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“Quero deixar minhas pegadas sobre as areias do tempo

Saber que havia algo la e que isso significou algo que eu deixei como legado
Eu estive aqui

Eu vivi, eu amei

Eu estive aqui
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RESUMO

INTRODUCAO: A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) é caracterizada pelo aumento da
resisténcia vascular pulmonar (RVP) que como consequéncia produz elevagado da pds-carga ao
ventriculo direito (VD). A HAP pode também levar a perda de massa muscular esquelética e
gerar um quadro de caquexia cardiaca que ¢ uma doenga multifatorial, que pode ter diversos
mecanismos envolvidos como o estresse oxidativo e a ativagdo simpatica. Desse modo, o
carvedilol, um betabloqueador, com fun¢ao antioxidante, pode ter uma agdo protetora contra a
perda muscular. OBJETIVO. Analisar a acdo do carvedilol na prevencao da caquexia cardiaca
no modelo de HAP induzida por monocrotalina. MATERIAIS E METODOS: Ratos Wistar
machos (+180g) foram randomizados em 3 grupos: Controle que recebeu solugdo salina i.p. e
veiculo do carvedilol por gavagem; Monocrotalina (MCT) que recebeu uma dose unica de
monocrotalina (60 mg/kg i.p.) e veiculo por gavagem; Monocrotalina + Carvedilol
(MCT+C) que, além da MCT, recebeu carvedilol (15 mg/kg, por 12 dias) por gavagem. No 21°
dia apos a indug¢dao do modelo, os animais foram submetidos a ecocardiografia e cateterismo do
ventriculo direito (VD). Coletou-se tecido adiposo epididimal e os musculos soleo e
gastrocnémio foram retirados, pesados e homogeneizados para medida de espécies reativas de
oxigénio (eROS), espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) e sulfidrilas. Também
utilizamos os tecidos séleo e gastrocnémio para analises histologicas. Para andlise estatistica,
foi utilizado o teste de normalidade Shapiro Wilk, seguido de ANOVA de uma via, com
post-hoc SNK (p<0,05). RESULTADOS: Em relagdo ao ecocardiograma, foi observada
reducdo na razdo entre o tempo de aceleracdo e o tempo de ejecdo através da artéria pulmonar
no grupo MCT, representando aumento da resisténcia vascular pulmonar. Além disso,
mostrou-se reducdo nos parametros de fungao sistélica e diastolica do VD. O tratamento com
carvedilol reduziu o didmetro diastdlico do VD quando comparado ao grupo MCT, sugerindo
um efeito sobre o remodelamento cardiaco. Os ratos do grupo MCT apresentaram aumento da
pressao sistolica e diastdlica do VD em relacdo ao grupo controle, sendo este efeito reduzido
no grupo MCT+C. Em relagdo aos resultados morfométricos, observamos que os animais do
grupo MCT e MCT + C possuem redugdo no peso corporal, na ingestdo alimentar, na
quantidade de tecido adiposo epididimal ¢ no peso do musculo séleo em relagdo ao grupo
controle. Nao observamos efeito do carvedilol sobre os parametros morfométricos. Nos dados
de histologia, observamos reducdo na area média da fibra do musculo soleo nos grupos MCT e
MCT +C em relagdo ao grupo controle. Ndo observamos reducdo na area média do musculo

gastrocnémio nem efeito do carvedilol sobre este parametro. No grupo MCT, a concentragao de
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EROS e TBARS de ambos os musculos foi maior que no controle, porém estas foram
reduzidas no grupo MCT+C ao compararmos com o MCT. Nao houve diferenga entre os
grupos em relacio as sulfidrilas. CONCLUSAO: Nossos resultados mostram que o modelo de
HAP por monocrotalina induziu sinais de caquexia cardiaca como perda de peso, reducdo da
area da fibra muscular, anorexia e que o estresse oxidativo pode ser um dos mecanismos
envolvidos. O uso do carvedilol reduziu o estresse oxidativo e melhorou parametros
hemodinamicos. Em suma, acreditamos que novos estudos avaliando o bloqueio simpatico
possa ter um papel na caquexia cardiaca e auxiliar a compreender mais aprofundamente essa

condicdo em pacientes com HAP.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Pulmonary arterial hypertension (PAH) is characterized by increase in
pulmonary vascular resistance (PVR), which leads to an increase in right ventricle (RV)
afterload. PAH can also lead to the loss of skeletal muscle mass, and generate cardiac cachexia,
which is a multifactorial disease, with several mechanisms involved, such as oxidative stress
and sympathetic activation. Thus, the carvedilol, which is a beta-blocker, with antioxidant
function, may have a protective action against muscle loss. OBJECTIVE: To analyze the
action of carvedilol in preventing cardiac cachexia in the monocrotaline PAH model.
MATERIALS AND METHODS: Male Wistar rats (+180g) were randomized into 3 groups:
Control that received saline solution i.p. and carvedilol vehicle by gavage; Monocrotaline
(MCT) who received a single dose of monocrotaline (60 mg/kg i.p.) and vehicle by gavage;
Monocrotaline + Carvedilol (MCT+C) who, in addition to MCT, received carvedilol (15
mg/kg, for 12 days) by gavage. On the 21st day after model induction, rats underwent
echocardiography and right ventricular (RV) catheterization. Epididymal adipose tissue was
collected and the soleus and gastrocnemius muscles were removed, weighed and homogenized
for ROS, TBARS and sulfhydryl analyses. Soleus and gastrocnemius were also used for
histological analysis. For statistical analysis, the Shapiro Wilk normality test was used,
followed by one-way ANOVA, with post-hoc SNK (p<0.05). RESULTS: In relation to the
echocardiogram, a reduction in the ratio between acceleration time to the ejection time through
the pulmonary artery was observed, suggesting an increase in pulmonary vascular resistance. In
addition, a reduction in RV systolic parameters was seen, which represents loss of systolic
function and a reduction in the difference between rapid and slow RV filling, representing
diastolic dysfunction. A significant effect of carvedilol on RV diastolic diameter when
compared to the MCT group was observed, suggesting a reduction in residual volume. Rats in
the MCT group showed an increase in RV systolic and diastolic pressure compared to the
control group. Regarding the morphometric results, we observed that the animals in the MCT
and MCT + C groups had a reduction in body weight, in food intake, in the amount of
epididymal adipose tissue and in the weight of the soleus muscle in relation to the control
group. We did not observe an effect of carvedilol on morphometric parameters. In histology
data, we observed a reduction in the mean fiber area of the soleus muscle in the MCT and MCT
+C groups compared to the control group. We did not observe a reduction in the mean area of
the gastrocnemius muscle nor any effect of carvedilol on this parameter. In the MCT group, the
concentration of ROS and TBARS in both muscles was higher than in the CTR, but these
parameters were reduced in the MCT+C group when compared to the MCT. There was no
difference between groups in relation to sulfhydryls. CONCLUSION: Our results show that
the monocrotaline PAH model is capable of induced symptoms of cardiac cachexia such as
weight loss, reduction in muscle fiber area, anorexia and that oxidative stress may be one of the

mechanisms involved. The use of carvedilol is capable of reduced oxidative stress and
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improved hemodynamic parameters. In summary, we believe that new studies should evaluate
sympathetic blockade that may play a role in cardiac cachexia, which may help to further

understand this condition in patients with PAH.
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INTRODUCAO

1. Hipertensao Pulmonar

A hipertensdo pulmonar ¢ uma doenga que pode envolver diversas condi¢des e pode estar
associada a variadas doengas A hipertensdo pulmonar possui sintomas iniciais inespecificos
com uma evolucdo rapida e com um dificil prognostico (HOEPER et al., 2011;
LIMA-SEOLIN, 2017). Essa doenca ocorre de forma associada com outras doengas
cardiopulmonares ou de forma independente, com um alto nivel de morbidade e

mortalidade (KIELY et al., 2013; LIMA-SEOLIN, 2017).

Essa patologia estd associada a alteragdes vasculares, que diminuem o limen dos vasos
pulmonares e gera um aumento da resisténcia vascular pulmonar (RVP) com aumento da
pressao arterial pulmonar. Com esse aumento da pressao na artéria pulmonar, ocorre a
sobrecarga do ventriculo direito (VD), que pode ocasionar a insuficiéncia do VD (AUSTIN
et al., 2013). Desse modo, a HP ¢ uma doenca altamente incapacitante, sem cura, com um

diagnéstico tardio, fazendo com que ocorra uma alta mortalidade (BADESCH et al., 2010).
1.1 Classificacdo da Hipertensdo Pulmonar

Devido as atualizagdes sobre a doenca e a importancia de entender sua fisiopatologia e a
diferenca etioldgica, foi necessario criar grupos para classificar a hipertensdo pulmonar, ja
que ela ¢ uma doenca multifatorial e com diversas patologias associadas. Esse debate
iniciou na década de 70, onde profissionais de saude e cientistas reuniram-se na Sui¢a, no
primeiro Simpo6sio Mundial de Hipertensdo Pulmonar, para debater como seria realizado o
diagnéstico e classificagdo da hipertensdo pulmonar. Esta classificagdo se baseia em
conceitos morfofisiologicos e etiologias variaveis (SYSOL & MACHADO, 2018;). Nesse
sentido, novas informagdes estdo sendo atualizadas a cada simpdsio, sendo a classificagao
mais atual realizada pelo 6° Simpdsio Mundial de Hipertensdao Pulmonar (Quadro 1)

(HOEPER et al., 2016; AL-QADI et al. 2021; HUMBERT et al., 2022).
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QUADRO 01: Classificacao da hipertensdo pulmonar segundo o 6° Simpo6sio Mundial de
Hipertensdo Pulmonar (HOEPER et al., 2016; AL-QADI et al., 2021; HUMBERT et al.,.

2022)

CLASSIFICACAO

GRUPO 1

Relacionadas a hipertensdo arterial pulmonar (HAP) podendo ser de
origem 1idiopatica, hereditaria, induzida por drogas ou toxinas,
decorrentes de patologias como HIV, esquistossomose, doencas no

tecido conjuntivo, hipertensdo portal e doenga cardiaca congénita.

GRUPO 2

Relacionadas a doencas cardiacas esquerdas como: doengas valvares,
insuficiéncia cardiaca com fracdo de eje¢do ventricular esquerda
reduzida, insuficiéncia cardiaca com fracdo de eje¢do ventricular
preservada, doencas cardiovasculares induzidas ou congénitas que

podem levar a hipertensao pulmonar pos - capilar.

GRUPO 3

Doencas pulmonares ou associadas a hipoxia, podendo ser causadas

por DPOC com insuficiéncia cronica, doenga pulmonar obstrutiva,

doencga pulmonar restritiva, doenca  pulmonar  mista

obstrutiva/restritiva, hipdxia e doengas do desenvolvimento pulmonar

GRUPO 4

HP associada a obstrucao cronica da artéria pulmonar tais como na

doenga pulmonar tromboembdlica cronica.

GRUPO 5

HP associadas a doengas uni ou multifatoriais, de etiologia
desconhecida; consistem em um complexo grupo de doengas

associadas a HP.

Fonte: Tabela adaptada de (HUMBERT et al., 2022).




1.2 Diagnostico da HAP

Estando classificada no grupo 1, a HAP ¢ uma doenga diagnosticada a partir de uma andlise
pressorica onde a medida da pressdo média na artéria pulmonar (mPAP) seja > 20 mmHg.
Essa medida de pressao média foi definida a partir do estudo de Wolsk et al. (2017), que
investigou a mPAP em 62 individuos sauddveis de diferentes faixas etarias, e a partir desse
estudo concluiu-se que a mPAP para individuos saudaveis seria <20 mmHg. O sexto
Simposio Internacional de HP definiu esse valor médio para pessoas saudaveis, sendo um
valor superior a isso, um possivel pardmetro de investigacao para diagndstico. Portanto,
pressdes acima desse valor devem ser investigadas. Além do aumento da mPAP, ficou
definido que o diagnodstico da HAP também deve ser feito a partir de um contexto clinico
como a radiografia de tdérax, ecocardiografia, analise de fungdo pulmonar, tomografia
computadorizada de torax, teste cardiopulmonar durante o exercicio e o cateterismo do VD,

como mostra o quadro 02 (HUMBERT et al., 2022).
1.3 Epidemiologia e mortalidade pela HAP

Registros epidemioldgicos mostram que, em paises desenvolvidos, hd uma incidéncia de 6
casos por milhdo de adultos e prevaléncia de aproximadamente 50 casos por milhdo de
adultos (LEBER et al., 2021). A precoce avaliacdo clinica e diagndstico da HAP ¢
fundamental para reduzir a taxa de mortalidade dessa doenga. Com o diagndstico precoce,
ha um aumento na expectativa de vida em 3 anos (ALVES et al., 2015). Apesar de
existirem dados sobre a epidemiologia da HAP, estes nao podem ser considerados precisos,
pois além do alto custo para o diagnostico, Mocumbi et al, 2015 descrevem que, grande
parte dos registros ndo inclui a HAP associada a outras doengas como a esquistossomose,
doenga prevalente em algumas regides da América do Sul e Africa. Registros de Lau et al.
(2017) sugerem que a HAP estd sendo diagnosticada em pessoas acima dos 60 anos em
paises da Europa e Estados Unidos, enquanto no Brasil a média ¢ de 46 anos sendo a
primeira causa de HAP a idiopatica (ALVES et al., 2015). No entanto, no Brasil, é possivel
que os dados estejam subestimados devido a dificil condugao no diagnoéstico clinico. Alves
e colaboradores (2015), realizaram um estudo prospectivo de casos incidentes entre 2008 ¢
2013 e demonstraram que a maioria dos portadores da doenga eram mulheres. Estima-se
que essa doenga acometa uma propor¢do de % dos diagnosticados sendo do sexo feminino.
Apesar de uma maior proporcdo em relacdo ao diagnostico em mulheres, a taxa de

mortalidade ¢ maior em homens (LAU et al., 2017).
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QUADRO 02: Diagnéstico da HAP

EXAMES ACHADOS
Radiografia de Aumento do tamanho do atrio direito (AD), do VD e da artéria
torax pulmonar e da espessura dos vasos pulmonares.
Ecocardiografia Sinais de HP como: VD aumentado em uma visdo paraesternal no

eixo longo, aumento da velocidade de regurgitacdo da tricuspide
sendo medido em onda continua de Doppler, diminui¢do da excursdo

sistolica do plano anular da trictispide (TAPSE).

Analise de Funcgao

Normal ou levemente prejudicada

Pulmonar

Tomografia Diametro da artéria pulmonar aumentado, relacdo artéria
Computadorizada | pulmonar/aorta aumentada e aumento do didmetro do ventriculo

de torax direito.

Teste Alta inclinagdo na razao de equivalente ventilatorio de didxido de
Cardiopulmonar carbono (VE/VCQO?2); Baixa pressao expirada de didxido de carbono
durante o (PetCO2); Inexisténcia da ventilagdo oscilatdria de exercicio.
exercicio

Cateterismo do

VD

Aumento de pardmetros como a RVP, pressao sistélica do ventriculo

direito (PSVD), pressdo diastolica final do VD (PDFVD), mPAP.

Fonte: (HUMBERT et al., 2022)

Nesse sentido, apesar do avanco na Medicina e a criagdo de farmacos que podem diminuir

a mortalidade da doenga, ainda ha um baixo registro de aumento na sobrevida de pacientes

acometidos com a HAP (ALVES et al., 2015; LAU et al., 2017). Isso pode estar associado a

fisiopatologia da doenga que ¢ muito complexa e de origem multifatorial.




1.4 Fisiopatologia da HAP

A HAP ¢ uma doenga que esta associada ao remodelamento e aumento da resisténcia da
vasculatura pulmonar (RVP), e, posteriormente, a uma sobrecarga de pressao do ventriculo
direito (AUSTIN et al., 2013). Em relacdo aos vasos pulmonares, Pugliese e colaboradores
(2014) identificaram as caracteristicas morfoldgicas, e mostraram que ocorrem alteragdes
que estdo associadas a doencga, tais como o espessamento da camada média do vaso
(composta por musculo liso), reduzindo o raio das artérias pulmonares. Ha também
aumento de fibroblastos e coldgeno, reduzindo a complacéncia destes vasos, dificultando

sua distensao (figura 01).

ARTERIA PULMONAR - NORMAL HIPERTENSAO PULMONAR

Colageno

e

Fibroblasto Musculo Liso

e
Célula Endotelial G

da Artéria Pulmonar Macrofago

Figura 01- Comparagdo morfologica de uma artéria pulmonar normal e com hipertensao

pulmonar. (Adaptado de PUGLIESE et al., 2014).

Humbert et al. (2022) descrevem que ocorre uma vasculopatia pulmonar progressiva,
havendo proliferagdo da camada intima da artéria pulmonar e fibrose, além do remodelamento
vascular associado a trombose. Essas alteragdes levam a um aumento da RVP, contribuindo

para elevacdo da pos-carga do VD (HUMBERT et al., 2022), como mostra a figura 02.
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Figura 02 - Fisiopatologia da HAP. (Adaptado de HUMBERT et al., 2022).

Com o aumento da pos-carga do VD, ha uma reducdo do débito sistolico e do débito
cardiaco do VD (FROHLICH et al., 1992). Inicialmente, essas alteracdes sdo seguidas da
hipertrofia concéntrica e a longo prazo hipertrofia excéntrica (dilatagdo) do VD e uma fungdo
contratil anormal, gerando uma fracdo de eje¢do reduzida e insuficiéncia ventricular direita
(GOMEZ-ARROYO et al.,, 2012; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2022). Essas alteracdes na
estrutura cardiaca contribuem para uma redugdo na fun¢do de bomba do coragdo (HADDAD et
al. 2008) como mostrado na figura 03. A progressdo desses sintomas pode causar a
insuficiéncia cardiaca direita que ocorre devido a contratilidade prejudicada do ventriculo
direito (VD) causada por aumento na pressdo e, posteriormente, uma sobrecarga de volume

(THANDAVARAYAN et al., 2020).

CORAGAO NORMAL SOBRECARGA DE VOLUME DO VD

(RP)

\

septo achatado

(RF) mp _ = -

VD = Ventriculo direito
VE = Ventriculo Esquerdo
RP = Restricdo Pericardica f

Restrigdo pericardica (RP)
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Figura 03- Comparacdo morfoldgica entre o coragdo normal e o coragdo com sobrecarga de

pressao, gerando uma sobrecarga de volume no VD. (Adaptado de HADDAD et al., 2008).

Portanto, essa fisiopatologia estd associada com alteragdes morfométricas e,
consequentemente, fisiologicas do coragdo e, a longo prazo, gera uma insuficiéncia cardiaca
direita. Segundo Tanai & Frantz (2011), as alteracdes hemodinamicas estdo associadas a
hipertrofia ventricular, dilatacdo ventricular e aumento da rigidez ventricular como a
diminui¢ao do volume de eje¢dao e do débito cardiaco, aumento da pressdo diastolica final do
VD (PDFVD) e mudanca no enchimento cardiaco (caracterizada por uma disfuncao diastélica)

e reducdo da fracdo de ejecdo (caracterizada por uma disfungao sistolica), respectivamente.
1.5 MECANISMOS ENVOLVIDOS NA FISIOPATOLOGIA DA HAP
1.5.1 SISTEMA NERVOSO AUTONOMO

No coragdo, sabe-se que a ativagdo do sistema nervoso simpatico (SNS) causa
alteragdes nas suas propriedades funcionais, tendo como resultado modificagdes no seu
funcionamento, como o aumento da velocidade de despolarizacdo diastdlica, aumento da
atividade do nodo sinoatrial e aumento da frequéncia cardiaca (aumento do cronotropismo),
maior velocidade de condugdo (aumento na condutibilidade), aumento na capacidade de
relaxamento (lusitropismo) e na for¢a de contracdo do coracdo (inotropismo). Além disso, o
SNS pode gerar vasoconstricdo arterial, venoconstricdo e ativar o sistema

renina-angiotensina-aldosterona (IRIGOYEN et al., 2001; AYRES et al., 2016).

O sistema nervoso autdbnomo e o endotélio possuem a fun¢do de manter o tonus
vascular, havendo um equilibrio entre os fatores vasodilatadores do endotélio e
vasoconstritores do sistema nervoso simpatico (BURNSTOCK, 1990; HARRIS &
MATTHEWS, 2004). O equilibrio entre essas forgas opostas ¢ fundamental para manter o
tonus vascular de forma apropriada. Nesse sentido, em relagdo ao fatores do endotélio e o
sistema nervoso autonomo na HAP, observamos um aumento da ativagdo simpatica que ¢é
caracteristica da doenga, isso faz com que ocorra um desequilibrio de propriedades importantes
como a produgdo de 6xido nitrico (NO), capaz de atenuar a vasoconstrigao simpatica (HARRIS

& MATTHEWS, 2004; LIMA-SEOLIN et al., 2017).

Um dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da HAP ¢ a disfun¢do autonomica,
com o predominio do tonus simpdtico. Nesse contexto, uma revisdo realizada por Ameri e

colaboradores (2016) identificou que uma ativagdo persistente do SNS contribui para o
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remodelamento vascular. Estes autores descrevem que a ativagao simpdtica sobre o VD pode
levar a redugdo da expressdo e sinalizagdo intracelular do receptor beta-adrenérgico (figura 04).
Nessa perspectiva, devido a um aumento do SNS, os receptores f1 sofrem uma redugdo na sua
expressdo, criando um sistema chamado de down-regulation dos receptores adrenérgicos,
sendo que isto estad relacionado com a gravidade da doenca. Esse sistema estd associado com a
tentativa de promover uma protecdo contra os efeitos prejudiciais da adrenalina (LOHSE et al.,
2003; AMERI et al., 2016). No entanto, a ativagdo simpatica, a longo prazo, produz efeitos
danosos ao cora¢do e aos vasos como aumento da pressdo arterial, aumento da frequéncia
cardiaca, do débito cardiaco e vasoconstricao arterial, além de acelerar a progressao da HAP

(IRIGOYEN et.al., 2001; TRIPOSKIADIS et al., 2009).

Ativacio Local e Sistémica do
Sistema Nervoso Simpatico

tliberacioe de NE
| recaptacdo de NE

Remodelamento

wvascular
pulmonar

Figura 04 - Sistema nervoso simpatico na hipertensao arterial pulmonar. (Adaptado de AMERI

et al., 2016).
1.5.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Outro mecanismo fisiopatologico envolvido na HAP ¢ o estresse oxidativo. Estudos
mostram que o estresse oxidativo ¢ um fator importante na HP e nas mudangas patologicas
associadas a vasculatura pulmonar e ao VD (SIES, 1997). O estresse oxidativo ¢ definido como
um desequilibrio entre a producao de agentes oxidantes e as defesas antioxidantes (SIES, 1997;
ZIMMER et al. 2021; ZHANG et.al, 2023). Ademais, ha uma grande variedade de espécies
reativas de oxigénio (EROS), que possuem caracteristicas distintas e tempo de meia vida
varidvel. Dentre essas substincias destacam-se o oxigénio singlet ('0,), radical superoxido

(0,"), peréxido de hidrogénio (H,0,). A producao de EROs ocorre através de diversas enzimas
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pro-oxidantes, como a NADPH Oxidase (NOX), xantina oxidase (XO) e a eNOS desacoplada.
(ZIMMER et al., 2021) .

Na HAP, com aumento de estresse oxidativo, ha também um aumento da oxidagdo de
lipidios. Esses lipidios oxidados determinam diversas alteragdes fisiopatologicas da HAP, tais
como: alteragdes nas células musculares lisas causada por uma modificagdo na fluidez das

membranas (ZIMMER et al., 2020; TAKAISHI, et al., 2021).

Zimmer et al. (2021) mostraram que, na primeira semana apds a indu¢do de um modelo
de HAP, ha um aumento na concentracdo de sulfidrilas no tecido pulmonar (que sdo proteinas
de baixo peso molecular que possuem grupamentos tidis em sua molécula) em relacao ao grupo
controle, porém h4a uma queda na terceira semana, mostrando que as defesas antioxidantes

permanecem elevadas apenas no estagio inicial da doenca.

Diante disso, a redugdo na concentracao de sulfidrilas nos vasos pulmonares, que estao
envolvidas na sinalizacdo celular redox e na defesa antioxidante pode estar associada com a

fisiopatologia da HAP (THOMAS & MALLIS, 2001).
1.6 CAQUEXIA CARDIACA

A caquexia cardiaca ¢ uma doenca prevalente em pacientes com insuficiéncia cardiaca.
Desse modo, podemos considerar que a caquexia ¢ uma doenga multi organica caracterizada
por sarcopenia, inflamagdo e indice negativo de proteinas (SADEGHI et al. 2018) e que o

sistema simpatico ativado pode ter um papel importante na fisiopatologia da caquexia

(OKOSHI, et al. 2016).

A insuficiéncia cardiaca do VD, em decorréncia da HAP, faz com que células
imunoldgicas circulantes sejam ativadas, produzindo um ambiente inflamatdrio, iniciado por
alteragdes morfologicas das artérias pulmonares. Evidéncias mostram que na HAP, os
musculos esqueléticos apresentam anormalidades semelhantes a pacientes com diabetes
mellitus, obesidade e sindrome metabolica, sendo justificado pela inflamagdo generalizada o
que aumenta as concentracdes de lipidios plasmaticos e insulina contribuindo para a fraqueza
muscular (PAULIN & MICHELAKIS, 2014). Este efeito metabolico faz com que ocorra a
redu¢do de massa muscular esquelética, levando a diminuicdo da capacidade de realizar
atividade fisica, afetando a qualidade de vida dos portadores de HAP podendo ocasionar uma
intolerancia ao exercicio fisico, e, consequentemente, na grande maioria dos casos, desenvolver

um quadro de caquexia cardiaca (EBNER et al., 2014).
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A deplecdo de neutréfilos diminui o remodelamento vascular e isso esta associado ao
processo inflamatorio. Pacientes portadores da HAP possuem um quadro semelhante a
sindrome metabolica, com aumento da inflamacao justificado pelo meio inflamatério composto
de macrofagos que sdo, muitas vezes, capazes de se tornarem altamente glicoliticas (TUDER et
al., 1994; PAULIN & MICHELAKIS, 2014). Isso pode ter um papel importante na reducao da
expressao do RNA mensageiro (RNAm) do receptor y ativado por proliferador de peroxissoma
(PPARY). Esse receptor nuclear ¢ ativado por fator de transcrigdo ligante que regula o
metabolismo da glicose e a adipogénese. Autores como Ameshima e colaboradores (2003)
demonstraram que existem sinais e anomalias mitocondriais na HAP, sendo o RNAm
mitocondrial do musculo gastrocnémio estd reduzido a partir da segunda semana apds a
inducao do modelo da monocrotalina em ratos. Ademais, estudos utilizando uma dieta rica em
lipidios em camundongos mostraram que ha um aumento na quantidade de lipideos na
musculatura esquelética, um dos sinais da sindrome metabolica, e com isso ha uma relagdo de

que resisténcia a insulina é capaz de piorar a HAP (WEST et al., 2013).

A etiologia da caquexia cardiaca ¢ multifatorial e 0 mecanismo fisiopatologico ndo esta
totalmente estabelecido (RAHMAN, et al. 2016). O diagnodstico da caquexia cardiaca em
humanos pode ser feito através de uma analise antropométrica e bioquimica, como, por
exemplo, a redugdo de 5% de peso corporal livre de edema a partir de um ano, ou um indice de
massa corporal (IMC) inferior a 20 kg/m*. Em pessoas com alguma doenga cronica, para o
diagnostico, sdo observados alguns critérios de formato clinico e laboratorial, sendo eles a
diminui¢do da for¢a muscular, fadiga, anorexia, baixo indice de massa livre de gordura e
marcadores bioquimicos alterados, como por exemplo o aumento de marcadores inflamatorios
como a proteina C-reativa e interleucina - 6 (IL)-6, anemia (Hb < 12 g/dL) e baixas
concentragdes de albumina sérica (< 3,2 g/dL), destacados por Evans et al. (2008) e Okoshi et

al. (2016).

Outro mecanismo de acdo que pode estar relacionado com a caquexia cardiaca ¢ a
inflamacdo via TNFa, que estimula o catabolismo do musculo esquelético mediado pela
ubiquitina-proteossoma que degrada proteinas através da via do fator nuclear kappa-B (NF-kB)
(BODINE et al., 2001; VUDATHA et al., 2022). O TNFa coopera com a IL-1 e Interferon y
(INFy), que podem atravessar a barreira hemato-encefalica e induzirem alteragdes
neuro-hormonais capazes de produzirem anorexia e perda muscular. Esses mecanismos
aumentam as concentragdes de serotonina disponiveis no cérebro e reduzem a secrecdo de

hormdnios estimuladores do apetite, como o neuropeptideo Y e a grelina, que modulam o eixo
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hipotalamo-hip6fise-adrenal, promovendo ainda mais a degradacdo do musculo esquelético e
do tecido adiposo (TAN et al., 2014; PORPORATO, 2016; PEIXOTO DA SILVA et al., 2020;
VUDATHA et al., 2022). Consequentemente, a combinagdo desses fatores que incluem o
aumento da protedlise, a diminui¢do da sintese proteica e a up-regulation da capacidade de
producdo de fibrose muscular podem contribuir para a atrofia muscular (VUDATHA et al.,
2022). Ademais, alguns estudos como o de Pietzsch et al., (2020) confirmam que o TNFa ativa
a via do NF-kB, resultando em aumento da degradagdo proteica miocardica através do sistema

ubiquitina e aumento do estresse oxidativo.

Apesar dos mecanismos relacionados a atrofia na musculatura esquelética ndo estarem
totalmente esclarecidos, sabe-se que a insuficiéncia cardiaca ocasionada pela HAP, pode
aumentar o estresse oxidativo no musculo esquelético, sendo um fator determinante da
caquexia cardiaca (BECKER et al., 2022). Zhang e colaboradores (2023) demonstram, através
de uma revisdo de literatura, que o estresse oxidativo ¢ ativado no estagio inicial da atrofia
muscular interagindo com a inflamacao, disfun¢do mitocondrial e autofagia, aumentando a taxa
de degradacdo proteica e contribuindo para a atrofia muscular (Figura 05). Logo, a reducdo do
estresse oxidativo pode atenuar a perda de massa muscular. Além disso, estudo de Becker et al.
(2022) em um modelo de HAP, mostrou um aumento de EROs na musculatura esquelética em
ratos. Nessa prerrogativa, o mesmo estudo mostrou que ha um aumento na lipoperoxidacao no

musculo gastrocnémio dos grupos com HAP em relagdo ao grupo controle.

Nesse aspecto, em relacdo ao estresse oxidativo no musculo esquelético, Powers e
colaboradores (2012) mostraram que o aumento de EROs produz um desequilibrio do estado
redox, levando a invasdo de macrofagos e outras células de defesa, culminando em um

processo de dano tecidual e, consequentemente, prejuizo funcional da fibra muscular.
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Autofagia

Figura 05 - Mecanismo da atrofia muscular esquelética causado pelo estresse oxidativo.

(Adaptado de ZHANG et al., 2023).
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Dentre os mecanismos envolvidos na caquexia cardiaca induzida por insuficiéncia
cardiaca crdnica, pode haver uma possivel associagdo com uma maior atividade simpatica e
maior atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona (HYLTANDER et al., 2000). O
sistema simpatico ¢ conhecido como promotor da atividade adrenérgica e do aumento da
atividade cardiaca, gerando uma maior carga de trabalho em animais caquéticos e também em
pacientes. Consequentemente, o sistema nervoso simpatico atua na caquexia por via do
aumento do gasto energético que ¢ elevado com o aumento da sua estimula¢ao, aumentando os
sintomas da caquexia cardiaca. (HYLTANDER, et al., 2000). Nesse sentido, ¢ importante
destacar que o bloqueio simpatico pode reverter a caquexia independentemente do suporte
nutricional, visto que sua ativacdo estd relacionada principalmente, a aumento do gasto

energético basal e ativacao adicional de mediadores inflamatorios (OKOSHI et al., 2016).

Herndon et al. (2001) demonstraram que a ativagdo simpatica pode ter influéncia
funcional no musculo esquelético. Em doencas como a sindrome da fadiga cronica e a
sindrome miasténica de Lambert Eaton mostrou-se associagdo entre a fraqueza muscular e a
disfun¢ao autondmica associada a insuficiéncia renal (O'SUILLEABHAIN P et al., 1998; VAN
CAUWENBERGH et al., 2014; RODRIGUES et al., 2019). REEDS, P. J. et al. (1988)
associam os receptores [ no controle do conteido de proteinas ¢ RNA do musculo
gastrocnémio, em ratos, e controle da perda de massa muscular total, sendo que o bloqueio
desses receptores pode gerar um aumento no teor de proteinas do musculo gastrocnémio
(REEDS, P. J. et al., 1988). Nesse contexto, o aumento da ativacdo dos receptores B tem
associacdo com mecanismos de agdo catabolicos e o bloqueio desses receptores aumenta a
deposi¢ao de proteina muscular, reduzindo a taxa de degradacdo proteica que pode estar
associada a ativagdo desses receptores (PALMER et al., 1985). Desse modo, a caquexia
cardiaca pode estar associada a uma ativacdo simpatica que gera reducao da secrecdo de
leptina, exacerbando a resisténcia a insulina, promovendo a ativacdo de citocinas
pro-inflamatdrias, aumentando o gasto energético e, consequentemente, a degradagdo proteica

(HRYNIEWICZ et al., 2003).

Tendo em vista que a ativacdo simpdtica contribui para a caquexia cardiaca, o
betabloqueador carvedilol, pode ser uma alternativa terapéutica. Esse medicamento ¢
classificado como um farmaco de terceira geracdo, capaz de agir nos receptores al, Bl e B2,
sendo um farmaco nao seletivo, possui as seguintes caracteristicas: alta atividade estabilizadora
de membrana, uma moderada lipossolubilidade, tempo de meia vida de 7-10 horas e ligagdo a

proteinas de 98%, sendo de alta efetividade, além de possuir atividade antioxidante como
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esquematizado na figura 06 (CHEN-SCARABELLI et al., 2012; HILAL-DANDAN &
BRUNTON, 2015). Como descreveram Clark et. al. (2017), por ser um farmaco nao seletivo e
também com propriedades PB-bloqueadoras, o carvedilol ¢ capaz de alterar a atividade
simpatica na HAP. Desta forma, ¢ plausivel que o bloqueio do sistema nervoso simpatico possa
ter um papel importante na redugdo dos sintomas da caquexia cardiaca relacionados a perda de
peso, diminui¢do da massa de gordura, perda de apetite, e evitar a redu¢do da massa muscular

(HERNDON et al., 2001)
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frequéncia cardiaca, da

O carvedilol causa vasodilatagio
pré-capilar por meio de um
blogueio nos adrenorreceptores o=
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sistémica, da presséo arterial contratilidade miocardica & melhora
pulmonar e da pressdo capilar a tolerdncia & pratica de exercicio
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Figura 06 - Propriedades farmacologicas do carvedilol. (Adaptado de CHEN-SCARABELLI et
al., 2012).

1.7 MODELO DE HAP INDUZIDO POR MONOCROTALINA

O modelo experimental de HAP por monocrotalina (MCT) é um modelo de grande
reprodutividade dos sintomas da HAP em roedores. A MCT ¢ um alcaldide extraido de uma
planta de género Crotalaria, que pertence a familia das leguminosas, como demonstrado na
figura 07 (MARTINEZ et al., 2013). Segundo dados de Tokarnia e colaboradores (2000), ha
mais de quarenta espécies do gé€nero Crotalaria presentes em plantagdes de grdos e em

pastagens no Brasil (TOKARNIA et al., 2000).
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Nesse sentido, a MCT ¢ uma das principais estratégias para produzir um modelo
experimental de HAP em ratos Wistar, ja que ele ¢ um método simples e de baixo custo
(SZTUKA & ASINSKA-STROSCHEIN, 2017). Sua via de acdo é a partir da sua
metabolizacdo no figado, sendo que seus metabolitos toxicos induzem vasculite pulmonar,
disfuncdo endotelial, aumento de vasoconstricdo, remodelamento pulmonar obstrutivo, e,
posteriormente, a promo¢ao de um aumento da RVP e da pressdo arterial pulmonar média

(mPAP).

Figura 07- Foto das vagens, das sementes e das folhas da espécie Crotalaria sp. (Retirada de

MARTINEZ et al., 2013).

Desse modo, ao ser aplicada, a MCT pode induzir a alteragdes fisiopatoldgicas
classicas da HP, tais como: vasculite mononuclear pulmonar e arterite pulmonar necrosante

aguda, mas principalmente hipertrofia do VD (KAY M, 1967).

Em ratos, o modelo experimental, induzido por MCT tem sido amplamente utilizado
para o desenvolvimento de HAP, pois ele induz aspectos fisiopatologicos classicos da doenga
como a sobrecarga de pressdo no ventriculo direito, hipertrofia direita e, eventualmente,
insuficiéncia cardiaca congestiva do VD (PAN et al., 1993). Desse modo, a progressao ¢ o
desenvolvimento deste modelo experimental estdo associados ao remodelamento vascular
pulmonar, caracterizado pela degeneracdo seguida de hiperplasia e/ou hipertrofia da camada
muscular lisa, com subsequente estreitamento da luz do vaso, edema e inflamacdo da

adventicia das artérias e veias pulmonares (MEYRICK et al., 1980; WILSON et al., 1992).
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O Laboratério de Fisiologia Cardiovascular da UFRGS ¢ referéncia em utilizar esse
alcal6ide como indutor de HAP e tratar com terapias que podem ser observadas em uma analise
pré-clinica. O trabalho de Colombo et al (2013) mostrou que os animais submetidos a MCT,
possuem uma concentragdo elevada de EROs no pulmao, e que o exercicio fisico produziu
resultados positivos em relagdo ao estresse oxidativo, reduzindo as EROs e mostrando um

efeito terapéutico ao reduzir as EROs.

Em relagdo a fungdo autondmica, estudo como o de Rigatto et al. (2013), utilizando o
modelo da MCT, porém aplicando uma dosagem de 50 mg/kg i.p, mostrou um aumento no
tonus simpatico em animais submetidos a MCT e que o tratamento com aceturato de
diminazeno (um ativador da conversdo de angiotensina II para angiotensina 1 -7) durante 21
dias, promoveu uma redugdo significativa do tonus simpatico em ratos tratados comparados ao
grupo MCT. Posteriormente, Zimmer et al. (2020) mostraram, em um estudo temporal no
modelo da MCT, que a partir da terceira semana apds a aplicacdo da MCT, hd um aumento da
atividade simpatica e redugdo na atividade parassimpdtica. Esses dados demonstram que ha
alteragdes no sistema autdbnomo dos animais que sao submetidos a esse modelo. Logo, utilizar
tratamentos que possam modular esse sistema pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos

produzidos pela MCT em modelo pré-clinico.
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JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

2. JUSTIFICATIVA

A caquexia ¢ uma condi¢ao incapacitante, que afeta individuos acometidos pela HAP. Sabe-se
que a sua caracteristica mais comum ¢ a perda de massa muscular. Consequentemente, o uso do
carvedilol pode inibir a ativa¢ao do sistema nervoso simpatico, bem como melhorar o estresse
oxidativo, visto que possui acdo antioxidante, reduzindo a perda de massa muscular. Logo,
faz-se necessario avaliar, de modo experimental, o uso desse medicamento para o tratamento

da caquexia cardiaca e a perda de massa muscular.
3. HIPOTESE
HO: O tratamento com carvedilol ndo previne a caquexia induzida por HAP.

H1: O tratamento com carvedilol previne a caquexia induzida por MCT por inibi¢ao do sistema

nervoso simpatico e redugdo do estresse oxidativo em ratos.
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OBJETIVOS

4. OBJETIVOS GERAIS
Avaliar a agdo do carvedilol em um modelo de caquexia cardiaca induzida por MCT;
4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Induzir a HAP através da MCT;
- Confirmar a HAP através do ecocardiograma e do cateterismo do VD;

- Analisar a area das fibras musculares do soleo e do gastrocnémio, através da histologia,

para confirmar a atrofia muscular;
- Pesar o tecido adiposo epididimal para quantificar o percentual de gordura epididimal;

- Mensurar a ingestdo alimentar dos animais para quantificar o Coeficiente de Eficiéncia

Alimentar;

- Quantificar as espécies reativas de oxigénio (EROs), lipoperoxidagao (TBARS) e

sulfidrilas nos musculos soleo e gastrocnémio;

- Aplicar o carvedilol como possivel tratamento da caquexia cardiaca induzida por HAP

e analisar os pardmetros supracitados.
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MATERIAIS E METODOS

5. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo experimental, em ratos, que foi realizado nas dependéncias do
laboratério de Fisiologia Cardiovascular e Espécies Reativas de Oxigénio da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Biotério Setorial do ICBS
(Farmacologia)/CREAL da UFRGS, sob aprovacgio na Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) de n° 41774.

5.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado, apo6s aprovacdo da CEUA da UFRGS, seguindo, de forma
rigida, os cuidados especiais pré-determinados para a utilizagdo do menor numero de animais
para reducao da dor e sofrimento, seguindo as normas de ética para pesquisa em modelos
animais. Todos os procedimentos realizados estavam de acordo com o preconizado pela Lei
Arouca (lei no 11.794, de 08 de outubro de 2008), pelas diretrizes do CONCEA que dispde
sobre procedimentos e métodos de eutandsia em animais entre outras providéncias, e pela

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL).

5.2 Animais

Foram utilizados 28 ratos machos Wistar, pesando aproximadamente 180 gramas,
originados do Centro de Reprodu¢do e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) —
UFRGS, com idade aproximada de 34 dias. Os animais foram mantidos em caixas plasticas
com medidas de 270 x 260 x 410 mm, totalizando 7 caixas com quatro animais por caixa.
Todos os ratos foram inseridos em um ambiente com temperatura controlada (21°C), ciclo

claro-escuro de 12 horas e umidade relativa de 70%.

5.3 Desenho experimental

Para a realizagdo desse estudo, foi necessario o uso de ratos Wistar machos por 21 dias
consecutivos. Os animais chegaram no biotério setorial do ICBS da UFRGS, distribuidos em
caixas de forma randomizada, determinando o grupo experimental. A racdo era adicionada a
cada 3 dias, com controle de ingesta alimentar, sendo a dgua oferecida “ad libitum”. Apos 72
horas de ambientagdo iniciou-se a indug¢do do modelo da monocrotalina nos grupos
monocrotalina (MCT) e carvedilol (MCT+C). Apds o 9° dia, os animais do grupo MCT + C
receberam, via gavagem, o tratamento com carvedilol, enquanto que os do grupo MCT e

controle receberam, via gavagem, o diluente de carvedilol (TWEEN 20 e DMSO), ambos os
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grupos por 12 dias consecutivos. Durante esse periodo, os ratos foram pesados diariamente e
continuaram com o controle de ingesta alimentar. No 21° dia, os animais foram pesados pela
ultima vez e submetidos as analises ecocardiograficas e cateterismo do VD. Apds essas
analises, os ratos foram eutanasiados por decapitagdo, sendo retiradas as estruturas: musculos
soleo, gastrocnémio (para andlises de estresse oxidativo e histologia) e tecido adiposo

epididimal (figura 08).

Indug&o do modelo da [

- monocrotalina (60mg|[kg%wa

i.p grupos MCT e MCT + C ou
NaCl (grupo Controle)

Cateterismo do VD

Pesagem Morte por
s I decapitagdo
* Controle Alimentar N
N
- Gavagem de Carvedilol (15mg/ f Retirada dos misculos
P, kg/dia) grupo MCT + C ou soleo e gastrocnémio
L. diluente de carvedilol para os para analise de esltre_sse
grupos MCT e Controle oxidativo e histologia
= Ei dii fia do VD 4
- cocaraiograna do [} Tecido Adiposo

E ¢ L Epididima

Figura 08- Desenho experimental

5.4 Grupos experimentais

Para o desenvolvimento deste estudo utilizou-se 3 grupos:

CONTROLE: Ratos que ndo receberam monocrotalina e sim uma dose de NaCl 0,9%
(i.p) e ap6s nove dias, diluente (TWEEN 20 e DMSO) de carvedilol por gavagem, por 12 dias

consecutivos. No 21° dia do protocolo, os ratos foram eutanasiados.

MONOCROTALINA (MCT): Animais que receberam uma dose unica de
monocrotalina (60mg/kg i.p) e, apés nove dias, diluente (TWEEN 20 e DMSO) de carvedilol,
por gavagem, durante 12 dias consecutivos. No 21° dia do protocolo, os ratos foram

eutanasiados.
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MONOCROTALINA + CARVEDILOL (MCT+C): Animais que receberam uma
dose Unica de monocrotalina (60 mg/kg i.p) e, apos nove dias, carvedilol (15 mg/kg/dia), por

gavagem, durante 12 dias consecutivos. No 21° dia do protocolo, os ratos foram eutanasiados.

5.5 Modelo de HAP induzido por monocrotalina

Os ratos MCT e MCT + C receberam uma Unica injecdo intraperitoneal (i.p.) de
monocrotalina (60 mg/Kg) (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA). Os animais do grupo
controle receberam solugdo salina 0,9% (pH 7,4) com o mesmo volume de aplicagao (0,1% do
do peso corporal em mL). A preparagdo foi realizada de acordo com Pichardo et al. (1999). A
diluicao da monocrotalina foi feita em acido cloridrico (HCl) IN. Apo6s solubilizar, o pH foi
ajustado até atingir 7,4 com a adi¢do de NaOH 1N e para complementar até o volume final foi

acrescentado NaCl 0,9%.

Apos a administragdo de monocrotalina, os animais permaneceram em suas gaiolas sob
condigdes padrao do biotério (temperatura controlada, ruido adequado, gaiolas com maravalha
limpas e secas). Além disso, foram monitorados de perto para o acompanhamento dos
seguintes parametros: desconforto, cianose, padrdo de respiracdo anormal, perda sanguinea,
reflexos lentos ou ausentes. Cabe salientar que foram tomados todos os cuidados de assepsia

durante a manipulagdo dos animais (BORDA, 2015; ZIMMER, 2016).

5.6 Tratamento com carvedilol

O tratamento com carvedilol (SIGMA ALDRICH cdédigo: PHR1265-1G) iniciou a
partir do nono dia apos a aplicagdo da MCT, para que a HAP se instalasse, como mostrou
Zimmer et al (2020). Como dosagem utilizamos 15 mg/kg/dia, durante 12 dias consecutivos de
acordo com Drake ¢ colaboradores (2013). A diluigdo do medicamento ocorreu em DMSO

(dimetilsulfoxido) e Tween 20 (ORTIZ et al., 2019).

5.7 Mensuracao da ingestao alimentar

A mensuragdo do calculo de ingestao alimentar foi feita a cada 3 dias, sendo analisada a
diferenca entre a quantidade de alimentos oferecidos e as sobras nos comedouros (POOL,
2014). A média da diferenca entre a quantidade de alimentos e as sobras foi realizada através
da soma total de sobras, dividido pelo niimero de dias em razdo do nimero de animais por
caixa. Dessa forma, mensuramos a ingestdo alimentar para detectar a presenca de anorexia.
Para tanto, os dados da ingestdo alimentar durante o uso das ragdes para o calculo do
Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA) foi de acordo com a equacdo: CEA = ganho de

peso (g) / quantidade ingerida de alimentos (g) (DE MELO-ROCHA, 2020).
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5.8 Avaliacio ecocardiografica

A avaliagdo da ecocardiografia foi realizada no vigésimo primeiro dia. Para isto, os
animais foram submetidos a anestesia com quetamina (90 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg,
1.p.). As imagens foram obtidas através do modo bidimensional, modo M e do doppler pulsado
(Sistema de Ultrassom Philips HD7; Andover, MA, USA), utilizando um transdutor
piezoelétrico setorial S12-4 (Philips; Andover, MA, USA). Foram avaliados a RVP, através da
relagdo entre o tempo de aceleracdo e o tempo de eje¢ao do fluxo através da artéria pulmonar
(AT/ET) e os seguintes parametros de fun¢do sistdlica: volume sistolico e excursao sistdlica do
plano anular da tricispide (TAPSE), didmetro sistélico do VD. Como parametros de funcao
diastolica foram medidos: a razdo entre o enchimento ventricular e a sistole atrial (E/A) e

diametro diastélico do VD (LIMA-SEOLIN et al., 2017; TURCK et al., 2020).

5.9 Avaliacio hemodinamica: cateterismo do VD

Para a realizacao do cateterismo do VD, o rato foi posicionado na prancha operatoria
sob anestesia e, para a realizagdo do cateterismo, ocorreu o isolamento e canulacdo da veia
jugular direita com um tubo de polietileno PE-50, sendo ele introduzido at¢ o VD. Esses
cateteres estavam conectados a um transdutor de pressdo em um sistema de registros WINDAQ
software (DATAQ Akron, Ohio 44333 U.S.A), monitorando a pressao sistolica do ventriculo
direito (PSVD) e pressdo diastolica final do ventriculo direito (PDFVD), a frequéncia cardiaca
(FC), o indice de relaxamento (dP/dt,;,) e o indice de contratilidade (dP/dt,;), que foram
obtidos a partir dos registros da onda de pressdo ventricular direita e deteccado de pontos
maximos e minimos de cada ciclo cardiaco. Para estimar a mPAP, foi utilizada a formula:
mPAP (mmHg) = 0,61 x PAP + 2, nesse caso, substituimos a pressdo sistolica na artéria
pulmonar (PAP) pela PSVD, pois sabe-se que sdo semelhantes (SOUZA-RABBO et al., 2008;
LIMA-SEOLIN et al., 2017; ZIMMER et al. 2020; TURCK et al., 2020.).

5.10 Morte dos ratos e retirada das estruturas

A morte dos animais foi através da decapitagao por guilhotina de acordo com as normas
exigidas pela CONCEA, sendo ela realizada em um ambiente separado dos outros animais e
por um pesquisador com experiéncia. Os animais foram anestesiados com o uso de quetamina e
xilazina, com 3x a dosagem inicial, sendo administrada via intraperitoneal. Apds a eutanasia,
foi feita a retirada e limpeza dos musculos soleo e gastrocnémio, e retirada do tecido adiposo

epidimal.
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5.11 Analise da quantidade de tecido adiposo epididimal

A quantidade de tecido adiposo epididimal foi pesada em gramas (DE MELO ROCHA,
2020). Apos isso, realizamos o calculo de indice de gordura epididimal (IGE) que foi
determinado pela razdo entre o peso da gordura epididimal (GE) e o peso corporal final (PCF)
do rato, multiplicado por 100, sendo expresso em porcentagem. Equacdo: IGE = (GE/PCF) x
100 (DE MELO ROCHA, 2020).

5.12 Analise histolégica

Para analise histologica, os musculos soleo e gastrocnémio direitos foram retirados e
cortados em planos horizontais e transversais, respectivamente. Estes musculos foram imersos
em formalina 10%, processados em concentracdes crescentes de alcool e xilol e parafinizados
em paraplast Plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Os musculos ja em parafina
foram cortados com 4 mm de espessura, fixados em ldminas e corados com hematoxilina e
eosina (HE) (STEFANON et al., 2013; ZIMMER et al., 2020). Apos isso, foram feitas
fotografias das laminas de HE, que estavam em um aumento microscopico de 40x e,
posteriormente, foi quantificada a média da area de 50 fibras musculares por lamina, utilizando

o programa IMAGEJ disponivel em (https://imagej.net/ij/download.html).

5.13 Homogeneizacio de tecidos

Amostras de tecido soleo e gastrocnémio do lado esquerdo foram pesadas, cortadas em
tiras menores e acrescentado em um eppendorf. Apds isso, para cada 1 grama de musculo,
acrescentou-se 5 mL de KCl (1,15%), 10 pL de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e foi
adicionado 15 pL de Triton 10% para cada 1g de musculo, estabelecendo o protocolo de
homogeneizacdo de musculo esquelético. Apds, os musculos foram homogeneizados por 30
segundos em Ultra-Turrax, seguindo a essa etapa o protocolo de Llesuy et al (1985).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 3000 rpm por um tempo de 20 minutos
em uma temperatura de 4°C. Com as amostras centrifugadas, o sobrenadante foi retirado e

armazenado em um freezer para analises bioquimicas futuras.

5.14 Estresse Oxidativo

5.14.1 Concentracao total de espécies reativas de oxigénio

A determinagdo da concentracdo total de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi
realizada utilizando a técnica descrita por Lebel e colaboradores (1992). Esta técnica mensura a
concentragdo de EROs através da interagdo entre estas e o diacetato de 2°,7’-

diclorofluoresceina (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich, EUA), que é oxidado e transformado em
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2,7-diclorofluoresceina (DCF), molécula que emite fluorescéncia. Para isto, as amostras foram
incubadas com tampado fosfato 20 mM mais KCI (cloreto de potéassio) 140 mM (pH 7,4) e
DCFH-DA 100 uM por 30 minutos, no escuro ¢ a temperatura ambiente. A reacao foi medida
em espectrofotdometro fluorescente (T80 UV/VIS Spectrometer, PG Instruments, Sdo Paulo,
BR), no qual as amostras foram excitadas a 488 nm e a emissao de fluorescéncia foi coletada a

525 nm. Os resultados foram expressos em nmoles de DCF formado/mg proteina.
5.14.2 Espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

O TBARS foi medido conforme descrito anteriormente (BUEGE & AUST, 1978).
Neste método, o acido tiobarbitirico (TBA) reage com os produtos da peroxidacgdo lipidica,
produzindo um composto que ¢ medido a 535 nm. Os resultados dos TBARS foram expressos

como nmol/mg de proteina.
5.14.3 Conteudo de sulfidrilas

O contetdo de sulfidrilas representa uma defesa antioxidante nao enzimatica que esta
inversamente correlacionada com o dano oxidativo as proteinas. Para esse ensaio, 0,1 mM de
DTNB (acido 5,5'-ditiobis(2- nitrobenzéico) foi adicionado a 15 ul de amostra, com
consequente incubagdo por 30 minutos em temperatura ambiente no escuro, como descrito
anteriormente (AKSENOV & MARKESBERY, 2001). A absorbancia (formag¢ao do composto
TNB - 4acido 5-tiol-2-nitrobenzoico) foi medida em espectrofotdmetro a 412 nm (Anthos
Zenyth 200 RT, Biochrom, Reino Unido), e os resultados foram expressos como nmol TNB/mg

de proteina.
5.15 Descarte de residuos

O descarte de residuos ndo toxicos ocorreu no sistema de esgoto comum e os demais
residuos foram encaminhados para o Centro de Gestao e Tratamento de Residuos Quimicos da
UFRGS para procedimento correto de eliminagao. Os residuos biologicos foram descartados no
lixo de cor branca. As carcacas dos animais mortos foram levadas ao freezer de descartes
bioldgicos, onde foram recolhidas por uma empresa terceirizada, responsavel pelo servico de

coleta de materiais biologicos.
5.16 Analise estatistica

Para analise estatistica, foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A

comparagdo entre os grupos foi feita por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida de
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teste complementar de Student-Newman—Keuls (SNK). As diferencas foram consideradas
significativas quando as andlises estatisticas apresentaram um valor de P<0,05. Os resultados
foram expressos em média + desvio padrao. O software SPSS 20.0 para Windows foi utilizado
como ferramenta computacional para analise estatistica dos dados, e o software GraphPad

Prism, versao 5.0 para Windows para a elaboragao dos graficos.
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DISCUSSAO

7. DISCUSSAO:

O presente estudo mostrou que ha um aumento no estresse oxidativo nos musculos
soleo e gastrocnémio, reducdo na area média e no peso da fibra muscular do musculo séleo dos
animais submetidos ao modelo da HAP, sugerindo o desenvolvimento da caquexia cardiaca.
Além disso, o nosso estudo mostrou que o tratamento com 12 dias de carvedilol reduziu as
EROs e a lipoperoxidagdo, tanto no musculo séleo quanto no musculo gastrocnémio, além de

melhorar pardmetros hemodinamicos relacionados ao VD.

A HAP ¢ caracterizada, inicialmente, por vasoconstricio das arteriolas pulmonares que
promove aumento da RVP e, consequentemente, gera o remodelamento do VD. Em nosso
estudo, utilizamos o modelo da monocrotalina, que ¢ um modelo barato, de facil manejo e de
grande reprodutibilidade dos sinais da HAP (POLONIO et al., 2012; LIMA-SEOLIN et al.,
2020; BECKER et al., 2022). O estabelecimento do modelo, j4 padronizado em ratos da
linhagem Wistar, foi confirmado através dos resultados ecocardiograficos. Observamos que, 21
dias apds a inducao da monocrotalina, houve redu¢ao da razao AT/ET, o que denota uma maior
dificuldade da eje¢do ventricular direita. Este parametro ¢ utilizado para estimar a resisténcia
dos vasos pulmonares e sua reducdo sugere aumento da pos-carga ao ventriculo direito
(AYRES, 2016). Esse aumento da resisténcia vascular pulmonar pode ser devido ao
espessamento da camada média da parede arteriolar e também da camada adventicia,
provocada por processo inflamatério, culminando com vasoconstri¢ao, caracteristica da doenca

(WILSON et al., 1992).

Além disso, observamos que os nossos resultados de parametros sistolicos,
responsaveis por mostrar como estd a funcdo contratil do coragdo, estdo prejudicados. Estes
dados vao ao encontro da literatura, mostrando que hd uma reducdo no VS, na TAPSE
(parametro mais utilizado em humanos, capaz de determinar a variagdo do didmetro
longitudinal das fibras do VD) (HANDOKO, M. L. et al., 2009; BOGAARD et al., 2010),
justificando a dificuldade do ventriculo em ejetar por conta da pds-carga aumentada. Esses
resultados s3o semelhantes aos dados de Tiirck et al. (2018) que também utilizaram esse
modelo de HAP (TURCK et al., 2018). Outro achado que justifica a confirmacdo do modelo da

HAP em nosso estudo ¢ o DsVD, que corresponde a dimensao interna minima atingida no VD
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ao final da ejecdo. O aumento deste parametro significa perda de capacidade contratil, uma vez
que, durante a sistole, ndo ha uma reducao dos didmetros ventriculares de forma adequada. Em
relagdo a atuagdo do carvedilol, observamos que ele nao atenuou a perda de fungao sistolica.
Alguns desses dados sdo antagonicos aos resultados de Okumura et al. (2015), em um estudo
que investigou o efeito do carvedilol (15 mg/kg) sobre a fibrose ventricular no modelo da
monocrotalina (60 mg/kg) em ratos da linhagem Sprague-Dawley, com tratamento de 5
semanas. Este estudo mostrou que os parametros sistolicos do VD como a TAPSE e o VS
foram modulados pelo carvedilol. Tais resultados podem ser comparados por possuirem
modelo e tratamento semelhantes; entretanto, o protocolo utilizado neste trabalho segue a
metodologia utilizada por Zimmer et al. (2020). Nesse estudo temporal com o modelo da
monocrotalina em ratos Wistar, mostrou-se que, apos a terceira semana da indu¢ao do modelo,
a taxa de sobrevivéncia reduzia drasticamente, chegando no vigésimo oitavo dia com uma taxa
de 100% de mortalidade. Desse modo, apds estabelecermos que o modelo deveria ser seguido
por 21 dias, para evitar queda na taxa de sobrevivéncia, iniciamos o tratamento com o
carvedilol a partir do nono dia, totalizando 12 dias de tratamento, seguindo o protocolo de
tempo de tratamento com carvedilol de Ortiz et al. (2019), que utilizou o modelo de infarto do
miocardio. Deixamos o modelo seguir por nove dias, visto que em um estudo anterior com esse
este periodo, ja passou o pico do processo inflamatorio e a sinalizagdo para o remodelamento
do ventriculo direito ja se estabeleceu (ZIMMER et al., 2020). O tempo de tratamento com
carvedilol no nosso estudo foi menor do que o do estudo de Okumura et al. (2015), podendo
ser uma justificativa para nossos resultados ecocardiograficos. Nos parametros diastolicos,
observamos que ha uma reducdo na razdo E/A e o aumento do DAVD. Estes dados sugerem
que ha mais volume residual no ventriculo direito (VD) dos ratos com HAP, devido a
insuficiéncia da funcdo diastolica associada ao modelo, como no trabalho de Tiirck et al.
(2018), indicando uma hipertrofia excéntrica que terd como consequéncia um aumento no
volume residual. Entretanto, observamos que o carvedilol reduziu o DdVD, de forma
significativa em relagdo ao grupo monocrotalina. Este achado sugere que o uso do carvedilol
reduziu a pds-carga ao VD, o que poderia justificar um menor volume residual nesta camara

cardiaca.

Em relagdo ao cateterismo do VD, observamos que ndo ha diferengas na FC dos ratos
submetidos ao modelo. Tais resultados sao semelhantes aos dados de Lima-Seolin et al. (2017),
utilizando um betabloqueador bucindolol, mostrando que o modelo ndo foi capaz de modificar

a FC entre os grupos. Em relagdo ao tratamento com carvedilol ndo observamos diferenca
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significativa. Isso significa que o carvedilol ndo foi capaz de modificar a fungdo cronotropica
nesse modelo da HAP. Um dos motivos responsaveis por este resultado pode ser o tempo de
tratamento com carvedilol. Todavia, esse resultado ¢ diferente do encontrado no estudo de
Okumura et al. (2015), onde hé reducdo significativa da FC no grupo tratado com carvedilol
(15 mg/kg) por 5 semanas em relacdo ao grupo monocrotalina, justificando mais uma vez que o
tempo de tratamento pode ter interferéncia nesse resultado. Outro dado do presente estudo € o
aumento da PSVD e da PDFVD. A pressao sistolica aumentada se deve ao aumento da
pos-carga, sendo que o VD necessita desenvolver mais forca para conseguir ejetar, conforme
demonstrado em estudos anteriores utilizando o modelo da monocrotalina (BOGAARD et al.,
2010; OKUMURA et al., 2015; LIMA-SEOLIN et al., 2017; ORTIZ et al., 2019; ZIMMER et
al., 2020). O aumento da pressdao diastolica final do VD pode estar associado a pressao
imposta pelo volume residual na cdmara cardiaca. Observamos que o carvedilol reduziu de
forma significativa essas pressoes. Estes dados sugerem que o bloqueio B-adrenérgico tem um
impacto na redugdo da pos-carga, reduzindo a forca gerada no miocardio para a contragdo do
musculo cardiaco, corroborando nossos achados ecocardiograficos. Este resultado ¢ semelhante
aos dados de Okumura et al. (2015) e Lima-Seolin et al. (2017). A partir dos dados de pressao
sistolica, calculamos a mPAP e observamos que hd um aumento da pressao arterial pulmonar
média, resultado também encontrado por Corssac et al. (2021). Outrossim, observamos que o
carvedilol ¢ capaz de reduzir de forma significativa a mPAP de ratos submetidos ao modelo da
monocrotalina, o que sugere reducao da pds-carga imposta ao VD. Os dados de dP/dt minima e
dP/dt maxima, que mostram a velocidade de contragdo e relaxamento do VD, mostraram
aumento nos ratos submetidos a monocrotalina em relacdo ao grupo controle, sendo
semelhante dos resultados ji encontrados na literatura (TURCK et al., 2018). Todavia, nio
observamos efeitos significativos do carvedilol nesses parametros, sendo diferentes dos
resultados encontrados no estudo de Okumura et al. (2015), que observaram aumento
significativo desses parametros tanto em relagdo ao grupo controle, quanto em relagao aos ratos
submetidos ao modelo de HAP. Tendo em vista que o carvedilol ndo alterou estes indices
relativos ao inotropismo e lusitropismo, parece que sua agcdo ocorreu mais ao nivel vascular,
aumentando a complacéncia dos vasos e, consequentemente, tendo um impacto mais

significativo apenas na pos-carga do VD.

Um dos objetivos deste estudo foi verificar o impacto das alteragdes ecocardiograficas e

hemodindmicas ocorridas no modelo da monocrotalina na musculatura esquelética destes
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animais. H4 relatos na literatura de que este modelo induz caquexia cardiaca (MOLINARI et

al., 2016).

A caquexia cardiaca, em humanos, tem sido definida como uma perda maior de 5% da massa
corporal em pacientes com doenga cronica e, pelo menos, trés dos seguintes critérios clinicos e
laboratoriais: diminuicdo da for¢a muscular, fadiga, anorexia, baixo indice de massa livre de
gordura e bioquimica anormal (OKOSHI et al., 2016). Ademais, ela ¢ uma condi¢do patologica
comum em pacientes com insuficiéncia cardiaca e sua ocorréncia gera reducdo da sobrevida e
alteragdes funcionais como reducao na fra¢ao de ejecao e capacidade de realizagdo de atividade
fisica (ROSSIGNOL et al., 2015). No estudo de Molinari et al. (2016) os autores observaram
que os animais continuam ganhando peso corporal até a terceira semana ap6s a indugdo do
modelo. Entretanto, além dos achados macroscopicos associados ao peso de estruturas
corporais como os musculos esqueléticos, ¢ necessario realizar avaliagdes bioquimicas e
histoldgicas para confirmar a caquexia (BERTAGLIA et al., 2011). Em relacao aos dados
morfométricos, nosso estudo mostrou que os ratos submetidos ao modelo da monocrotalina
reduziram o peso corporal em relacdo ao grupo controle, dados que sdo semelhantes ao estudo
de Zimmer et al. (2020). Todavia, ndo observamos diferenca significativa no grupo carvedilol
em relagdo ao grupo monocrotalina, resultado diferente dos dados de Okumura et al. (2015)
que identificaram que o carvedilol, durante 3 semanas de tratamento, atenua de forma
significativa, a redu¢do do peso corporal em ratos de linhagens diferentes ao que utilizamos,
porém com o mesmo modelo de HAP. Em relacdo ao peso muscular, observamos diferenca
significativa no peso do musculo soleo, mostrando uma caracteristica de caquexia muscular
nesse modelo. Este resultado ¢ semelhante ao encontrado por Bertaglia et al. (2011), que
utilizaram o modelo da monocrotalina (30 mg/kg) para insuficiéncia cardiaca, durante 22 dias,
com ratos com peso médio de 100g. Os resultados desses autores mostram que os ratos
insuficientes possuem uma redug¢do no peso muscular do musculo soleo/peso corporal. Tais
resultados mostram que o peso do musculo séleo reduz com o modelo da monocrotalina. No
que corresponde a area da fibra muscular avaliada pela histologia, nossos dados mostram que o
musculo séleo dos animais submetidos ao modelo possuem uma redugdo da mesma em relagao
ao grupo controle. Em relacdo ao musculo gastrocnémio, ndo observamos diferenga no peso e
na area da fibra muscular. Estes dados estdo em concordancia com os de Bertaglia et al. (2011),
que mostraram atrofia muscular do so6leo. Autores como Vescovo et al. (1998) também
mostraram que ha atrofia do musculo so6leo no modelo da monocrotalina (30 mg/kg), em ratos

Sprague-Dawley. Nessa perspectiva, os mesmos autores descrevem que essa redugdo na area da
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fibra ndo ¢ devida a falta de atividade fisica (caracteristica da caquexia cardiaca), mas ha
mecanismos neuro-hormonais, citocinas como TNF-a, resisténcia a insulina que podem estar
relacionados a reducdo da area da fibra muscular, uma perspectiva para o nosso estudo seria
avaliar tais pardmetros. Foi demonstrado que a insuficiéncia cardiaca congestiva pode levar ao
desenvolvimento de miopatia, caracterizada por atrofia e mudanga das fibras do tipo lento para
o rapido na musculatura esquelética dos membros inferiores de ratos no modelo da
monocrotalina (VESCOVO et al.,1998). Isto pode ser devido ao fato de que as concentragoes
de RNAm que de codificam cadeias pesadas de miosina do tipo oxidativa estdo reduzidas,
enquanto as concentracdes de RNAm que codificam as cadeias pesadas de miosina do tipo
glicolitica estdo aumentadas no modelo da monocrotalina (VESCOVO et al.,1998). Essas
alteragdes podem ter um papel importante na atrofia muscular associada a insuficiéncia
cardiaca. No nosso estudo, foram utilizados dois tipos de musculo esquelético: o séleo que
possui mais fibras oxidativas (lentas) e o gastrocnémio que possui fibras glicoliticas (rapidas)
(VESCOVO et al.,1998; CALORE et al. 2002; TABOROWSKA, et al., 2016). Na HAP,
ocorrem alteragdes metabolicas no sentido de favorecer a via glicolitica em detrimento da
fosforilagdo oxidativa; alteracdo conhecida como efeito Warburg (PAULIN & MICHELAKIS,
2014). E plausivel supor que este desvio metabdlico possa explicar a alteragio diferencial no
musculo sdleo, em relagdo ao gastrocnémio, observada neste estudo. Outrossim, nosso estudo
mostrou que o carvedilol ndo alterou os parametros de peso e area da fibra muscular, nao
possuindo associagdao do uso de betabloqueador com a caquexia durante periodo de tratamento
de 12 dias. Todavia, estudos clinicos como o de Clark et al. (2017) mostram que o carvedilol
(dose final de 25 mg/dia) durante 2 meses, promove uma reversao parcial da caquexia em
pacientes com insuficiéncia cardiaca, podendo a perda de peso estar relacionada com um
possivel bloqueio da ativagdo simpatica. Isso pode ser explicado porque pacientes com
insuficiéncia cardiaca apresentam uma maior ativacdo simpética e hd uma quantidade de
noradrenalina circulante ainda maior quando ha perda de massa muscular. Consequentemente,
a ativacao simpatica pode exacerbar a resisténcia a insulina e promover liberacdo de citocinas
pro-inflamatorias e todas essas associagdes sao capazes de levar a uma perda de tecido adiposo
e cé¢lulas musculares (BURNISTON et al., 2002; TAN, LIP-BUN et al., 2003; CLARK et al.,
2017).

Outra andlise importante realizada no nosso estudo para comprovar o quadro de caquexia foi a
ingestdo alimentar, uma vez que a anorexia ¢ um sinal caracteristico da doenca e ¢ um achado

comum em pacientes com caquexia cardiaca. Dessa forma, em relacdo a ingestdo alimentar,
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observamos que os animais submetidos ao modelo comeram em média menos racdo
diariamente do que os animais do grupo controle. Além disso, mostramos que o carvedilol nao
modificou os parametros de ingestdo alimentar. Esse resultado difere dos dados encontrados
por Farhat et al. (2019) que mostraram, em um modelo de hipoglicemia associada a
insuficiéncia autonomica, que o carvedilol (3 mg/kg) é capaz de melhorar a ingestdo alimentar
de ratos com caquexia. Outro parametro analisado foi a quantidade de tecido adiposo
epididimal, um importante indicador de gordura corporal, reconhecido por ser um tecido
adiposo mais ativo devido a maior sensibilidade a lipolise, sendo associado com a questdao
inflamatoria que ¢ comum na caquexia cardiaca (GAROFALO et al., 1996; HERMSDORFF &
MONTEIRO, 2004). Em nossos resultados, observamos que ha uma reducao na quantidade de
tecido adiposo epididimal dos animais submetidos ao modelo da monocrotalina. Além disso,
verificamos que o carvedilol ndo reverteu este efeito. Em relacdo ao indice de gordura

epididimal, ndo observamos alteragdes entre os grupos.

Um dos mecanismos envolvidos na génese da caquexia cardiaca € o estresse oxidativo
(VUDATHA et a., 2022). Em relagdo ao estresse oxidativo, sabe-se que seu aumento ¢ o
resultado de um desequilibrio entre a produ¢ao de EROs e sua estabilizagdo por mecanismos
antioxidantes, como as sulfidrilas, que sdo antioxidantes ndo-enzimaticos. O aumento de EROs
pode gerar uma ativagdo de vias proteoliticas como a via da ubiquitina. Além disso, a
aumentada concentragdo de EROs também pode levar a danos ao DNA mitocondrial,
impactando negativamente a cadeia de transporte de elétrons, acumulando, assim, mais EROs
(LEE et al., 2021; VUDATHA et al., 2022). Nossos resultados mostram que os animais que
receberam apenas a monocrotalina possuem uma maior concentracdo de EROs nos musculos
soleo e gastrocnémio em relagdo ao grupo controle, sugerindo um aumento no estresse
oxidativo. Em relagdo ao musculo gastrocnémio, nossos resultados estdo de acordo com os
dados encontrados no estudo de Becker et al. (2022), que utilizando o mesmo protocolo, porém
como intervengdo o exercicio fisico, mostrou que a concentragcdo de perdxido de hidrogénio
(H,0,) no musculo gastrocnémio nos animais com HAP, estd aumentada em relacdo ao grupo
controle. Em relagdo ao tratamento com 12 dias de carvedilol, observamos que esse
medicamento, por possuir propriedades antioxidantes, foi capaz de reduzir as concentracdes de
EROs na musculatura esquelética em relacdo ao grupo monocrotalina. Isso pode ser explicado
pela estrutura quimica do farmaco, composto por grupamento carbazol, que possui
propriedades antioxidantes, atuando sobre o controle dos radicais livres (RUFFOLO &

FEUERSTEIN, 1997). Em relacdo a lipoperoxida¢do, os nossos resultados mostram um
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aumento de TBARS nos musculos séleo e gastrocnémio, nos animais que receberam apenas a
monocrotalina. Este resultado também foi observado no estudo de Becker et al. (2022), que
analisou a lipoperoxidagdo no musculo gastrocnémio, demonstrando aumento nestas
concentragdes. Em relacdo ao musculo séleo, nossos resultados estdao de acordo com os dados
de Bertaglia et al. (2011), que observaram que o modelo da monocrotalina aumentou a
lipoperoxidagdo, sugerindo um dano lipidico relacionado a HAP, que pode estar envolvido na
caquexia cardiaca. Em relagcdo ao carvedilol, observamos um resultado positivo na redugao da
lipoperoxidacdo, tanto do musculo soleo, quanto do musculo gastrocnémio, mostrando que o
medicamento possui a capacidade de reduzir o dano oxidativo. Em relagdo as sulfidrilas, ndo
observamos diferenca significativa nos musculos soleo e gastrocnémio em nenhum dos grupos.
Tais resultados ainda nao foram demonstrados na literatura na musculatura esquelética no
modelo da monocrotalina. Entretanto, sabe-se que, no modelo da monocrotalina, em uma
analise temporal, realizada por Zimmer et al. (2021), na primeira semana apds a inducao do
modelo, a concentracdo de sulfidrilas no tecido pulmonar esta reduzida. Na segunda semana, as
sulfidrilas estdo aumentadas; porém, estas ndo se mostraram diferentes em relagdo ao grupo
controle na terceira semana. Este estudo avaliou a concentracdo de sulfidrilas no tecido
pulmonar, sendo importante avaliar essas concentragdes, de forma temporal, também no tecido
esquelético. Porém, nosso estudo sugere que, neste tempo de estudo (21 dias), as alteragdes do
estado redox se devem mais a produgdo de EROs do que a reducao dos antioxidantes

ndo-enzimaticos.

Em suma, podemos destacar que ha uma associagdo do estresse oxidativo no musculo
esquelético com a caquexia cardiaca. No entanto, ndo podemos estabelecer uma relagdo de
causa e efeito entre esses fendmenos. E possivel que haja o envolvimento de outros
mecanismos ndo explorados neste estudo, como a inflamagdo, com a agao de citocinas como
TNFa e IL-6. Sabe-se que estas citocinas estdo aumentadas em modelo de caquexia, j& que o
TNFa ativa a via do NF-xB, o que gera um aumento do estresse oxidativo, podendo ter uma
importante associagdo entre o estresse oxidativo e os mecanismos inflamatérios (LLOVERA et
al., 1993; PIETZSCH et al.,, 2020; VUDATHA et al.,, 2022). Todavia, os mecanismos
associados a atrofia do musculo esquelético nao foram totalmente esclarecidos, sendo
importante avaliar uma combinacdo de fatores, incluindo aumento da proteolise, diminui¢do da
sintese proteica e fibrose no tecido muscular (ZHANG et al., 2023). Ademais, a ativacao
neuro-hormonal também pode estar associada com a atrofia do musculo esquelético

relacionada a insuficiéncia cardiaca cronica, de acordo com a hipdtese neuro-hormonal pois as
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concentragdes da noradrenalina podem refletir a atividade simpatica e tanto a noradrenalina
quanto a adrenalina podem causar uma mudanga catabdlica. Também, a angiotensina II pode
causar anorexia e reducao das concentragoes circulantes do fator de crescimento semelhantes a
insulina (IGF-1) estando relacionadas a caquexia do musculo esquelético (BRINK et al., 1996;
ANKER & SHARMA, 2002; OKOSHI et al., 2016). Sendo assim, a ativagdo simpatica esta
associada com a caquexia cardiaca (OKOSHI et al., 2016). Outro possivel mecanismo
envolvido ¢ o balango entre sintese e degradagao proteica, o qual pode ser analisado através da
expressdo de proteinas como a Muscle RING-Finger Protein-1 (MURF-1) e a atrogina- 1. E
sabido que, de forma especifica, a MURF-1 esté relacionada a perda de massa muscular, sendo
um importante fator para a confirmagdo do modelo de caquexia cardiaca (ADAMS et al.,
2007). Portanto, destacamos a importancia de novos estudos sobre essa tematica para
compreender a atuacdo do bloqueio do sistema nervoso simpatico e o balango simpato-vagal,
visto que este sistema possui um importante papel na fisiopatologia da HAP e também em
outros fatores como metabolismo, estresse oxidativo e inflamagdo, que sdo caracteristicas

importantes da fisiopatologia dessa doenga.

Uma das limitagdes que consideramos importantes neste estudo foi a falta da confirmacao do
bloqueio autondmico com o uso do carvedilol, através da analise espectral. Também poderiam
ser avaliados parametros metabolicos, tendo em vista que uma das explicacdes para o

surgimento da caquexia cardiaca na HAP sdo alteragcdes metabolicas.
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CONCLUSAO

8. CONCLUSAO:
Os resultados do nosso estudo nos mostram que:

- Houve indugdo da HAP pelo modelo da monocrotalina, sendo esta confirmada pelos
resultados da ecocardiografia e cateterismo do VD.

- O carvedilol ndo modificou os pardmetros ecocardiograficos, exceto o DAVD,
sugerindo que o medicamento ¢ capaz de reduzir a pos-carga.

- Em relagdo as mudangas hemodinamicas, o carvedilol ndo alterou a frequéncia
cardiaca, porém melhorou os parametros de PDFVD, PSVD e mPAP. Esses
resultados indicam melhora na fun¢do hemodinamica com o wuso deste
betabloqueador.

- Os resultados morfométricos mostram que o modelo da monocrotalina induz sinais
caracteristicos de caquexia cardiaca; porém, ndo observamos alteragdes promovidas
pelo carvedilol.

- No estresse oxidativo, nosso estudo mostrou que ha um aumento na concentracao
de EROs e TBARS nos musculos séleo e gastrocnémio e que, neste modelo, o
tratamento com carvedilol reduz esses parametros. Em relacdo as sulfidrilas, ndo
observamos resultados significativos.

- Em suma, nosso estudo mostrou que o carvedilol nao foi capaz de prevenir a
caquexia cardiaca, porém ele possui a capacidade de modificar aspectos importantes
como a hemodindmica do VD e o estresse oxidativo nos musculos soleo e

gastrocnémio.
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