfidrilas. Figura 4 A, analise de Sulfidrilas no diafragma. Figura 4 B, andlise de Sulfidrilas
no gastrocnémio. Valores representam média + desvio padrdo, n amostral de 7-8 por grupo. Dados analisados
por meio de ANOVA-2 vias. umol: micromol; mg: miligrama; CTR: controle; MCT: monocrotalina; d: dias.

Fonte: elaborada pelo autor.

Fig. 5 Atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD). Figura 5 A, atividade da enzima Superoxido
Dismutase (SOD) no diafragma. Figura 5 B atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD) no gastrocnémio.
Valores representam média + desvio padrdo, n amostral de 7-8 por grupo. Dados analisados por meio de
ANOVA-2 vias. U: unidade; mg: miligrama; prot.: proteina; CTR: controle; MCT: monocrotalina; d: dias; a: (p
< 0.05) em comparacdo ao respectivo grupo controle; b: (p < 0.05) em comparacdo com o grupo MCT 7d; c: (p

< 0.05) em comparagdo com o grupo MCT 14d. Fonte: elaborada pelo autor.

Fig. 6 Atividade da enzima Catalase (CAT). Figura 6 A, atividade da enzima Catalase (CAT) no diafragma.
Figura 6 B atividade da enzima Catalase (CAT) no gastrocnémio. Valores representam média + desvio padrdo, n
amostral de 7-8 por grupo. Dados analisados por meio de ANOVA-2 vias. Ativ.: atividade; pmol: picomol; mg:
miligrama; prot.: proteina; CTR: controle; MCT: monocrotalina; d: dias; a: (p < 0.05) em comparacdo ao
respectivo grupo controle; b: (p < 0.05) em comparagéo com o grupo MCT 7d. Fonte: elaborada pelo autor.

Fig. 7 Atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx). Figura 7 A, atividade da enzima Glutationa Peroxidase
(GPx) no diafragma. Figura 7 B atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx) no gastrocnémio. Valores
representam média + desvio padrdo, n amostral de 7-8 por grupo. Dados analisados por meio de ANOVA-2 vias.
Ativ.: atividade; nmol: nanomol; min: minuto; mg: miligrama; prot.: proteina; CTR: controle; MCT:
monocrotalina; d: dias; a: (p < 0.05) em comparagao ao respectivo grupo controle; b: (p < 0.05) em comparacéo

com o grupo MCT 7d. Fonte: elaborada pelo autor.
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7 Dias 14 Dias 21 Dias

Parametros

Controle MCT Controle MCT Controle MCT
Peso corporal final
(9 3448 2548 71x12 53020 13914 T1+15abe
Peso Diafragma
(2) 0.67£0.07  0.52+0.07 0.62+0.07 0.57£0.11 0.694+0.14 0.574+0.09
Peso Gastrocnémio
(2) 1.14+0.09 1.16+0.10 1.30+0.06 1.34+0.10 1.69+0.15 1.4420.132
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Fig. 2 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)
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Fig. 2 Anélise de Lipoperoxidacédo (TBARS)
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Fig. 3 Atividade da enzima NADPH oxidase (NOX)
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Fig. 4 Andlise de Sulfidrilas
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Fig. 5 Atividade da enzima Super6xido Dismutase (SOD)
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Fig. 6 Atividade da enzima Catalase (CAT)
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Fig 7 Atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx)
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os principais resultados demonstram que, na musculatura esquelética, a HAP leva a
mudancas no estado redox celular. A NOX é uma das principais enzimas produtoras de EROs
e, devido tanto ao constante trabalho de contragdo do diafragma quanto pela inatividade no
gastrocnémio, pode ser ativada facilmente, inclusive por mediadores inflamatorios
circulantes. O diafragma apresenta melhor protecdo contra a oxidacdo pois, apesar da
atividade da NOX estar maior em todos os tempos medidos, ndo ha aumento de EROs e, aos
21 dias, as atividades da SOD e da GPx aumentam. O gastrocnémio demonstra maior
susceptibilidade a oxidacdo. Apesar de controlar o aumento de EROs e de TBARS entre 0 7°
e 0 14° dia, no 21° dia a atividade elevada da NOX em conjunto com a reduzida atividade da
GPx gera ambiente pro-oxidante. Este ambiente pro-oxidante pode estar contribuindo com os
mecanismos de perda de massa muscular. Os méritos deste trabalho de pesquisa sdo o
pioneirismo na analise temporal do estado redox, na musculatura esquelética, no modelo de
inducdo da HAP pela monocrotalina, visto que hd uma escassez na literatura sobre a
participacdo das EROs e sua contribuicdo nas alteracdes musculares ja descritas.

Como perspectivas, seria de grande valor cientifico uma analise mais aprofundada dos
mecanismos envolvidos nas alteracbes musculares. Analises temporais histologicas dos
mausculos, visando alterac6es no diametro das fibras, mudancas no tipo de fibras e inflamacéo
local. Também anélises temporais da expressao proteica por Western Blot, visando avaliar o
balanco de sintese e degradacdo proteica, representado pelas proteinas MuRF-1 e Atrogina-1,
ja que ha atrofia muscular. Além disso, avaliar temporalmente a razdo GSH/GSSG e 0s niveis
celulares de H.O», importante segundo mensageiro, e outros parametros de dano, como
carbonilas e 4-hidroxinonenal. Também niveis séricos de IL-6, TNF-a e ANGII. Dessa forma,
poderiamos estabelecer com maior profundidade as ligacGes temporais entre os estados redox

celulares e os mecanismos que levam as alteracdes musculares encontradas na HAP.
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bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-
case letters (or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors
of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.
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Declarations'. This should be placed after the References section. Please note that submissions that do not
include required statements will be returned as incomplete.

Funding
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any grants received (please give the name of the funding agency and grant number).
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Authors are encouraged to include a statement that specifies the contribution of every author to the research
and preparation of the manuscript.
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were performed by [full name], [full name] and [full name]. The first draft of the manuscript was written by
[full name] and all authors commented on previous versions of the manuscript. All authors read and approved
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Please refer to the “Authorship Principles ’
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Data Availability

All original research must include a Data Availability Statement. Data Availability Statements should provide
information on where data supporting the results reported in the article can be found. Statements should
include, where applicable, hyperlinks to publicly archived datasets analysed or generated during the study.
When it is not possible to share research data publicly, for instance when individual privacy could be
compromised, data availability should still be stated in the manuscript along with any conditions for access.
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“The datasets generated during and/or analysed during the current study are not publicly available due to
[REASON(S) WHY DATA ARE NOT PUBLIC] but are available from the corresponding author on
reasonable request.].”

Please refer to the “Research Data Policy and Data Availability” section below for more information on how
to complete this section.

In addition to the above, manuscripts that report the results of studies involving humans and/or animals should
include the following declarations:

Ethics approval

Authors of research involving human or animal subjects should include a statement that confirms that the
study was approved (or granted exemption) by the appropriate institutional and/or national research ethics
committee (including the name of the ethics committee and reference number, if available). For research
involving animals, their data or biological material, authors should supply detailed information on the ethical
treatment of their animals in their submission. If a study was granted exemption or did not require ethics
approval, this should also be detailed in the manuscript.

“This study was performed in line with the principles of the Declaration of Helsinki. Approval was granted by
the Ethics Committee of University B (Date.../No....).”

“This is an observational study. The XYZ Research Ethics Committee has confirmed that no ethical approval
is required.”

For detailed information on relevant ethical standards and criteria, please refer to the sections on “Research
involving human participants, their data or biological material”, “Research involving animals, their data or
biological material”.

Tables

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.

Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference at the
end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance
values and other statistical data) and included beneath the table body.
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Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MSOffice files
are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
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Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures are legible
at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution of 1200
dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the figures
themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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Combination Art
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing, extensive
lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be
visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and white. A simple
way to check this is to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different
colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2-3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an axis and
20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive
numbering of the main text. Do not number the appendix figures,"Al, A2, A3, etc." Figures in online
appendices [Supplementary Information (S1)] should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include the
captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end of the
caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as coordinate
points in graphs.
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Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference citation at
the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted within the body of the text. Only if the file size of the manuscript causes
problems in uploading it, the large figures should be submitted separately from the text.

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For large-sized journals the figures should be 84 mm (for double-column text areas), or 174 mm (for
single-column text areas) wide and not higher than 234 mm.

For small-sized journals, the figures should be 119 mm wide and not higher than 195 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the
copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant
electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to
receive these permissions. In such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure
that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-to-
Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind users would
then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Ethical Responsibilities of Authors
This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the Committee
on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to deal with potential acts
of misconduct.
Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in the journal, the
professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific endeavour. Maintaining integrity
of the research and its presentation is helped by following the rules of good scientific practice, which
include*:

The manuscript should not be submitted to more than one journal for simultaneous consideration.

The submitted work should be original and should not have been published elsewhere in any form or
language (partially or in full), unless the new work concerns an expansion of previous work. (Please provide
transparency on the re-use of material to avoid the concerns about text-recycling (‘self-plagiarism’).

A single study should not be split up into several parts to increase the quantity of submissions and
submitted to various journals or to one journal over time (i.e. ‘salami-slicing/publishing”).

Concurrent or secondary publication is sometimes justifiable, provided certain conditions are met.
Examples include: translations or a manuscript that is intended for a different group of readers.

Results should be presented clearly, honestly, and without fabrication, falsification or inappropriate data
manipulation (including image based manipulation). Authors should adhere to discipline-specific rules for
acquiring, selecting and processing data.

No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own (‘plagiarism”). Proper
acknowledgements to other works must be given (this includes material that is closely copied (near verbatim),
summarized and/or paraphrased), quotation marks (to indicate words taken from another source) are used for
verbatim copying of material, and permissions secured for material that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

Authors should make sure they have permissions for the use of software, questionnaires/(web) surveys
and scales in their studies (if appropriate).

Research articles and non-research articles (e.g. Opinion, Review, and Commentary articles) must cite
appropriate and relevant literature in support of the claims made. Excessive and inappropriate self-citation or
coordinated efforts among several authors to collectively self-cite is strongly discouraged.



80

Authors should avoid untrue statements about an entity (who can be an individual person or a company)
or descriptions of their behavior or actions that could potentially be seen as personal attacks or allegations
about that person.

Research that may be misapplied to pose a threat to public health or national security should be clearly
identified in the manuscript (e.g. dual use of research). Examples include creation of harmful consequences of
biological agents or toxins, disruption of immunity of vaccines, unusual hazards in the use of chemicals,
weaponization of research/technology (amongst others).

Authors are strongly advised to ensure the author group, the Corresponding Author, and the order of
authors are all correct at submission. Adding and/or deleting authors during the revision stages is generally
not permitted, but in some cases may be warranted. Reasons for changes in authorship should be explained in
detail. Please note that changes to authorship cannot be made after acceptance of a manuscript.

*All of the above are guidelines and authors need to make sure to respect third parties rights such as copyright
and/or moral rights.

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in order to verify the validity
of the results presented. This could be in the form of raw data, samples, records, etc. Sensitive information in
the form of confidential or proprietary data is excluded.

If there is suspicion of misbehavior or alleged fraud the Journal and/or Publisher will carry out an
investigation following COPE guidelines. If, after investigation, there are valid concerns, the author(s)
concerned will be contacted under their given e-mail address and given an opportunity to address the issue.
Depending on the situation, this may result in the Journal’s and/or Publisher’s implementation of the
following measures, including, but not limited to:

If the manuscript is still under consideration, it may be rejected and returned to the author.

If the article has already been published online, depending on the nature and severity of the infraction:

- an erratum/correction may be placed with the article

- an expression of concern may be placed with the article

- or in severe cases retraction of the article may occur.

The reason will be given in the published erratum/correction, expression of concern or retraction note. Please
note that retraction means that the article is maintained on the platform, watermarked “retracted” and the
explanation for the retraction is provided in a note linked to the watermarked article.

The author’s institution may be informed

A notice of suspected transgression of ethical standards in the peer review system may be included as
part of the author’s and article’s bibliographic record.

Fundamental errors

Authors have an obligation to correct mistakes once they discover a significant error or inaccuracy in their
published article. The author(s) is/are requested to contact the journal and explain in what sense the error is
impacting the article. A decision on how to correct the literature will depend on the nature of the error. This
may be a correction or retraction. The retraction note should provide transparency which parts of the article
are impacted by the error.

Suggesting / excluding reviewers

Authors are welcome to suggest suitable reviewers and/or request the exclusion of certain individuals when
they submit their manuscripts. When suggesting reviewers, authors should make sure they are totally
independent and not connected to the work in any way. It is strongly recommended to suggest a mix of
reviewers from different countries and different institutions. When suggesting reviewers, the Corresponding
Author must provide an institutional email address for each suggested reviewer, or, if this is not possible to
include other means of verifying the identity such as a link to a personal homepage, a link to the publication
record or a researcher or author ID in the submission letter. Please note that the Journal may not use the
suggestions, but suggestions are appreciated and may help facilitate the peer review process.

Authorship principles

These guidelines describe authorship principles and good authorship practices to which prospective authors
should adhere to.

Authorship clarified
The Journal and Publisher assume all authors agreed with the content and that all gave explicit consent to

submit and that they obtained consent from the responsible authorities at the institute/organization where the
work has been carried out, before the work is submitted.



The Publisher does not prescribe the kinds of contributions that warrant authorship. It is recommended that
authors adhere to the guidelines for authorship that are applicable in their specific research field. In absence of
specific guidelines it is recommended to adhere to the following guidelines*:

All authors whose names appear on the submission

1) made substantial contributions to the conception or design of the work; or the acquisition, analysis, or
interpretation of data; or the creation of new software used in the work;

2) drafted the work or revised it critically for important intellectual content;

3) approved the version to be published; and

4) agree to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to the accuracy or
integrity of any part of the work are appropriately investigated and resolved.

* Based on/adapted from:

ICMJE, Defining the Role of Authors and Contributors,

Transparency in authors’ contributions and responsibilities to promote integrity in scientific publication,
McNutt at all, PNAS February 27, 2018

Disclosures and declarations

All authors are requested to include information regarding sources of funding, financial or non-financial
interests, study-specific approval by the appropriate ethics committee for research involving humans and/or
animals, informed consent if the research involved human participants, and a statement on welfare of animals
if the research involved animals (as appropriate).

The decision whether such information should be included is not only dependent on the scope of the journal,
but also the scope of the article. Work submitted for publication may have implications for public health or
general welfare and in those cases it is the responsibility of all authors to include the appropriate disclosures
and declarations.

Data transparency

All authors are requested to make sure that all data and materials as well as software application or custom
code support their published claims and comply with field standards. Please note that journals may have
individual policies on (sharing) research data in concordance with disciplinary norms and expectations.

Role of the Corresponding Author

One author is assigned as Corresponding Author and acts on behalf of all co-authors and ensures that
questions related to the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately addressed.
The Corresponding Author is responsible for the following requirements:

ensuring that all listed authors have approved the manuscript before submission, including the names
and order of authors;

managing all communication between the Journal and all co-authors, before and after publication;*

providing transparency on re-use of material and mention any unpublished material (for example
manuscripts in press) included in the manuscript in a cover letter to the Editor;

making sure disclosures, declarations and transparency on data statements from all authors are included
in the manuscript as appropriate (see above).
* The requirement of managing all communication between the journal and all co-authors during submission
and proofing may be delegated to a Contact or Submitting Author. In this case please make sure the
Corresponding Author is clearly indicated in the manuscript.

Author contributions

In absence of specific instructions and in research fields where it is possible to describe discrete efforts, the
Publisher recommends authors to include contribution statements in the work that specifies the contribution of
every author in order to promote transparency. These contributions should be listed at the separate title page.

Examples of such statement(s) are shown below:

* Free text:

All authors contributed to the study conception and design. Material preparation, data collection and analysis
were performed by [full name], [full name] and [full name]. The first draft of the manuscript was written by
[full name] and all authors commented on previous versions of the manuscript. All authors read and approved
the final manuscript.
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Example: CRediT taxonomy:

* Conceptualization: [full name], ...; Methodology: [full name], ...; Formal analysis and investigation: [full
name], ...; Writing - original draft preparation: [full name, ...]; Writing - review and editing: [full name], ...;
Funding acquisition: [full name], ...; Resources: [full name], ...; Supervision: [full name],....

For review articles where discrete statements are less applicable a statement should be included who had the
idea for the article, who performed the literature search and data analysis, and who drafted and/or critically
revised the work.

For articles that are based primarily on the student’s dissertation or thesis, it is recommended that the
student is usually listed as principal author:

A Graduate Student’s Guide to Determining Authorship Credit and Authorship Order, APA Science Student
Council 2006

Affiliation

The primary affiliation for each author should be the institution where the majority of their work was done. If
an author has subsequently moved, the current address may additionally be stated. Addresses will not be
updated or changed after publication of the article.

Changes to authorship

Authors are strongly advised to ensure the correct author group, the Corresponding Author, and the order of
authors at submission. Changes of authorship by adding or deleting authors, and/or changes in Corresponding
Author, and/or changes in the sequence of authors are not accepted after acceptance of a manuscript.

Please note that author names will be published exactly as they appear on the accepted
submission!
Please make sure that the names of all authors are present and correctly spelled, and that addresses and
affiliations are current.
Adding and/or deleting authors at revision stage are generally not permitted, but in some cases it may be
warranted. Reasons for these changes in authorship should be explained. Approval of the change during
revision is at the discretion of the Editor-in-Chief. Please note that journals may have individual policies on
adding and/or deleting authors during revision stage.

Author identification
Authors are recommended to use their ORCID ID when submitting an article for consideration or acquire
an ORCID ID via the submission process.

Deceased or incapacitated authors

For cases in which a co-author dies or is incapacitated during the writing, submission, or peer-review process,
and the co-authors feel it is appropriate to include the author, co-authors should obtain approval from a (legal)
representative which could be a direct relative.

Authorship issues or disputes

In the case of an authorship dispute during peer review or after acceptance and publication, the Journal will
not be in a position to investigate or adjudicate. Authors will be asked to resolve the dispute themselves. If
they are unable the Journal reserves the right to withdraw a manuscript from the editorial process or in case of
a published paper raise the issue with the authors’ institution(s) and abide by its guidelines.

Confidentiality

Authors should treat all communication with the Journal as confidential which includes correspondence with
direct representatives from the Journal such as Editors-in-Chief and/or Handling Editors and reviewers’
reports unless explicit consent has been received to share information.
Compliance with Ethical Standards
To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles of ethical and
professional conduct have been followed, authors should include information regarding sources of funding,
potential conflicts of interest (financial or non-financial), informed consent if the research involved human
participants, and a statement on welfare of animals if the research involved animals.
Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section entitled “Compliance
with Ethical Standards” when submitting a paper:

Disclosure of potential conflicts of interest
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Research involving Human Participants and/or Animals

Informed consent
Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer review policies (i.e. single or
double blind peer review) as well as per journal subject discipline. Before submitting your article check the
instructions following this section carefully.
The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance with ethical standards
and send if requested during peer review or after publication.
The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-mentioned guidelines.
The author will be held responsible for false statements or failure to fulfill the above-mentioned guidelines.
competing Interests

Authors are requested to disclose interests that are directly or indirectly related to the work submitted for
publication. Interests within the last 3 years of beginning the work (conducting the research and preparing the
work for submission) should be reported. Interests outside the 3-year time frame must be disclosed if they
could reasonably be perceived as influencing the submitted work. Disclosure of interests provides a complete
and transparent process and helps readers form their own judgments of potential bias. This is not meant to
imply that a financial relationship with an organization that sponsored the research or compensation received
for consultancy work is inappropriate.

Editorial Board Members and Editors are required to declare any competing interests and may be excluded
from the peer review process if a competing interest exists. In addition, they should exclude themselves from
handling manuscripts in cases where there is a competing interest. This may include — but is not limited to —
having previously published with one or more of the authors, and sharing the same institution as one or more
of the authors. Where an Editor or Editorial Board Member is on the author list they must declare this in the
competing interests section on the submitted manuscript. If they are an author or have any other competing
interest regarding a specific manuscript, another Editor or member of the Editorial Board will be assigned to
assume responsibility for overseeing peer review. These submissions are subject to the exact same review
process as any other manuscript. Editorial Board Members are welcome to submit papers to the journal. These
submissions are not given any priority over other manuscripts, and Editorial Board Member status has no
bearing on editorial consideration.

Interests that should be considered and disclosed but are not limited to the following:

Funding: Research grants from funding agencies (please give the research funder and the grant number)
and/or research support (including salaries, equipment, supplies, reimbursement for attending symposia, and
other expenses) by organizations that may gain or lose financially through publication of this manuscript.

Employment: Recent (while engaged in the research project), present or anticipated employment by any
organization that may gain or lose financially through publication of this manuscript. This includes multiple
affiliations (if applicable).

Financial interests: Stocks or shares in companies (including holdings of spouse and/or children) that may
gain or lose financially through publication of this manuscript; consultation fees or other forms of
remuneration from organizations that may gain or lose financially; patents or patent applications whose value
may be affected by publication of this manuscript.

It is difficult to specify a threshold at which a financial interest becomes significant, any such figure is
necessarily arbitrary, so one possible practical guideline is the following: "Any undeclared financial interest
that could embarrass the author were it to become publicly known after the work was published."

Non-financial interests: In addition, authors are requested to disclose interests that go beyond financial
interests that could impart bias on the work submitted for publication such as professional interests, personal
relationships or personal beliefs (amongst others). Examples include, but are not limited to: position on
editorial board, advisory board or board of directors or other type of management relationships; writing and/or
consulting for educational purposes; expert witness; mentoring relations; and so forth.

Primary research articles require a disclosure statement. Review articles present an expert synthesis of
evidence and may be treated as an authoritative work on a subject. Review articles therefore require a
disclosure statement.Other article types such as editorials, book reviews, comments (amongst others) may,
dependent on their content, require a disclosure statement. If you are unclear whether your article type
requires a disclosure statement, please contact the Editor-in-Chief.

Please note that, in addition to the above requirements, funding information (given that funding is a potential
competing interest (as mentioned above)) needs to be disclosed upon submission of the manuscript in the peer



review system. This information will automatically be added to the Record of CrossMark, however it is not
added to the manuscript itself. Under ‘summary of requirements’ (see below) funding information should be
included in the ‘Declarations’ section.

Summary of requirements

The above should be summarized in a statement and placed in a ‘Declarations’ section before the reference
list under a heading of ‘Funding’ and/or ‘Competing interests’. Other declarations include Ethics approval,
Consent, Data, Material and/or Code availability and Authors’ contribution statements.

Please see the various examples of wording below and revise/customize the sample statements according to
your own needs.

When all authors have the same (or no) conflicts and/or funding it is sufficient to use one blanket statement.

Examples of statements to be used when funding has been received:
Partial financial support was received from [...]
The research leading to these results received funding from [...] under Grant Agreement No[...].
This study was funded by [...]
This work was supported by [...] (Grant numbers [...] and [...]

Examples of statements to be used when there is no funding:
The authors did not receive support from any organization for the submitted work.
No funding was received to assist with the preparation of this manuscript.
No funding was received for conducting this study.
No funds, grants, or other support was received.

Examples of statements to be used when there are interests to declare:

Financial interests: Author A has received research support from Company A. Author B has received a
speaker honorarium from Company Wand owns stock in Company X. Author C is consultant to company Y.
Non-financial interests: Author C is an unpaid member of committee Z.

Financial interests: The authors declare they have no financial interests.

Non-financial interests: Author A is on the board of directors of Y and receives no compensation as member
of the board of directors.

Financial interests: Author A received a speaking fee from Y for Z. Author B receives a salary from
association X. X where s/he is the Executive Director.

Non-financial interests: none.

Financial interests: Author A and B declare they have no financial interests. Author C has received
speaker and consultant honoraria from Company M and Company N. Dr. C has received speaker honorarium
and research funding from Company M and Company O. Author D has received travel support from
Company O.

Non-financial interests: Author D has served on advisory boards for Company M, Company N and Company
0.
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