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RESUMO

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) ¢ uma doenca progressiva e com progndstico
desfavoravel, caracterizada por vasoconstricdo pulmonar e remodelamento vascular pulmonar
progressivo. Na HAP, o treinamento fisico combinado (TF) (i.e, a associacdo do aerdbio com
o resistido), é recomendado como ferramenta adjuvante no tratamento de pacientes estaveis. Os
objetivos desta dissertagdo foram revisar os mecanismos respiratorios, cardiovasculares
envolvidos na fisiopatologia da HAP (estudo I), bem como avaliar o efeito do TF combinado
sobre as variaveis de e estresse oxidativo (EO) e mediadores inflamatorios na musculatura
esquelética periférica e respiratoria em modelo experimental de HAP (estudo II). No estudo I
foi conduzida uma revisdo sistematica de estudos pré-clinicos e clinicos nos ultimos 10 anos
que corroboram o carater integrado da fisiopatologia da HP por meio de alteracdes funcionais
e estruturais nos reflexos periféricos, nos sistemas respiratorio, cardiovascular e
musculoesquelético. Os achados sugerem futuros alvos terapéuticos que podem auxiliar na
melhoria da tolerancia ao exercicio e da qualidade de vida em pacientes com HAP. No estudo
I, conduzimos um protocolo original, em que ratos Wistar receberam inje¢do subcutanea de
MCT (40 pg/kg de peso corporal) ou salina e foram divididos ap6s 4 semanas nos grupos TF:
MCTrr e SAL7r (aerobio: 40-60% Velmax, 3x/semana; resistido: 40-60% Cargamax, 2x/semana)
ou grupos sedentarios: MCTsep € SALsep. Os musculos gastrocnémio e diafragma foram
avaliados para os marcadores de dano oxidativo (lipoperoxidacdo e proteinas carboniladas),
antioxidantes (catalase, superoxido dismutase, FRAP) e pro-oxidantes (peroxido de hidrogénio,
NADPH Oxidase) e marcadores inflamatérios (interleucinas IL-6 e IL-10 e TNF-a). A HAP
cursou com redugdo de defesa antioxidante no gastrocnémio e aumento de pro-oxidantes e dano
oxidativo em ambos os musculos. Houve redugdo de mediador pré-inflamatério (TNF-a) no
musculo gastrocnémio e aumento de mediadores pro-inflamatérios e redug¢do de mediadores
anti-inflamatorios no diafragma. O TF, por outro lado, normalizou parcialmente o balango
redox na musculatura periférica e respiratoria e os mediadores inflamatorios na musculatura
respiratoria na HAP. Em conjunto os resultados reforcam o entendimento da literatura atual de
que a fisiopatologia da HAP envolve ndo so6 os sistemas cardiovascular e pulmonar, englobando
também o sistema musculoesquelético. Além disto, dados originais apresentados no estudo II
corroboram o entendimento de que as alteragdes no perfil inflamatdrio e no balango redox
ocorrem na musculatura periférica e respiratoria na HAP estavel e apontam o TF combinado de
moderada intensidade como estratégia terapéutica eficaz em prevenir tais alteracdes.

Palavras-chave: Hipertensdo arterial pulmonar, estresse oxidativo, mediadores inflamatorios,

treinamento fisico combinado.



ABSTRACT

The Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a progressive disease with an unfavorable
prognosis, characterized by pulmonary vasoconstriction and progressive pulmonary vascular
remodeling. In PAH, combined physical training (CT) (i.e., the combination of aerobic and
resistance training) is recommended as an adjuvant tool in the treatment of stable patients. The
objectives of this dissertation were to review the respiratory and cardiovascular mechanisms
involved in the pathophysiology of PAH (Study I) and to evaluate the effect of combined CT
on oxidative stress (OS) variables and inflammatory mediators in peripheral and respiratory
skeletal muscles in an experimental model of PAH (Study II). In Study I, a systematic review
of pre-clinical and clinical studies in the last 10 years was conducted, supporting the integrated
nature of PAH pathophysiology through functional and structural changes in peripheral
reflexes, respiratory, cardiovascular, and musculoskeletal systems. Findings suggest future
therapeutic targets that may improve exercise tolerance and quality of life in PAH patients. In
Study II, we conducted an original protocol where Wistar rats received subcutaneous injection
of MCT (40 pg/kg body weight) or saline and were divided into groups after 4 weeks: CT
groups (MCTCT and SALCT - aerobic: 40-60% MaxSpeed, 3x/week; resistance: 40-60%
MaxLoad, 2x/week) and sedentary groups (MCTSED and SALSED). Gastrocnemius and
diaphragm muscles were assessed for oxidative damage markers (lipid peroxidation and
carbonylated proteins), antioxidants (catalase, superoxide dismutase, FRAP), and pro-oxidants
(hydrogen peroxide, NADPH oxidase), as well as inflammatory markers (interleukins IL-6 and
IL-10 and TNF-a). PAH resulted in reduced antioxidant defense in the gastrocnemius and
increased pro-oxidants and oxidative damage in both muscles. There was a reduction in the pro-
inflammatory mediator (TNF-a) in the gastrocnemius and an increase in pro-inflammatory
mediators and a decrease in anti-inflammatory mediators in the diaphragm. CT, on the other
hand, partially normalized the redox balance in peripheral and respiratory muscles and the
inflammatory mediators in respiratory muscles in PAH. In conclusion, the results reinforce the
current understanding that PAH pathophysiology involves not only the cardiovascular and
pulmonary systems but also the musculoskeletal system. Furthermore, original data presented
in Study II support the understanding that changes in the inflammatory profile and redox
balance occur in stable PAH and indicate moderate-intensity combined CT as an effective

therapeutic strategy to prevent such alterations.

Keywords: Pulmonary arterial hypertension, oxidative stress, inflammatory mediators,

combined physical training.
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1 CONTEXTUALIZACAO

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) ¢ uma doenca de carater progressivo, definida
pelas seguintes medidas por cateterismo direito: pressao arterial pulmonar média (PAPm) > 20
mmHg em repouso, pressao de oclusdo da artéria pulmonar (PoAp) menor ou igual 15 mmHg
e resisténcia vascular pulmonar (RVP) superior a 3 unidades Wood . Corresponde ao grupo
1 da Hipertensdo Pulmonar (HP), engloba diversas etiologias, como a idiopatica, associada a
doengas do tecido conjuntivo, induzida por toxinas e drogas, relacionada a infec¢do pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), esquistossomose, doenga tromboembdlica cronica, ou a
forma hereditaria -2, A definicdo hemodinamica da HP diferencia HP pds- capilar e HP pré-
capilar, sendo subdividida em HP combinada ¢ isolada, de acordo com diferentes combinagoes
de pressdes da arteria pulmonar, pressdo de oclusdo da artéria pulmonar (PoAp), débito
cardiaco, gradiente de pressdes diastolica e resisténcia vascular pulmonar (RVP). Essa
estratificagdo € crucial para compreender a fisiopatologia da doenca e, por conseguinte, orientar
a abordagem e tratamento adequados (Tabela 1) !,

As estimativas atuais sugerem que a prevaléncia de HAP seja de aproximadamente 10,6
casos por 1 milhdo de adultos nos EUA ©. Apesar da baixa prevaléncia e dos avangos no
desenvolvimento de novos farmacos para seu tratamento, o progndstico desses pacientes ainda
¢ desfavoravel, com taxa de mortalidade estimada em 30% nos 3 primeiros anos da doenga ®,
o que demonstra a necessidade de estudos cientificos que abordem potenciais estratégias
terapéuticas para essa populagao.

O curso temporal da HAP ¢ caracterizado por vasoconstricdo pulmonar patologica e
remodelamento vascular pulmonar progressivo”. Tais alteragdes cursam com o aumento
progressivo da RVP e da PAPm, levando a insuficiéncia ventricular direita e,
consequentemente, ao obito ¥, Os principais sintomas iniciais observados na HAP incluem
dispneia progressiva, assim como fadiga muscular, dor toracica e sincope'®. Com a progressio
da doenga, individuos com HAP demonstram caquexia, fraqueza da musculatura periférica e
inspiratoria e progressiva intolerancia ao exercicio fisico; sintomas esses associados a piora
clinica e reducio significativa na qualidade de vida 9,

Alteragdes no perfil inflamatorio e de estresse oxidativo podem estar envolvidos na
fisiopatologia e progressdo da HAP. Nesse sentido, ¢ sabido que o estresse oxidativo —
caracterizado pelo desbalango entre mediadores pro-oxidantes e antioxidantes — na vasculatura
pulmonar pode mediar o aumento da RVP ¢ PAPm via remodelamento arteriolar pulmonar na
HAP 1D, Adicionalmente, um corpo recente de evidéncias tem demonstrado que o estresse

oxidativo na musculatura esquelética periférica e respiratoria também participa de maneira
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importante da progressdo dessa doenca!!>!>. Por exemplo, Moreira-Gongalves et al!®
demonstraram que o aumento do estresse oxidativo e perfil inflamatorio pode ser um dos
mediadores da caquexia e atrofia muscular periférica no modelo experimental de HAP. Ainda,
a fraqueza da musculatura inspiratdria — alteragdo bem estabelecida em pacientes com HAP —
parece ser parcialmente mediada pelo aumento de citocinas inflamatorias (tais como TNF-a e
IL-1) que promovem a degradagcdo dos filamentos de actina e disfungdo contratil do
diafragma'> '3, Por fim, tendo o conhecimento de que o aumento do estresse oxidativo e
inflamacdo podem mediar a atrofia muscular periférica e respiratoria, tal alteracdo parece

também contribuir para a redugio da capacidade de exercicio nessa populagio 17,

Tabela 1. Defini¢oes hemodinimicas de Hipertensao Pulmonar (HP)

Definicoes Caracteristicas Grupos clinicos *

LHAP

HP pré-capilar PAPm >20 € IIL HP devido & doenga pulmonar

IV. HP crénica tromboembodlica

PAWP <15 mmHg | v, Hp de causa incerta e/ou multifatorial

PVR >3 WU

HP pos-capilar isolado (IPcPH) PAPm >20 mmHg
II. HP devido a doenga cardiaca esquerda

PAWP >15 mmHg | V. HP de causa incerta e/ou multifatorial

PVR <3 WU

HP pré e pos-capilar combinado (CpcPH) | PAPm >20 mmHg 1L HP devido & doenga cardiaca esquerda

V. HP de causa incerta ¢/ou multifatorial
PAWP >15 mmHg

PVR >3 WU

PAWP: pressdo de oclusdo arterial pulmonar; RVP: resisténcia vascular pulmonar; WU: Unidade
Wood. *: grupo 1: HAP; grupo 2: HP por cardiopatia esquerda; grupo 3: HP por doengas pulmonares
e/ou hipdxia; grupo 4: HP por obstrugdo de artéria pulmonar; grupo 5: HP com mecanismos pouco claros

e/ou multifatoriais. (Adaptado Simonneau, Gérald et al.").
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Por outro lado, o treinamento fisico ¢ considerado um tratamento adjuvante para
melhora dos parimetros clinicos em pacientes com HAP ('®. Dentre os beneficios observados
pelo treinamento fisico estdo a diminui¢do da PAPm e aumento do débito cardiaco. Tal redugao
da PAPm sugere uma diminui¢do do tonus vascular pulmonar, caracterizando um possivel
remodelamento nos vasos pulmonares (!, Ainda, em estudo publicado por Vieira et al. (2020)
@9 realizado em modelo experimental de HAP induzida por monocrotalina (MCT), observou-
se que o treinamento fisico aerdbico continuo iniciado antes do estabelecimento da HAP
preveniu a disfuncdo muscular periférica, reverteu a disfuncdo e remodelamento cardiaco do
ventriculo esquerdo e preveniu a intolerancia ao exercicio.

Especificamente em pacientes com HAP, ensaios clinicos demonstraram a eficacia e
seguranca de protocolos supervisionados como parte de um programa de reabilitagdo,
resultando em melhora na fungdo cardiopulmonar e muscular, na capacidade do exercicio,

22). Dentre 0s

qualidade de vida e, por consequéncia, na sobrevida desses pacientes !
protocolos de TF recomendados em diferentes Guidelines para Reabilitagdo Cardiaca e
Pulmonar ?*?Y seguros e eficazes para HAP estavel > e demais doengas cardiorrespiratorias
(26.27) " destaca-se a modalidade combinada (i.e, a associacdo do aerdbio com o resistido). A
modalidade de TF intervalada (i.e, curtos periodos de moderada intensidade seguidos de
recuperagdo em baixa intensidade) permite ao paciente atingir cargas superiores com menor
sobrecarga cardiocirculatoria ®®), e é constantemente utilizada na prética clinica em conjunto
ao resistido dindmico nessa populagio 328

No entanto, permanece desconhecido o papel do TF combinado sobre os marcadores de
estresse oxidativo e inflamacdo na musculatura periférica e diafragmatica no modelo

experimental de HAP.

1.1 Papel do estresse oxidativo e inflamacao na fisiopatologia da HAP

O estresse oxidativo ¢ caracterizado pelo desequilibrio entre a geragdo de compostos
oxidantes, como as Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) em relagdo a atuagdo dos sistemas
de defesa antioxidante ?*. O excesso de oxidantes causa danos teciduais por oxidacdo de
estruturas celulares. Dentre os mecanismos que promovem dano tecidual, destaca-se o processo
de peroxidagdo lipidica, que promove oxidagdo da membrana lipidica celular, inclusive com
capacidade de promover danos ao DNA©G% 3D,

A oxidagdo ¢é parte fundamental da vida e do metabolismo aerdbio ©?. A geragdo de
energia necessaria ao metabolismo celular ocorre essencialmente na cadeia respiratoria

r

mitocondrial®”. No decorrer deste processo, a molécula de oxigénio é reduzida até ser
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transformada em 4gua®®. Durante este processo de redugio, ocorre a formacio de uma série de
elementos toxicos e ROS @3, As ROS e espécies reativas de nitrogénio (RNS) sdo radicais
livres intimamente relacionados ao estresse oxidativo ®%. Atualmente, existem varias técnicas
para avaliar o estresse oxidativo, que se baseiam na avaliacdo em fluidos corporais ou tecidos
de produtos de oxidagdo de biomoléculas (lipoperoxidagdo ou dano a proteina) e de promotores
(produtores ou produgdo de espécies reativas de oxigénio) ou inibidores (antioxidantes
enzimaticos ou ndo enzimaticos) de lesao.

Um nimero crescente de evidéncias sugere que a producdo aumentada de radicais livres
ou ROS, como o anion superoxido e o radical hidroxila, participam criticamente da patogénese
das doencas coronarianas, hipertensio, aterosclerose e sindrome metabdlica . Vale lembrar
que o 6xido nitrico (NO) pode ser captado pelo radical superoxido ©” e podera ser protegido
por mecanismos antioxidantes que tem a func@o de inibir e/ou reduzir os danos causados pela
acdo deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas ndo radicais ©%. Esse sistema,
usualmente, ¢ dividido em enzimatico como a enzima superoxido dismutase (SOD) ¢ a catalase
(CAT) e o sistema ndo enzimatico (constituido por grande variedade de substancias
antioxidantes, que podem ter origem enddgena ou dietética)®® 3,

O estresse oxidativo ¢ identificado em diversas condi¢des patologicas severas, tais como
a HAP (- %9 Especificamente, evidéncias apontam o estresse oxidativo como um mediador da
hipertensdo pulmonar e das mudangas patologicas associadas a vasculatura pulmonar,
ventriculo direito!), musculatura esquelética periférica e respiratoria (1> 19,

Em um estudo desenvolvido por Farahmand et al. (2004) “V, mudancas no estresse
oxidativo do corag@o de ratos Wistar tratados com MCT foram acompanhadas nos periodos de
uma, duas e seis semanas. Os autores observaram que a sexta semana pos-estabelecimento da
HAP foi acompanhada de redugdo significativa de enzimas antioxidantes e hipertrofia no
coragdo desses animais. Tal alteracdo estrutural foi também acompanhada de anormalidades
tanto na fung@o sistdlica, como na diastolica do ventriculo direito. Esses resultados sugerem,
portanto, que o estresse oxidativo pode estar altamente envolvido na patogénese da disfungdo
ventricular direita em ratos com hipertensdo pulmonar, tendo os antioxidantes um grande papel

@D Além disso, o aumento de NAPH oxidase, uma

na preservagdo da fungdo cardiaca
importante fonte de espécie reativa de oxigénio, foi observado em modelos experimentais de
insuficiéncia cardiaca *?. Especificamente na HAP, est4 bem documentado que o seu aumento

43 ¢ de demais ROS no coragdo e vasculatura pulmonar participam da progressdo da doenga
(33)
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O processo inflamatorio sistémico e de 6rgaos alvo também participa da fisiopatologia
da HAP, visto que o endotélio integro desempenha um papel protetor no vaso sanguineo. Essa
acdo protetora acontece através de estimulos fisiologicos, como o estresse de cisalhamento,
exercido pelo fluxo sanguineo laminar sobre as células endoteliais, que resulta na formagao de
6xido nitrico (NO), cuja fungdo ¢ manter o vaso sanguineo em um estado constante de
vasodilatacio™®®. Por outro lado, a endotelina-1 (ET-1) age em sentido oposto a0 NO, com

@5 O processo inflamatorio vascular cronico estd relacionado

efeito vasoconstritor
fundamentalmente com a capacidade do endotélio de secretar citocinas pro-inflamatorias,
fatores e moléculas de adesio“®. Algumas citocinas e fatores, como Interleucina-6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), respectivamente, sdo liberados pelo endotélio e
estimulam moléculas de adesdo, aumentando o risco vascular 7).

Em estudos com pacientes com HAP, bem como em ratos com HAP induzida por MCT
foi observado niveis elevados de citocinas pro-inflamatodrias circulantes, como IL-6 ¢ fator de
TNF-a “% 4 Reid et al. “” demonstraram, em camundongos adultos, que as citocinas iniciam
a lesdo do musculo estriado, prejudicam a fungdo da proteina contratil e estimulam a
protedlise. A inflamagdo sistémica também pode estar envolvida no desenvolvimento da
fraqueza do diafragma na HAP, visto que se espera que as alteragdes no diafragma e nos
musculos esqueléticos periféricos compartilhem um alto grau de similaridade e, até certo ponto,
se desenvolvam simultaneamente ¢0(4%-5%

Na musculatura periférica, evidéncias demonstram que o aumento na formacao de ROS
pode desencadear a degradagdo contratil e atrofia muscular (> 154859 participando, portanto,
do quadro de caquexia e fadiga muscular observada em pacientes com HAP. Essas alteragoes
também parece desencadear a atividade de macrofagos, levando a lesdo tecidual e por
consequente, a redugdo da capacidade de exercicio !®. De fato, a redugdo da tolerancia ao
exercicio ¢ fator prognostico negativo da HAP, porém, ndo ¢ totalmente explicada pela
disfun¢do cardiaca, o que sugere que, além dos sistemas cardiovascular e pulmonar, alteragdes
no sistema musculoesquelético também contribuem para a intolerancia ao exercicio na HAP ¢!
32). Adicionalmente, o aumento de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-6, promovem a
degradacdo de sarcomeros de actina, que por sua vez, poderiam estar relacionados a disfun¢do
contratil durante o exercicio em condi¢des clinicas ©*. De fato, em modelo experimental de
insuficiéncia cardiaca, observou-se a reducdo da atividade de enzimas antioxidantes na
musculatura periférica ©9.

Em conjunto, os achados supracitados demonstram o papel do estresse oxidativo e

inflamag@o como um dos mecanismos chaves para o desenvolvimento e progressdo da doenga.
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Assim, protocolos experimentais e intervengdes que busquem modular essas alteragdes na HAP

fazem-se necessarios.

1.2 Efeito do treinamento fisico sobre os mediadores de estresse oxidativo e inflamac¢ao na
HAP

O treinamento fisico (TF) aerdbio associado ao resistido dinamico ¢ recomendado como
ferramenta ndo farmacologica adjuvante no tratamento de pacientes com HAP estaveis (159,
Nesse sentido, ensaios clinicos demonstraram a eficacia e seguranga de protocolos
supervisionados como parte de um programa de reabilitagdo, resultando em melhora de
parametros clinicos, tais como a for¢a da musculatura respiratoria, fun¢do cardiopulmonar e
muscular e capacidade do exercicio ). Tais pardmetros possuem impacto direto na qualidade
de vida e sobrevida desses pacientes ?!:39),

O exercicio fisico cronico também possui estabelecido efeito benéfico sobre a
modulagdo do balango redox e inflamagdo, como demonstrado em diferentes populagdes
clinicas"* 37-%9), Por exemplo, em modelo experimental de insuficiéncia cardiaca, o TF aerébio
reduziu a atividade pro-oxidante (via NADPH oxidase) no musculo diafragma quando
comparado a animais sedentarios®®. Ainda, em pacientes com insuficiéncia cardiaca esquerda,
o TF aerobio de baixa intensidade resultou em mudangas moleculares e funcionais benéficas,
incluindo melhora da fungo oxidativa da musculatura periférica e maior niimero ¢ densidade
mitocondrial ¢,

Especificamente na HAP, o corpo crescente de evidéncias tem demonstrado o efeito
benéfico do TF aerdbio no balago redox e reducdo do perfil inflamatério 62, Becker et al.
(2022) M, por exemplo, relataram aumento do perdxido de hidrogénio (H202) no musculo
gastrocnémio de animais tratados com MCT e sedentarios quando comparados a animais MCT
e expostos ao TF aerobio. De maneira similar, outros estudos demonstraram que, em animais
com MCT expostos ao TF aerdbio, o dano oxidativo no gastrocnémio diminuiu
significativamente para os niveis do grupo sedentdrio controle, indicando que o TF aerobio
preveniu o dano oxidativo no miisculo esquelético causado pela HAP (457 Beneficios do TF
aerobio sobre o balancgo redox e inflamagao também foram observados no pulmao (via reducao
do H>0) de animais com HAP €0

Destaca-se, no entanto, a auséncia de protocolos experimentais que tenham utilizado o
TF aerdbio combinado ao resistido, para investigar os marcadores de estresse oxidativo e

inflamacdo nessa populagdo; tal fato caracteriza a lacuna do presente estudo. Dentre as

modalidade de TF aerdbio aplicadas na HAP, a modalidade de TF intervalada (i.e, curtos
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periodos de moderada intensidade seguidos de recuperagdo em baixa intensidade) permite ao

26 B
20 ¢ ¢

paciente atingir cargas superiores com menor sobrecarga cardiocirculatoria
constantemente utilizada na pratica clinica em conjunto ao resistido dindmico nessa populagao
(25,28)

Assim, tendo o conhecimento de que: 1) o aumento do estresse oxidativo e o perfil
inflamatério da musculatura periférica e respiratoria participa da progressdo da HAP e 2) a
modalidade de TF combinado ¢ a estratégia mais utilizada tanto nos servigos de reabilitagdo
hospitalar quanto domiciliar para a HAP; faz-se necessario investigar os efeitos dessa
modalidade de TF sobre o balango redox e inflama¢ao da musculatura periférica e diafragmatica

no modelo experimental de HAP.

17



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

Revisar na literatura os mecanismos respiratorios, cardiovasculares e respiratorios
envolvidos na HAP, bem como avaliar o efeito do TF combinado sobre os pardmetros de
estresse oxidativo e inflamacdo da musculatura esquelética periférica e respiratoria em modelo

experimental de HAP.

2.2 Objetivos Especificos

Para cumprir com os objetivos propostos esta dissertagao foi dividida em dois estudos
cujos objetivos sao descritos a seguir.

Estudo I. Revisar, por meio de uma revisdo sistematica de estudos pré-clinicos e
clinicos, os mecanismos respiratorios, cardiovasculares ¢ musculares envolvidos na HAP;

Estudo II. Investigar ¢ comparar, por meio de um estudo original, na musculatura
esquelética (gastrocnémio) e respiratoria (diafragma) de ratos com HAP induzida por MCT e
de ratos controle (salina), treinados e sedentarios:

a) estresse oxidativo: por avalicdes de dano oxidativo (Lipoperoxidagdo por TBARS,

proteinas oxidadas por Carbonilas), antioxidantes (catalase, superoxido dismutase e FRAP)
e pro-oxidantes (peroxido de hidrogénio e NADPH Oxidase) na musculatura esquelética
(gastrocnémio) e respiratoria (diafragma);

b) mediadores inflamatorios: pela dosagem de interleucinas (IL-6 e IL-10) e TNF-a.
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3 RESULTADOS

Os resultados da presente dissertagdo serdo apresentados no formato de artigos. O estudo
I trata-se de uma revisdo sistemadtica, intitulada “Respiratory, cardiovascular and
musculoskeletal mechanisms involved in pulmonary hypertension pathophysiology: An
updated systematic review of preclinical and clinical studies.” Tendo em vista que o estudo
I se encontra submetido ao Brazilian Journal of Physiotherapy, o texto segue apresentado na
lingua inglesa. O estudo II intitulado “Efeito do treinamento fisico combinado sobre os
indicadores de estresse oxidativo e inflamacio na musculatura esquelética periférica e
respiratéria em modelo experimental de hipertensao arterial pulmonar” ¢ apresentado em

formato de artigo original a ser traduzido para submissao em periodico internacional.
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3.1 ESTUDO1

3.1.1 INTRODUCTION

Pulmonary hypertension (PH) is a severe, progressive condition with a multifactorial
origin®¥ characterized by increased mean pulmonary artery pressure (PAPm) to > 20 mmHg at
rest." ¥ The PH is divided in five groups based on etiology, physiopathology and
hemodynamic characterization. Among the main groups, pulmonary arterial hypertension
(PAH — Group 1) involves the remodeling of pulmonary arteries and arterioles, inflammation
and fibrosis,® leading to increased pulmonary vascular resistance (PVR) and right ventricle
(RV) pressure overload.® The PAH prevalence varies globally, with rates of 15-50 cases per
million in the United States of America and Europe®” and 5.8 per million in Brazil, diagnosed
around 46 years of age.®®

Despite advances in PH drug treatments, progressive intolerance to exercise is a
hallmark and severely impacts patients' independence and quality of life.®” This underscores
the need for scientific investigations on the mechanisms involved in the progression of PH.©®
70 Physical exercise requires the interaction of various physiological mechanisms. Specifically
in PH, studies reveal that fatigue and exercise intolerance result not only from central
pulmonary impairment but also from cardiovascular and musculoskeletal anomalies, impacting
oxygen (O,) transport and utilization.(!> ©- 7173 Additionally, afferent pathways like the
baroreflex’® and peripheral chemoreflex* 7 might be involved in PH pathophysiology,
correlating with exercise capacity.’¥

This study reviews the last decade's literature on PH-related cardiovascular, respiratory,
and musculoskeletal alterations involved to its pathophysiology and exercise intolerance.

Understanding these mechanisms can identify research gaps and potential therapeutic targets,

ultimately enhancing clinical outcomes and patients' quality of life.

3.1.2 METHODS

Search methods and selection of articles

Searches were conducted in the PubMed, SciELO and Cochrane Library databases for
original articles published between 2013-2023. The following search terms were employed:
‘pulmonary arterial hypertension’ or ‘pulmonary hypertension’ combined with the following

terms connected by the Boolean operators AND/OR: ‘dysfunction*’, ‘muscle dysfunction’,
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‘cardiovascular dysfunction’, ‘respiratory dysfunction’, ‘fatigue’ and ‘exercise intolerance’ as

well as the corresponding terms in Portuguese.

Eligibility criteria

The construction of the systematic review was guided by the PICO strategy
(patient/population, intervention, comparation and outcomes)’® as well as the Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA statement).7”

Studies conducted in experimental models or humans, with randomized controlled or
non-randomized controlled and non-controlled (pre-post) designs were included. Studies with
chronic intervention (e.g., pharmacological treatment specific to PH, physical training), case
reports and studies analyzing exclusively ‘quality of life’ or the ‘Six-Minute Walk Test” were
excluded. Articles were selected by two independent assessors. In cases of a divergence opinion

between the assessors, a third assessor was consulted.

Data extraction, description and appraisal of methodological quality

The following data were extracted from each article: 1) author and year of publication,
2) study population, 3) sample and division of groups, 4) study design, 5) protocol description,
6) main variables measured and 7) main outcomes. The SYRCLE risk of bias and MINORS
tools were used for the appraisal of the methodological quality of studies involving animals(’®
and humans,” respectively. Articles were included independently of the scores obtained.

A narrative synthesis was performed to describe and explore the data of the studies. The
information was displayed in table 1 and organized by characteristics of the study population,
sample size, acute intervention (if applicable) and the main outcomes grouped into respiratory,

cardiovascular and musculoskeletal variables.

3.1.3 RESULTS

The searches of the electronic databases led to the retrieval of 512 records. After the
analysis of the titles and abstracts, 439 articles were excluded and nine additional records were
included through an active search of review articles. Thus, 25 articles that investigated
respiratory, cardiovascular and musculoskeletal components associated with the disease
progression and exercise intolerance in PH were included in the present systematic review

(Flowchart available in Figure 1-).
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Characteristics of studies

The characteristics of the studies are detailed in Table 1. Twelve studies were conducted
with humans,®!: 7275 80-86) 11 were preclinical models'* 379 and two were conducted in both
animals and patients with PH.©®7-*® Thirteen studies considered exclusively pre-capillary PH
(PAH or chronic thromboembolic pulmonary hypertension — Groups I and IV, respectively).
Only Raza et al."? included patients with suspected post-capillary PH. In the preclinical studies,
PAH was induced in all models using monocrotaline (MCT) in different doses (40-600 mg per
kg of body weight)(!>87-97) and frequencies (single dose(90, 97) to eight weeks(13)) or using
the SuHx model [SU5416 (20 mg/kg) and chronic hypoxia (10% FiQy)].% %4.95-97

Interventions in animals comprised the administration of TGF-B-activated kinase 1
inhibitor (TAK1i),°7 nitric oxide donor in peripheral muscles,®® agonist of G protein-coupled
estrogen receptor 1 (GPER1)®: °? and mimic of miRNA ‘miR-126" in quadriceps.®® In
humans, the interventions comprised oxygen supplementation in different doses (21-100%
FI10,),* 7 82 duration (two-five minutes) and conditions (at rest, during an orthostatic
challenge, during and after exercise).® %4 9%

In humans, aerobic exercise capacity was based on VOapeax at cardiopulmonary exercise
test (CPET)7> 7475 81-83) o1 distance walked on the Six-Minute Walk Test (6MWD).(7% 75 81. 84,
85) Resistance exercise capacity was assessed by the maximum voluntary isometric contraction
(MVIC) test.®> %) In the preclinical models, the maximal distance or time until exhaustion on
a treadmill or wheel were used.®% %% %9 A]l studies confirmed exercise intolerance in both
animal models and humans with PH through the reduction in VO2peak, 6MWD, time until
exhaustion and MVIC. Clinical worsening was assessed directly in one study as progression of
the functional class (WHO-FC), risk of lung transplant and mortality.®» Methodological quality

is detailed in supplementary material S1 and S2.

Main outcomes

Respiratory and gas exchange mechanisms

Six studies conducted in humans with PH®!: 72 7475, 81.82) ¢ongistently demonstrated a
reduced VOapeak, increased minute ventilation (Vi),* 8! ventilatory inefficiency (increase in
the VE/VCOasiope),"® *¥ reduced O, pulse (VO2/HR)®% %) and lower levels of end-tidal O, and
CO» (PetO, and PetCO», respectively).®! 87 Raza et al.’® used right heart catheterization
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combined with gas exchange measures and reported that increased VE/VCO; and reduced
PetCO> measured at rest were positively correlated with the increase in PVR. These authors
demonstrated that patients with pre- and post-capillary PH have increased PAPm/cardiac output
(CO) and PVR during exercise vs individuals without PAH.

Regarding the studies conducted in animals, pulmonary flow was the main variable of
interest (8/13 studies) and was assessed via echocardiogram with regards to the curve pattern, ®-
%9 pulmonary artery flow acceleration time (PAT) and pulmonary artery velocity time integral
(PAVTI).( 323D The findings of PAH consisted of abnormal pulmonary artery flow pattern
(midsystolic notching) and reduced PAT and PAVTI. Reduced PAT was correlated with
exercise intolerance.® Structural changes in pulmonary microcirculation in the MCT-PAH
model included increased arteriolar wall thickness®°? and deposition of pulmonary interstitial
collagen, an indicator of fibrosis.®* Pulmonary endothelial dysfunction was demonstrated by
the downregulation of endothelial nitric oxide synthase (eNOS)®” and reduced acetylcholine-
dependent vasodilating response which were accompanied by increased alpha-tumor necrosis
factor (TNF-a) in the lung tissue.®” The selective activation of GPERI1 partially corrected the
pulmonary arterial flow pattern, hypertrophy and fibrosis of the pulmonary arterioles and
increased endothelial function in male and female rats with PAH.® *) These benefits were
accompanied by an improvement in exercise tolerance.

On the molecular level, Zhamg et al.®> found increased expression of the IMJD1C gene
in the pulmonary arterioles of SuHx-PAH model. In contrast, the knockdown of this gene
reversed cellular hyperproliferation and apoptosis in the pulmonary vascular smooth muscle
cells. Garfield et al.®” found overexpression and differentiation of the growth factor GDF-15
in lung tissue and pulmonary arterioles in SUHX/MCT-PAH models. The GDF-15 mRNA in
the pulmonary arterioles of the animals was correlated with RV hypertrophy. In patients with

PAH, the serum GDF-15 levels were correlated to poorer exercise capacity.

Cardiovascular mechanisms

Cardiovascular mechanisms were assessed in five studies. Goransson et al.®® found that
patients with PAH have impaired resting filling rate in the RV and left ventricle (LV) (indicator
of diastolic dysfunction), which, in turn, was correlated with a reduction in systolic volume. In
patients with stable PAH, the RV ejection fraction was lower than normal at rest, being an
independent predictor of exercise capacity.® Patients with severe PAH showed low LV

contractility, which was accompanied by a reduced cross-sectional area (CSA) of
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cardiomyocytes and actin/myosin ratio, as well as increased calcium sensitivity in force
generation.”?

Hemodynamic changes in PAH during exercise were reported in two studies.% %9
Patients with pre-capillary and post-capillary PH exhibited impaired CO during submaximal
exercise.(72) Spruijt et al.®” reported lower ventricular-arterial coupling and end-systolic
elastance (AEes) during exercise in pre-capillary PH vs healthy individuals. According to Paula-
Ribeiro et al.,”” patients with PAH exhibited impaired vagal indicators during recovery from
aerobic exercise [HRR (AHRpeak—30's, 60 s and 120 s post-exercise) @and HR variability (HRV; RMSSD
and HF.ps indices)] vs healthy individuals.

Cardiovascular variables were addressed in 10 animal studies. Increased RV systolic

(13, 8791, 94-96) and correlated with exercise

and diastolic pressure was widely reported
intolerance.(89) Indicators of cardiac structural changes were reported as increased RV/LV +
septum (cardiac hypertrophy)!® # 97 and increased CSA of cardiomyocytes of the RV
(ventricular remodeling).®” Two studies conducted by the same group reported increased
collagen deposition in the RV.®% %) The analysis of RV cardiomyocytes demonstrated
increased TNF-o and under-expression of the protein sarcoplasmatic reticulum Ca2+-ATPase
(SERCA22).®% 0 In these studies, ovariectomized female rats with PAH had accentuated
cardiac hypertrophy, fibrosis and the under-expression of SERCA2a in the RV vs. PAH without
ovariectomy.(90) Conversely, the selective activation of GPER1 in both male and female rats
corrected the cardiovascular alterations and increased exercise tolerance in the animals with
PAH.®% %) Zhamg et al.®> demonstrated that the inhibition of JMJD1C gene corrected the

increase in RV systolic pressure and hypertrophy in these animals to values similar to those

found in healthy animals.

Musculoskeletal mechanisms

Musculoskeletal mechanisms were addressed in five studies in humans using peripheral
GL 8183 or respiratory®!> #) muscles. The reduced quadriceps strength and endurance®!: 8!-83)
and reduced respiratory muscle strength®! were reported and correlated with the reduction in
exercise capacity.®!> 82 Patients with pre-capillary PH showed diaphragm dysfunction by
reduced excursion and diaphragm thickening ratio during the ‘sniff’ maneuver.®> These
changes were more accentuated in individuals with lower exercise capacity (6MWD< 377 vs.

>377 m)

24



Two studies demonstrated that individuals with PAH have a lower proportion of type I
(oxidative) fibers compared to type II (glycolytic) fibers in the quadriceps muscles(51, 81),
whereas one study found no difference in this variable between PAH and healthy
individuals.(82) One study found that patients with PAH has reduced capillary density and
tissue oxidation in the quadriceps during exercise that is not corrected with O:
supplementation.(82) Both oxygenation and capillary density were positively correlated with
exercise capacity (VOzpeak) and quadriceps strength.®? Batt et al.*? reported that the peripheral
muscle atrophy in PAH was accompanied by increased proteolysis mediated by the ubiquitin
proteasome system (UPS) and a concurrent depression of networks mediating muscle
hypertrophy. These authors also reported a reduction in excitation-contraction coupling via an
increase in the phosphorylation of ryanodine receptors.®! Impairment in Oz use by peripheral
muscles was reported in one study(83) via reduction in oxidative enzymes (pyruvate
dehydrogenase), upregulation of glycolytic enzymes (lactate dehydrogenase activity) and
abnormal mitochondrial morphology in PAH vs healthy individuals.

Ten studies were conducted with animals and reported atrophy of peripheral'*-°!-”) and
respiratory muscles,(13) reduced force generation capacity'® and reduced proportion of
oxidative fibers in both the diaphragm and soleus.®® Increased proportion of type II fibers in
skeletal muscles in the severe PH was accompanied by the formation of sarcomeric aggregates
and increased levels of the transcription factor FoxO1 in the soleus muscles and diaphragm.©®
Reduced gastrocnemius CSA was accompanied by increased serum IL-1 B and C-reactive
protein levels and reduced ATP synthesis.®? In the hypoxia-induced PAH model, one study
reported increased levels of TNFa in the diaphragm.®? Four studies have reported that
MCT/hypoxia-induced PAH exhibited reduced mitochondrial biogenesis in both peripheral
muscles®! %> %) and the diaphragm.©®* %%

Two studies addressed musculoskeletal changes during exercise. Long et al.*® reported
a reduced blood flow/load and increased plasma lactate during submaximal aerobic exercise
(50%VO2max) in MCT-induced PAH vs healthy controls. In the study, the increase in blood
lactate was negatively correlated with peripheral blood flow. Schulze et al.(88) demonstrated
that animals with MCT-PAH exhibited a reduced tissue oxygenation (interstitial PO.) in active
muscles in the transition from rest to exercise, which was not restored by the administration of
the nitric oxide donor (sodium nitroprusside).

Two studies addressed the the musculoskeletal dysfunction via translational
protocols.®”*® Garfield et al.®” reported increased GDF-15 levels in animals and humans with

PAH was correlated with reduced strength and diameter of peripheral muscles (rectus femoris
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and quadriceps). Moreover, GDF-15 <564 pg/L was a predictor of muscle strength in patients
with PAH. In contrast, the reduction in the expression of GDF-15 via TAK1i recovered the
diameter of muscle fibers in the tibialis anterior muscle of animals with PAH. Potus et al.®®
found that a capillary rarefaction in rats and patients with PAH was accompanied by the under-
expression of miR-126 in the quadriceps (angiogenesis factor) and correlated with a poorer
exercise capacity. In contrast, the administration of the miR-126 mimic in rats with PAH

increased capillary density and exercise tolerance.

Afferent mechanisms involved in respiratory, cardiovascular and musculoskeletal
changes

The peripheral reflexes in PH were assessed in two studies.’* 7> Compared to healthy
individuals, patients with PAH had increased resting Vg response to hypoxia,’ an indicator of
peripheral chemoreflex hypersensitivity.’> Conversely, the inhibition of this reflex by the
inhalation of 100% O> partially corrected the autonomic variables (HRV and HRR) in the
recovery from exercise.”> In another study, the authors demonstrated that cardiovascular
baroreflex sensitivity (BRS) and effectiveness (BEI) is reduced in individuals with PAH both
at rest and during an orthostatic challenge (sit-to-stand test)™® which was correlated with poorer
exercise capacity. In contrast, the tonic inhibition of the peripheral chemoreflex by 100% O>

inhalation increased BRS in both PAH and healthy individuals.

3.14 DISCUSSION

The current literature has demonstrated that disease progression and exercise intolerance
in PH is not exclusively due to central factors of the respiratory component.1% 171 %) Findings
in the last ten years have advanced the understanding that the pathophysiology of PH involves
a combination of respiratory, cardiovascular and musculoskeletal abnormalities.

Notably, the interplay of structural and molecular changes in pulmonary and cardiac
microcirculation underlies hemodynamic dysfunction. Specifically, the pulmonary vasculature
in PAH has reduced vasodilating capacity®” °? a systemic inflammatory state®? which
contributes to arteriolar vasoconstriction.!°? Zang et al.®> demonstrated for the first time that
pulmonary and cardiac vascular remodeling in hypoxic PH is partially mediated by the
overexpression of the JIMID1C gene, as the inhibition of this gene reversed hyperproliferation
and apoptosis in pulmonary artery smooth muscle cells and structural cardiovascular

abnormalities. As such changes are correlated with disease severity and injury to the target
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organ,'%) these findings are especially relevant for patients in Group III (PH associated with
lung disease and/or hypoxia), which progresses to a state of chronic hypoxia.

The GDF-15 is a stress-response cytokine expressed in cardiomyocytes, adipocytes,
endothelial cells and smooth muscle cells in both normal and pathological conditions.%? This
growth factor is associated with cachexia in cases of cardiovascular disease and a set of diseases
of an inflammatory nature.!%? According to Garfield et al.(97), GDF-15 is overexpressed in
the lungs, heart and musculoskeletal tissue in PAH and correlated with the reduction in exercise
capacity, which lends strength to the combined contribution of these systems in the PAH
pathophysiology. Moreover, the systemic benefits found with the inhibition of GDF-15 via the
TAK1 antagonist suggest a potential therapeutic path to be addressed in PH. Importantly,
physical activity level in patients with PAH is correlated with lower levels of GDF-15, which
suggests the beneficial effect of chronic physical exercise on this pathway.

Two studies conducted by Alencar et al.(89, 90) not only demonstrated the contribution
of the GPERI receptor to morphological and molecular changes in PAH, but also point to
estrogen as the potential therapeutic target for improving the pathophysiology and exercise
intolerance in this population. The authors also investigated the detrimental effect of estrogen
suppression in a model mimicking cardiovascular changes mediated by menopause.®”
Specifically, ovariectomized female rats with PAH had accentuated heart hypertrophy, fibrosis
and changes in the contractile properties of the RV. In contrast, the activation of GPERI
increased exercise tolerance, suggesting the cardioprotective role of estrogen and its depletion
as one of the mediators of the exercise intolerance in postmenopausal women with PAH.

The dysfunction of the autonomic nervous system plays a relevant role in the
progression of PH.®% 193109 Specifically, the increase in cardiovascular sympathetic nervous
activity contributes to cardiac overload and peripheral muscle vasoconstriction,*” whereas
cardiac vagal impairment is considered an independent predictor of mortality in this
population.!% 19 Payla-Ribeiro et al.’> suggested that the reduction in cardiac vagal control
persists after the end of physical exercise even in stable patients. As vagal reduction is a
predictor of arrhythmogenic events!® and the reduction in HRR in the first minute is a
predictor of mortality in this population, 1% such findings carry clinical implications.

Evidence gathered by the present systematic review support the involvement of
peripheral and respiratory musculoskeletal abnormalities in PH progression and exercise
intolerance.'? ') Functional changes, such as reduced strength and endurance, might be caused
by catabolic and inflammatory pathways that contribute to muscle atrophy. In this sense, Batt

et al.®! suggests that UPS-mediated proteolysis contributes to skeletal muscle atrophy in these
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patients, which itself can limit exercise capacity. The reduction in muscle strength and
endurance is also caused by the disordered change in the morphology of sarcomeres(94) and
the increased proportion of glycolytic muscle fibers,®! 8183 which are less resistant to fatigue,
in the peripheral muscles!® 7+ 7592 and diaphragm.®¥

Abnormalities in macro- and micro-circulation were also correlated with the reduction
in exercise capacity.®® *® Several studies have demonstrated capillary rarefaction,®> 6 9%
which seems to be partially mediated by the downregulation of miR-126.°® This angiogenic
factor has therapeutic potential, as the administration of the miR-126 mimic in rats with MCT-
induced PAH increased both capillary density and tolerance to exercise.®® The reduction in
blood flow to active muscles during physical exercise has also been reported.®® Based on
evidence obtained from patients with heart failure® and PAH,'°” it is possible that
sympathetic hyperactivation for peripheral muscles contributes to the reduction in blood flow
during exercise, limiting exercise capacity in this population.!®® Changes in the structure
responsible for Oz use and reduced mitochondrial function was demonstrated in experimental
models of PAH, including a reduction in mitochondrial respiration and biogenesis in
peripheral®® and diaphragmatic®®* *Y muscles.

The studies by Paula-Ribeiro et al.”* 7 suggest that changes in the afferent pathways
of baroreceptors and chemoreceptors contribute to cardiovascular and respiratory impairment
in PAH. The authors demonstrated for the first time that baroreflex sensitivity and effectiveness
are reduced both at rest and during an orthostatic challenge in patients with stable PAH and
correlated with worse exercise capacity.’? Cardiovagal baroreflex integrity ensures beat-to-
beat hemodynamic control!?®, whereas poor functioning of this reflex may contribute to
chronotropic incompetence during exercise or orthostatic hypotension.'!” Moreover, PAH
progresses with an inadequate systolic volume response to physical exercise.!'? Thus, HR
control via the baroreflex may be one of the adjustment mechanisms of the cardiac output that
ensure the adequate supply of O2 to active muscles. The peripheral chemoreflex is composed
of receptors located mainly in the carotid bodies, which are considered the main O, sensors of

(12 Velez-Roa et al.!'® previously demonstrated that sympathetic

the human body.
hyperactivity in PAH may be partially mediated by peripheral chemoreflex hyperactivity. In
this sense, Paula-Ribeiro et al.”> demonstrated that patients with PAH have an increased
peripheral chemoreflex to hypoxia and adds to the literature that this reflex contributes tonically
to cardiac vagal dysfunction and baroreflex dysfunction in PAH.* 7 These findings suggest
the cardiovascular afferent pathways as potential therapeutic targets for improving the

pathophysiology of PAH.
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Limitations

A large part of the studies used correlations between the findings and markers of disease
severity and exercise tolerance, impeding the establishment of causality among the results.
Thus, protocols that directly investigate mechanisms involved in the disease progression are
needed. MCT/SuHx are established models for PAH due to the promotion of morphological
and hemodynamic changes that mimic those found in humans with PAH. However, other
groups of PH, such as those resulting from left heart disease, are not faithfully represented by
these models. Moreover, one must take into consideration that there are specific variations in
different species and sexes that exert an influence on the progression of the disease and
magnitude of the results. Thus, findings obtained in experimental models should be interpreted

with caution.

3.1.5 CONCLUSION

Information published in the last 10 years corroborates the integrated nature of the PH
physiopathology via functional and structural changes in the peripheral reflexes, respiratory,
cardiovascular and musculoskeletal systems. These findings suggest future therapeutic targets

that can assist in improving exercise tolerance and quality of life in patients with PH.
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Figure 1.
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Figure 1. Flowchart of article selection process.

Reports not retrieved
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Table 1. Detailed characteristics of the pre-clinical and clinical articles included in the review

Authors Year Population Groups (n/group) Intervention Outcomes Main results
(if applicable)
Humans
Spruijt A. et al 2015 Subjects ~ with  pre- PH group(n=17) Final systolic elastance at rest and submaximal 1 AEes: 1 in controls, <> in PH
capillary PH (CTEPH, Healthy control group aerobic exercise (AEes) Ees/LV afterload: < in controls, | in PH
PAH) (n=7) Ventricle-arterial coupling during exercise (Ees/LV PH: TAPAP correlated to T HR during exercise
afterload
Pulonary arterial response to exercise (APAP)
Breda et al. 2014 Subjects with PAH PAH group (n=16) Quality of life (SF-36) PH vs Control:
Healthy control group Respiratory muscle strength (PIMax, PEMax) lquality of life, | PIMax and PEMax,
(n=10) Exercise capacity (6o MWD, CPET) lexercise capacity (J6MWD and VO.), |[SpO2, |Max
Quadriceps cross-sectional area Workload, 1VE/VCO,, 1FC, |O, pulse, | PetOze | PetCO2
Quadriceps strength 1% lean and fat mass, <> Quadriceps cross-sectional area
Quadriceps morphology | Quadriceps strength
| type I e 1la fibers (PH vs reference values*)
Correlations: TVOz - 1 Quadriceps strength and 1 PIMax
Malenfant et al 2015 Subjects with PAH PAH group (n=10) O>  supplementation  Cardiovascular response to CPET PH vs Control:
Healthy control group (21%) during  Volational and non-volational quadriceps strength lexercise capacity (Max workload, VO2, 1VE/VCO2)
(n=10) submaximal exercise Quadriceps morphology | Quadriceps strength, < type I e Ila fibers, | capillary densiity,
Quadriceps capillary and tissue oxygenation (21% | tissue oxygenation
and 100%) Normoxia vs Hyperoxia:
<> tissue oxygenation
Correlations: 1 capillary densiity - 1VOz and tissue oxygenation
1 tissue oxygenation - 1 quadriceps strength and VO
Malenfant et al 2015 Subjects with PAH PAH group (n=8) Cardiovascular response to CPET PH vs Control:
Healthy control group (CPET and quadriceps strength and endurance) | exercise capacity

(n=8)

Proteomic profile and mitochondrial morphology of

peripheral skeletal muscle (lateral vastus)

| Regulation of proteins related to mitochondrial function and

structure in peripheral muscles, decreased oxidative enzymes.
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Paula-Ribeiro

Paula-Ribeiro

Al-Naamani et al.

2019

2021

2016

Subjects with PAH

Subjects with PAH

Subjects with PAH

PAH group (n=20)

Healthy control group
(n=13)

PAH group (n=19)
Healthy control group

(n=13)

Single group (n=65)

O2  supplementation
(100%) during post-
exercise recovery (5

min)

O2  supplementation
(100%) at rest and
during orthostatic
stress (sit-to-stand test,

2 min)

Exercise capacity (CPET)

Post-exercise autonomic control via heart rate
recovery (HRR) and HR variability (HRV)
chemoreflex index

Peripheral sensitivity

(ventilatory response to hypoxia)

Exercise capacity (CPET)
Cardiovagal baroreflex sensitivity (BRS) and
effectiveness (BEI)

Inflammation biomarkers:

N-terminal pro-brain natriuretic peptide fragment
(NT-pro-BNP), Von Willebrand factor (VWEF),
Soluble
necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin-6 (IL-6),

P-selectin, C-reactive protein, tumor

beta-thromboglobulin, thromboxane Bs.

Total and HDL cholesterol, triglycerides

Functional class (WHO-FC)
Exercise capacity (6MWD)

1 regulation of proteins (glycolytic enzymes) in peripheral
muscles.

Abnormality in mitochondrial morphology.

PH vs Controls:

lexercise capacity(| TC6M e VO2), |SpO2, | Max Workload,
TVE/VCOz, 1HR, |O: pulse, | PetO2 and | PetCO2

| cardiac vagal control (| HRR and HRV)

1 chemoreflex sensitivity (VE response to hypoxia)

PAH in hyperoxia vs normoxia:

1 HRV and HRR

Correlation

1 chemoreflex sensitivity to hypoxia - | vagal control (HRR)
PH vs Controls:

| Cardiovagal baroreflex control at rest and during orthostatic
stress

PAH and control in hyperoxia vs normoxia:

1 BRS and BEI at rest and during orthostatic stress
Correlation

1 BEI - 1 exercise capacity(VOzpeak)

Inflammation biomarker ({FvW, | HDL, 1 tromboxane B;)
were associate to clinical worsening (1 WHO-FC) and reduced
exercise capacity (| 6MWD).

Correlations: 1 NT-pro-BNP, | FvW - 1 lung transplant and

mortality risks
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Spiesshoefer et al

Subjects with PAH

Subjects  with  pre-
capillary PH (CTEPH,
PAH)

Subjects with PAH

Subjects with pre- or

post-capillary PH

PAH group (n=12)
Healthy control group
(n=10)

PAH group (n=43)
Healthy control group
(n=43)

PAH group (n=14)
Healthy control group
(n=15)

Pre-capillary PH
(vascular disease, n = 14)
Post-capillary PH (n =
33)

Absence of PH via right

heart catheterism ( n = 8)

Survival

Quality of life (SF-36)

Cardiovascular response to CPET(VO2, VE/VCOz)
Quadriceps cross-sectional area

Morphology and morphometry of lateral vastus

muscle

Diaphragm function (excursion and thickening)
NT-proBNP ¢ capillary CO2 (PaCOz)
Pulmonary function (spirometry)

PAPs (echo) e RVEF (magnetic resonance)
Exercise capacity (6MWD)

Left Ventricle (LV) function
LV cross-sectional area and force-generating

capacity

Pulmonary and cardiac hemodynamics at rest and
during exercise (echo and/or right heart
catheterization),

Exercise capacity and gas exchange (at rest and
during exercise)

6MWD

NT-pro-BNP

PH vs Controls:

| Quality of life

| Exercise capacity(| VO, 1VE/VCO,)

| Quadriceps cross-sectional area

1 type 1I fibers. | type Itipo II ratio

lateral vastus: | AKT fosforilation and p70S6 kinase (1
proteolysis); 1 phosphorylation of ryanodine receptors

(Jexcitation-contraction coupling)

PH vs Controls:

| excursion and thickening, T NT-pro-BNP, | PaCO,
| RVEF

|Exercise capacity(6MWD)

Exercise capacity predictors: NT-pro-BNP and RVEF

PH vs Controls:

| LV cross-sectional area and force-generating capacity

| number of cross-bridges, | actin/myosin ratio (| contractile
capacity of LV).

| phosphorylation of sarcomeric proteins and 1 calcium

sensitivity in force generation.

Pre-capillary PH vs other groups:
1 comorbidities, | 6MWD, 1 NT-pro-BNP

Pre and Post- capillary PH vs Controls:
| CO, 1 slope PAPmM/CO, 1 PVR to exercise
TVE/VCO:z e | PetCO: at rest and exercise

Correlations:

TVE/VCOz and | PetCO2no repouso- tPVR
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Goransso et al

Pacagnelli et al.

Garfield et al *

2018

2016

2019

Subjects with PAH

Animal model or mixed

(animal + humans*)

Wistar rats- PAH via
MCT (60 mg/kg)
Sprague-Dawley — rats—
PAH via MCT (40
mg/Kg)

Mice SU5416 (20mg/kg)
chronic hypoxia (10%
FiO2)= SuHx

Subjects with PAH

PAH group (n=10)
Healthy control
(n=10)

group

PAH group -MCT (n=8)
Control group (n=8)

Observational:
MCT (n=16)
Saline control
(n=14)
Subjects
n=30)

with PAH (

Intervention study:
Group MCT (n =10)
Control group (n=10)
MCT + TAKIi (n = 10)
Sugen/hypoxia (n = 5)
Group hypoxia (n=5)
Control group +normoxia

(n=5)

Intraperitoneal

administration in MCT

rats:
kinase

(TAK1i)

1

TGF-B-activated

inhibitor

Cardiac function: emptying rate and diastolic filling

rate of RV and LV and stroke volume (SV)

Pulmonary and cardiac vascular function:
Pulmonary acceleration time (PAT), maximum
velocity of the pulmonary artery (PVMax), and right
ventricular ejection time (RVET).
Fractal  dimension  of

Cardiac  structure:

cardiomyocytes.

In all groups:
Diameter and strength of the anterior tibial muscle,

Biomarker for muscle loss (GDF-15)

Animals with MCT:

Lung smooth muscle actin and GDF-15 expression

In vitro:

GDF-15 and NF«B phosphorylation in myotubes

Subjects with PAH:

Cross-sectional area of the rectus femoris muscle
Maximum voluntary contraction of quadriceps
Level of physical activity

Exercise capacity (6MWD)

Serum NT-pro-BNP

PAH vs Controls:
| RV and LV filling rate
Correlations:

RV and LV diastolic function - | SV

1t PAPm, | PAT, PVMax, RVET

1 RV cross sectional area

PAH (MCT/sugen-hipoxia) vs Controls:

Tibial muscle atrophy
1 Pulmonary mRNA GDF-15 expression.
1 GDF-15 levels in pulmonary arterioles

MCT + TAKIi vs MCT:
| GDF-15 and NFxB

1 tibial muscle diameter

Correlations:

PAH-MCT:

GDF-15 - | weight and diameter of anterior tibial fibers
(atrophy).

1GDF-15 -1 cardiac hypertrophy (RV/LV+S)

Subjects with PAH:
1GDF-15 - |6-minute walk distance, 1 NT-pro-BNP, | TAPSE

(tricuspid annular plane systolic excursion),

| strength,

34



Schulze et al 2021 Sprague-Dawley  rats-
PAH via MCT (50
mg/kg)

Alencar et al 2017 Rats Wistar — PAH via

MCT (60 mg/Kg)

PAH group -MCT (n=11)

Control group (n=10)

MCT + vehicle (n=5)

MCT + Gl (n=5)
Healthy control
(n=5)

group

Administration of
sodium  nitroprusside
oxide

nM)

(nitric donor,

300 during
contraction  of the
trapezius muscle (1 Hz,
6 V, 180 seconds of

contraction)

Group MCT + Gl=
administration of 400
ng/kg/day of G
protein-coupled

estrogen

(GPER1) for 2 weeks

receptor

Tissue oxygenation in the trapezius muscle
(interstitial PO2) and partial pressure of O: in arterial

blood (Pa0z)

Cardiac function and structure (Pulmonary Systolic
Ventricular Dysfunction and RV hypertrophy)
Hemodynamic and  pulmonary arteriolar
remodelling.

Collagen content in pulmonary arterioles.
Biomarkers in heart and lung (TNF-a and eNOS)
SERCAZ2a content in the RV.

Interstitial cardiac collagen content (fibrosis)

Exercise capacity (on a treadmill).

|diameter of peripheral muscles (rectus femoris and
quadriceps).
1 physical activity - |level GDF-15.

GDF-15 levels < 564 pg/L - predictor of muscular strength

PAH vs Controls:

1 cardiac hypertrophy (1 right ventricle/left ventricle + septum),
pulmonary congestion, RVSP, |PaO2 (arterial hypoxemia), |
PO2 in trapezius muscle during transition to contraction (|
tissue oxygenation).

Nitric oxide did not restore tissue PO2 during contraction

PAH vs Controls:

Cardiac dysfunction, cardiac and pulmonary remodelling: |
SERCA2a, TNF-q, | exercise tolerance, 1 cardiac collagen and
pulmonary interstitium, 1 pulmonary arteriolar thickness, |

pulmonary eNOS

Group MCT + Gl vs vehicle:

Activation of GPER = | right ventricular and pulmonary
hypertrophy, 1 left ventricular cardiac output, | changes in
pulmonary artery flow, T SERCA2a and | TNF-q, | fibrosis in
heart and pulmonary arterioles, | pulmonary fibrosis and 1

eNOS, 1 exercise tolerance (time to exhaustion)
Correlations:

Exercise intolerance - | LVCO, | pulmonary artery flow,
RVSP. | SERCA2a - 1 TNF-a.
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Allencar et al 2018
Moreira- 2015
Gongalves et al

Potus et al * 2014
Cannon et al 2022

Wistar —
MCT (60

Female rats
PAH via
mg/Kg)

Wistar rats - PAH via
MCT (60 mg/kg)

Sprague Dawley rats -

PAH via MCT (60
mg/kg)
Subjects with PAH

Mice- PAH via SU5416

(20mg/kg) chronic

bilateral ovariectomized
Groups (OVX n = 18
each)

Control healthy

MCT +Gl

MCT + vehicle
Groups SHAM (n = 15
each)

Control healthy

MCT + vehicle
Control group (n=10)
MCT group (n=15)

Healthy control rats
(n=12)

MCT- rats (n=12)

PAH group (n=20)
Control healthy subjects
(n=20)

Groups ST2-/-
Vehicle
SuHx

Group MCT + G1=
administration of 400
ng/kg/day of G
protein-coupled
estrogen

(GPER1) for 2 weeks

receptor

Administration of
miR-126 mimic in a
subset of  healthy
animals and MCT (2
ug/quadriceps), every
4 days, for 2 weeks.

Pulmonary and cardiac function and structure
(Pulmonary Systolic Ventricular Dysfunction and
RV hypertrophy)

Pulmonary endothelial function (vasodilation
response to acetylcholine)

SERCAZ2a content in RV

Exercise capacity (on a treadmill).

Interstitial cardiac collagen content (fibrosis)

Fatigue and contractile function of soleus muscle

Body weight.

Hemodynamic function of the RV

Serum albumin, total protein, LDL and HDL
cholesterol, triglycerides.

Serum inflammatory biomarkers (IL-1 B, C-reactive
protein).

Gastrocnemius muscle - catabolic factors, cross-

sectional area, mitochondrial ATP synthase.

Aerobic exercise capacity (CPET) and resistance
exercise endurance of quadriceps.

Microcirculation of quadriceps.

Quadriceps muscle - angiogenesis (miR-126) and
vascular endothelial growth factor (VEGF)
Activation of extracellular signal-regulated kinase

(ERK).

Diaphragm muscle - mitochondrial respiration,

inflammatory markers, and contractile function

Groups PAH (OVX OR sham) vs Controls:

Cardiac dysfunction, cardiac, and pulmonary remodelling: |
pulmonary endothelial vasodilation, | exercise tolerance, |

SERCA2a in the RV, | peak force in soleus muscle

Groups PAH OVX vs sham:

1 cardiac hypertrophy, 1 cardiac collagen, | exercise tolerance.
Activation of GPER = | hypertrophy, 1 exercise tolerance, 1
peak force, 1 SERCA2a in RV.

PAH vs Controls

RV dysfunction = 1 RVSP and final diastolic pressure, | body
weight, mass, and cross-sectional area of gastrocnemius
muscle,

1 serum biomarkers of inflammation and peripheral muscle

catabolism, | ATP synthesis in peripheral muscles.

PAH (Humans and MCT) vs Controls

lexercise tolerance

Imicrocirculation in peripheral muscles (|capillary density).
| expression of miR-126

—VEGF e VEGF 2

In Rats with MCT:

Mimic of miR-126 1 quadriceps capillary density and exercise
tolerance

Correlations:

In humans - 1 exercise capacity (VOzpeak ) -1 miR-126
Animais com PAH (SuHx) vs Controlss:

1 Diaphragm TNFa

—NFkB
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Ahn et al.

Enache et al.

Kosmas et al

Long et al.

2013

2013

2022

2022

hypoxia (10% FiOz) =
SuHx
Subjects with PAH

Mice C57BL6 — PAH via
MCT (600 mg/weight —
6-8 weeks)

Wistar rats- PH viaMCT
(60 mg/kg)

Sprague-Dawley rats-
PAH via  SU5416
(20mg/kg) chronic

hypoxia (10% FiOz) =
SuHx

Rats Sprague Dawley -
PAH via MCT (60
mg/kg)

Control groups (WT)
Vehicle

SuHx

n =21 por group

MCT (n=5-9)
Saline  control  group

(n=10-16)

Saline  control  group
(n=11)
MCT (n=15)

Group SuHx (n=9)
Healthy control group
(n=9)

Saline  control  group
(n=16)
MCT (n=23)

RV and LF morphometry.
Body weight, soleus muscle weight, contractile

properties of diaphragm muscle

RV and LV cardiac function
Biogenesis and mitochondrial respiration of the

gastrocnemius muscle

RV and LF function and morphometry.

Aerobic exercise capacity (time to exhaustion).

% type 1 and type II fibers in soleus, extensor
hallucis longus, and diaphragm muscles.
Mitochondrial biogenesis in peripheral muscles and

diaphragm..

Blood flow in peripheral muscles during
submaximal exercise (50% of VO2max).
Capillarization of soleus muscle and extensor
hallucis longus (EHL) muscle.

RV and LF function and structure

|Force generating capacity

Diaphragm muscle - mitochondrial dysfunction

Animais com PAH vs Controlss:

1 VD/VE + septum

| Body weight, soleus muscle weight

diaphragm muscle: | cross sectional area, |tetanic isometric

and isotonic force

Before RV failure: | biogenesis in RV and gastrocnemius
After failure: |mitocondrial respiration in RV and

gastrocnemius

Animais com PAH vs Controlss:

TRVSP, VD/VE + septum, «<>LVSP

| exercise tolerance

1 FoxOl in soleus and diaphragm (tendency)

1% type 1I (glycolytic) / type I (oxidative)

taggregates in the sarcomers of the soleus muscle
|mitochondrial biogenesis in the soleus and diaphragm

muscles.

Animais com PAH vs Controlss:

1 cardiac hypertrophy, tRVSP, | exercise capacity (|VO2).
Response to submaximal exercise: | Blood flow/load, 1 plasma
lactate.

< Capillarization of soleus and extensor hallucis longus
muscles.

Correlation:
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Zhang et al. 2023 Mice C57BL - PAH por  Control group - normoxia RV and LF function and morphometry
Chronic hypoxia (10%  (n=6) Thickness of pulmonary arterioles.
FiOy) Hypoxia group (n=6) Regulation of the JMJDI1C gene in lung tissue.

Serum lactate levels in the lung.

1 plasma lactate - | Skeletal muscle blood flow.

PAH (hypoxia) vs Controls (normoxia):
TRVSP, cardiac hypertrophy (f RV/LV + septum), 1

remodeling of pulmonary arterioles.

1 gene expression of JMIDIC.

Knockdown of JMJDIC reverses cardiovascular and
pulmonary alterations caused by hypoxia, | serum levels of

pulmonary lactate in animals with PAH

PH, pulmonary hypertension; PAH, pulmonary arterial hypertension; MCT, monocrotaline; PIMax and PEMax, maximal inspiratory and expiratory pressure; CPET, cardiopulmonary exercise test; 6MWD, six minute

walking distance; TAPSE, tricuspid annular plane systolic excursion; SERCA2a, sarco(endo)plasmic Reticulum Calcium ATPase 2a,
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SUPPLEMENT DATA

Table S1. SYRCLE’s RoB tool for each experimental animal studies.

Random Blinding | Random Blinding | Incomplete Selective Other
Baseline Allocation | Random
Sequence o ] (study Outcome | (Outcome Outcome Outcome sources
) Characteristics | Concealment | Housing
Generation Team) | Assessment | Assessors) Data Reporting of bias
PERFORMANCE ATTRITION | REPORTING | OTHER
SELECTION BIAS DETECTION BIAS
BIAS BIAS BIAS
Pacagnelli et al. ?
? + - + - - - ? +
2016
Garfield et al. T
? + - + - - - + +
2019*
Schulze et al. T
? + - ? - - - - +
2021
Alencar et al. +
? + - ? ? - ? + +
2017
Alencar et al. +
? + - ? ? - ? ? +
2018
Moreira- T
Gongalves et al. ? + - ? ? - ? ? +
2015
Potus et al. 2014* ? + - ? + + ? ? + ?
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Cannon et al.

+ + + ? - ?

2022
Ahn et al. 2013 + - ? ? - ?
Enache et al. 2013 + - ? ? - ?

Kosmas et al.

+ - ? ? - ?

2022
Long et al. 2022 + - ? - - -
Zhang et al. 2023 + + + ? - -

+: low risk of bias

- : high risk of bias  ?: unclear risk of bias . *: articles conducted in animals and humans.

40




Table S2. MINORS, methodological index for non-randomized studies
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al.
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Goransso et

al.

2018

14

The items are scored 0 (not reported), 1 (reported but inadequate), or 2 (reported and adequate).

The maximal score is 16 for non-comparative studies and 24 for comparative studies.
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3.2 ESTUDO 11

3.2.1 INTRODUCAO

A Hipertensao arterial pulmonar (HAP) ¢ um subtipo de hipertensdo pulmonar (HP)
pré- capilar , caracterizada por remodelamento arterial pulmonar (U, e ¢ definida pelas seguintes
medidas por cateterismo direito: pressao arterial pulmonar média (PAPm) > 20 mmHg em
repouso, pressao de oclusdo da artéria pulmonar (PoAp) menor ou igual 15 mmHg e resisténcia
vascular pulmonar (RVP) superior a 3 unidades Wood -2,

A prevaléncia de HAP ¢ de aproximadamente 10,6 casos por 1 milhdo de adultos nos
EUA. Se ndo for tratada, a HAP progride para insuficiéncia cardiaca direita € morte . Com a
progressdo da doenga, individuos com HAP demonstram caquexia, fraqueza da musculatura
periférica e inspiratoria e progressiva intolerancia ao exercicio fisico; sintomas esses associados
a piora clinica e redugdo significativa na qualidade de vida 1.

Alteragdes no perfil inflamatorio e de estresse oxidativo podem estar envolvidos na
fisiopatologia e progressdo da HAP. Nesse sentido, ¢ sabido que o estresse oxidativo —
caracterizado pelo desbalango entre mediadores pro-oxidantes e antioxidantes — na vasculatura
pulmonar pode mediar o aumento da RVP ¢ PAPm via remodelamento arteriolar pulmonar na
HAP (D Adicionalmente, um corpo recente de evidéncias tem demonstrado que o estresse
oxidativo na musculatura esquelética periférica e respiratdria participam de maneira importante
da progressdo dessa doenga‘!>!%,

Moreira-Gongalves et al'> demonstraram que o aumento do estresse oxidativo e perfil
inflamatdrio pode ser um dos mediadores da caquexia e atrofia muscular periférica no modelo
experimental de HAP. Ainda, a fraqueza da musculatura inspiratéria — alteracdo bem
estabelecida em pacientes com HAP — parece ser parcialmente mediada pelo aumento de
citocinas inflamatorias (tais como TNF-a e IL-1) que promovem a degradacdo dos filamentos
de actina e disfungdo contratil do diafragma‘'> ¥, Por fim, tendo o conhecimento de que o
aumento do estresse oxidativo e inflamag¢do podem mediar a atrofia muscular periférica e
respiratdria, tal alteracdo parece também contribuir para a reducdo da capacidade de exercicio
nessa populagio!® 17,

Por outro lado, o treinamento fisico ¢ considerado um tratamento adjuvante para
melhora dos parimetros clinicos em pacientes com HAP ('®). Dentre os beneficios observados
pelo treinamento fisico estdo a diminui¢do da PAPm e aumento do débito cardiaco. Tal redugdo
da PAPm sugere uma diminuicdo do tdnus vascular pulmonar, caracterizando um possivel

remodelamento nos vasos pulmonares (%,
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Os exercicios aerobios sdo caracterizados por envolver grandes grupos musculares,
sendo os principais responsaveis pela melhora do consumo maximo de oxigénio (VO2max) e
pelos ajustes autonomicos envolvidos no controle da pressdo arterial e da frequéncia
cardiaca!'¥. J4 os exercicios resistidos resultam em hipertrofia muscular com aumento de forga,
ganho de resisténcia e poténcia muscular (!* 19 A pratica de exercicios envolvendo o
treinamento aerdbio associado ao treinamento resistido, em uma mesma s$essdo ou em um
microciclo de treinamento, ¢ denominada de treinamento fisico combinado. Esse tipo de
treinamento tem sido aplicado tanto no ambito do treinamento esportivo quanto na reabilitacdo
cardiorrespiratoria nos ultimos anos, por associar os beneficios relacionados a melhora da
capacidade cardiorrespiratoria e as adaptagdes positivas obtidas com o ganho de forga.1!®

Especificamente em pacientes com HAP, ensaios clinicos demonstraram a eficacia e
segurangca de protocolos supervisionados como parte de um programa de reabilitagdo,
resultando em melhora na fun¢do cardiopulmonar e muscular, na capacidade do exercicio,

CL 22 Dentre os

qualidade de vida e, por consequéncia, na sobrevida desses pacientes
protocolos de TF recomendados em diferentes Guidelines para Reabilitagdo Cardiaca e
Pulmonar 32 seguros e eficazes para HAP estavel ®> e demais doengas cardiorrespiratorias
(26.27) " destacam-se os protocolos que incluem TF combinado (i.e, a associagdo do aerdbio com
o resistido).

No entanto, permanece desconhecido o papel do TF combinado sobre os marcadores de

estresse oxidativo e inflamagao na musculatura periférica e respiratdria no modelo experimental

de HAP.

3.2.1 MATERIAL E METODOS

Amostra e Protocolo Experimental

Os procedimentos descritos a seguir foram autorizados pelo Comité de FEtica e
Experimentagdo no Uso de Animais da UNIFESP (CEUA-UNIFESP; N° 2020/5905261120).
A fase in vivo deste projeto foi previamente desenvolvida como parte de um estudo de Pos-
doutorado e segue detalhada na Figura 1. Destacamos que a utilizagdo desses tecidos
previamente coletados estd alinhada com o principio dos 3 R’s da experimentag@o animal, que
visa a redu¢do do numero de animais na pesquisa, o refinamento na conducdo do estudo e

consequentemente a reducdo de possivel desconforto a um outro animal.
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Amostra e desenho experimental:

A fase in vivo do estudo consistiu em induzir a HAP por MCT e submeter os animais ao
TF combinado, de moderada intensidade, por 4 semanas. Para tal, foram utilizados ratos Wistar,
machos, com 2 meses de idade (~250g), provenientes do CEDEME UNIFESP. Estes animais
foram mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia dessa Instituicdo (max. 4
animais/caixa), com luz controlada em ciclos de 12 horas (claro-escuro) e temperatura entre 22-
24°C. Agua e ragdo comercial foram ofertadas “ad libitum”. Os ratos foram aleatoriamente
distribuidos em 4 grupos (6-8 ratos/grupos): Ratos submetidos a injecdo de MCT sedentarios
(MCT-SED); Ratos submetidos a inje¢do de MCT treinados (MCT-TF), Ratos controles
submetidos a inje¢do de salina sedentarios (SAL-SED) e Ratos controles submetidos a inje¢o

de salina treinados (SAL-TF).

3.23 PROTOCOLO

A indugdo da HAP foi obtida pela inje¢ao subcutanea de 40 mg/kg de peso corporal de
MCT (Sigma-Aldrich) em dose tinica 7). Animais controle receberam a mesma dose acima de
soluc¢do salina. O estabelecimento da HAP foi confirmado apds 2 semanas da administragdo de
MCT via parametros ecocardiograficos indicadores do aumento da RVP e da pressdo arterial
pulmonar (PAPm), sendo estes: redugdo do tempo de aceleragdo do fluxo artéria pulmonar
(TAc), reducdo da relacdo TAc/tempo de ejecdo do ventriculo direito (TAc/TE), aumento da
relagdo Diametro da artéria pulmonar/didmetro da aorta, aumento da PAPm [estimada via
formula 58,7 — (1,21 x TAc)] 7 " aumento da relagio didmetro da artéria
pulmonar/didmetro da aorta (DP/DA).

Sete dias apds randomizagdo ¢ administragio da MCT/Salina, todos os grupos
experimentais foram familiarizados em esteira e escada durante 5 dias. Na 2* semana apds
administragdo de MCT, os animais foram submetidos ao exame ecocardiografico para
confirmacdo do estabelecimento de HAP (7 ¢ ao teste de esfor¢o em esteira e escada para
determinacdo dos parametros pré- TF aerdbio (velocidade maxima) e resistido (carga maxima),
respectivamente.

Vinte quatro horas pds teste de esforgo, o grupo MCT-TF prosseguiu com protocolo de
TF combinado (esteira: 3 x/semana; escada: 2 x/semana), intervalado e de moderada
intensidade, com duragdo de 4 semanas. Os animais dos grupos sedentarios foram mantidos na
mesma sala e expostos aos mesmos estimulos ambientais, excluindo-se o TF. Como parte do
projeto de pds-doutorado vinculado ao presente estudo, ao fim do periodo de TF, os animais

foram submetidos a avalia¢des de pardmetros cardiovasculares ¢ um novo ecocardiograma. Ao
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término dos experimentos funcionais (no 6° dia apds o término do TF), os animais foram

eutanasiados e sangue/tecidos foram coletados (Figura 1).

GRUPOS HAP- (40mg/peso - MCT)

MCT sgp: ANIMAIS COM HAP E SEDENTARIOS
MCT= ANIMAIS COM HAP + TREINAMENTO FISICO

GRUPOS CONTROLE- (40mg/peso - salina)

SALgg: ANIMAIS SAUDAVEIS E SEDENTARIOS
SAL:= ANIMAIS SAUDAVEIS+ TREINAMENTO FiSICO

TF Combinado
Aerdbio Intervalado »
3x/semana l - |
4min-60% R by
-40% C———
}B.ma ) 2 min - 40% Vel. Max |'= -'
TE aerdbio esteira (~30-40 min) =
y 14° dia Resistido =
\ TE resistido escada 2 x/semana =

Ecocardiograma 40-60% Carga Max AVALIAGOES
T Confirmagdo HAP (~20-30 min) Cardiovasculares
1DIA — »—F 2DIAS o

Inicio do TF FimdoTF g anasia

=

Familiarizagao
10 min, 5x/ 5 dias

Coleta de tecidos

Figura 1. Sequéncia experimental simplificada da fase in vivo no modelo de HAP por
monocrotalina (MCT) para os grupos TF (treinamento fisico) e SED (sedentario).

3.2.4 AVALIACOES

Procedimentos experimental

Teste de tolerincia ao esfor¢co maximo

Todos os animais foram submetidos a 5 dias de adaptagdo em esteira (5 minutos/sessdo a 0,3
km/h), seguidos do teste progressivo para determinacdo do esforco aerobio maximo. O
protocolo foi composto de velocidade inicial de 0,3 km/h (0o de inclina¢do) e incrementos de
mesma magnitude a cada 3 minutos, até a exaustio '), O teste de esforco resistido foi realizado
em escada adaptada (54 degraus verticais de 0,5 cm de altura/degrau). Para determinagdo da
carga maxima, admitiu-se que o animal deveria realizar seis escaladas, tendo a escalada inicial
uma carga relativa a 75% do peso corporal. Foi adicionado 15% do peso corporal a cada subida

apds o descanso, até exaustdo do animal 120,

Treinamento fisico
O TF combinado foi realizado durante 4 semanas com duracdo e intensidade

progressivas, 5 sessoes/semana. As sessoes foram compostas de TF aerobio em esteira adaptada
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(3 sessoes/semana) alternadas com o TF resistido dindmico em escada (2 sessdes/semana). O
TF aerébio seguiu um protocolo intervalado, a fim de mimetizar os beneficios observados por
essa modalidade tanto em pacientes “! quanto em modelos experimentais de HAP !'7), O
protocolo aerdbio alternou 4 minutos a 60% da velocidade maxima de corrida ¢ 2 minutos a
40%, com duragdo de ~30-40 min ?Y, O TF resistido seguiu a 40-60% da carga maxima obtida

no teste de esfor¢o, com duragdo de ~20-30 min (15-20 escaladas com intervalo de 1 minuto)
(120)

Eutanasia dos animais
Ao término dos experimentos, os animais foram eutanasiados por decapitagdo apos
anestesia prévia e os tecidos musculares foram imediatamente retirados, pesados e armazenados

(-80°C) para preservagao.

Avaliacoes de Mediadores Inflamatoérios
Dosagens de interleucinas (IL-6 e IL-10) e TNF-o na musculatura periférica e
diafragmatica (homogeneizado) foram determinadas via kits especificos (ELISA) (R&D

Systems Inc.) para ratos, conforme previamente descrito %% 122),

Avaliacdes de Estresse Oxidativo

As técnicas para determinagdo do perfil de estresse oxidativo foram previamente
descritas em detalhes 1*> 122/ A dosagem de proteina foi quantificagdo pelo método descrito
por Lowry et al. 129,

O ensaio antioxidante de determinagdo do poder de redugdo do ion ferro (FRAP) foi
realizado em microplaca, adicionando-se 290uL o de FRAP (buffer acetato de sodio e acido
acético, pH 3,6; TPTZ 10mM; cloreto férrico hexahidratado 20mM) 10 pl de uma solugéo-
padrdo de sulfato ferroso heptahidratado ou 10 uL de musculo gastrocnémio e diafragma. A
microplaca foi entdo incubada durante 5 minutos com agitacdo a 37°C. Os resultados sdo
expressos em pmoles/mg/proteina (12,

A quantificacdo da atividade da SOD baseou-se na inibi¢cdo da reacdo entre O2° e
pirogalol 29 | A atividade de CAT foi determinada medindo a diminuigdo da absorbancia de
H, 022240 nm 27,

A concentragdo de peroxido de hidrogénio foi avaliada com base na oxidagdo do

vermelho de fenol mediada pela peroxidase de rabano silvestre (HRPO) pelo H , O » 2%,
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A atividade da NADPH oxidase foi determinada em homogeneizado de musculos
periféricos e diafragmatico e avaliada pela producdo de superoxido (ELISA) (29,

A peroxidacao lipidica foi avaliada por substancias reativas ao tiobarbiturico (TBARS).
Os resultados sdo expressos como nmol/mg de proteina, adaptacio de Ohkawa (1979)(39, A

determinacdo da oxidaciio proteica foi determinada pela técnica das carbonilas?,

3.2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados referentes a confirmagdo do estabelecimento da HAP pelo modelo de
MCT, as cargas maximas obtidas por cada grupo e utilizadas na prescricdio do TF e aos
marcadores de estresse oxidativo ¢ mediadores inflamatdérios nos musculos gastrocnémio e
diafragma. Os dados sdo apresentados em média e desvio padrdo. Os pressupostos de
normalidade ¢ homogeneidade dos dados foram testados por meio dos testes Shapiro—Wilk e
Levene e os grupos foram comparados por analise de variancia de duas vias (Anova two-way)

seguidos por post-hoc de Tukey. Para todos os testes foi adotado o nivel de significancia de 5%.

3.2.6 RESULTADOS

Indicadores do estabelecimento de hipertensio arterial pulmonar

O estabelecimento da HAP foi confirmado na 2% semana apos a inje¢do de MCT. A
analise ecocardiografica demonstrou a reducdo da razdo TAc/TE e aumento da razdo DP/DA
nos grupos MCT em relag@o aos grupos salina (fator doenga p=<0,01; Figura 2. Painéis A e C),
indicando o aumento da RVP. Como esperado, os grupos MCT apresentaram aumento da
PAPm em relacdo aos grupos salina (fator doenga p=<0,01; Figura 2. Painel B). Observamos o
entalhe na onda de fluxo da artéria pulmonar (Figura 2, painel ilustrativo, no quadrante direito
superior), caracteristico tanto em modelos experimentais quanto em pacientes com HAP (7,
Estes dados em conjunto confirmam a viabilidade e eficicia do modelo de HAP por MCT
utilizado no presente estudo. Ainda, a segunda avaliacdo ecocardiografica, realizada ao fim das
4 semanas de TF, demonstrou que essas alteragdes permaneceram presentes no grupo MCT-
SED, enquanto o TF mostrou-se capaz de reverter as alteragdes dos indicadores de RVP e
PAPm (painéis D-F) no grupo MCT-TF, visto que ndo houve diferenca entre esse grupo € o
grupo SAL-SED.
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Figura 2. Indicadores do estabelecimento de hipertensdo arterial pulmonar. Painéis A-C:
Indicador ecocardiografico da resisténcia vascular pulmonar (Razdo TAc/TE e DP/DA) e
PAPm obtido na 2° semana ap6s dose subcutanea de 40 mg/Kg de monocrotalina ou salina.
Painel D-F: imagens obtidas apds o fim do treinamento fisico. Imagens representativas do fluxo
da artéria pulmonar em animal exposto a salina e o formato de adaga (entalhe) no animal
submetido a inje¢do de monocrotalina (imagem inferior). Grupos: salina sedentario (SAL-SED)
ou treinado (SAL-TF), monocrotalina sedentario (MCT-SED) e treinado (MCT-TF). Dados
apresentados em média = DP. Anova two-way, @ = p< 0,05 vs. SAL; * = p< 0,05 vs. SAL-
SED; # =p< 0,05 vs. MCT-SED;

Estresse oxidativo no musculo gastrocnémio

Os dados da Figura 3 apresentam a analise de estresse oxidativo do musculo
gastrocnémio.

Observamos que o grupo MCT-SED apresentou reducdo da atividade FRAP quando
comparado ao grupo SAL-SED (Painel A). Por outro lado, o TF aumentou a defesa antioxidante
FRAP nos animais com HAP quando comparado ao grupo sedentario (P = 0,01, MCT-T vs.
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MCT-SED) e normalizou seus valores para proximo do grupo controle saudavel (SAL-SED).
Ainda, o TF promoveu aumento do da enzima antioxidante SOD em ambos os grupos SAL e
MCT (P exercicio = 0,02; Painel B).

Os parametros pro-oxidantes do musculo gastrocnémio sdo observados nos painéis C,
D ¢ E. Independentemente do fator treinamento fisico, a indu¢do de HAP por monocrotalina
promoveu aumento do peroxido de hidrogénio nos grupos MCT em relagdo aos grupos salina
(P doenca = <0,01; Painel D). Nao foram identificadas modificagdes na atuagdo da NADPH
oxidase (painel E).

Além disso, houve aumento do nitrito no grupo MCT-SED em relagdo ao grupo SAL-
SED (painel C). Por outro lado, o TF reduziu a atuac¢do deste pro-oxidante no grupo MCT-TF
em relagdo ao MCT-SED (P =<0,01) e normalizou os seus valores para proximo do grupo
controle saudavel (SAL-SED).

Com relacdo aos parametros de dano oxidativo no musculo gastrocnémio. A HAP
promoveu aumento da oxidag@o de proteinas (carbonilas) e da peroxidacao lipidica (TBARS)
no grupo MCT-SED em relacao ao grupo SAL-SED (painéis F e G, respectivamente). Por outro
lado, o TF promoveu redugdo de peroxidacao lipidica no grupo MCT-TF em relagdo ao MCT-
SED (P =<0,01), normalizando os valores dessa varidvel para proximo do grupo controle
saudavel (SAL-SED) (painel G). Nao houve diferenga entre os grupos MCT-TF ¢ SAL-SED,
demonstrando atenuagdo do dano oxidativo a proteinas no grupo monocrotalina submetido a

TF (painel F).
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Figura 3. Marcadores de estresse oxidativo no musculo gastrocnémio. (A) FRAP (uMFe); (B)
Superoxido Dismutase (USOD/mg prot); (C) Nitrito (nmol/mg prot.), (D) Peroxido Hidrogénio
(uM/); (E) NADPH oxidase (umol/mg de prot.); (F) Carbonilas (nmol/mg prot.) e (G) TBARS
(nmol/mg prot.). FRAP = Ferric Reducing Antioxant Power, TBARS = Substancias Reativas
ao Acido Tiobarbitarico, e Grupos salina sedentario (SAL-SED) e treinado (SAL-TF). Grupos
monocrotalina sedentario (MCT-SED) e treinado (MCT-TF). Os dados sdo apresentados como
média + DP. Anova two-way, * p< 0,05 vs. SAL-SED; # p< 0,05 vs. MCT-SED; & p< 0,05
vs. grupos sedentarios, @ = p< 0,05 vs. SAL

Estresse oxidativo no musculo diafragma

Os dados da Figura 4 apresentam a analise de estresse oxidativo do musculo diafragma.

Os grupos sedentarios ndo diferiram para os marcadores antioxidantes neste tecido.
Contudo, observamos que o TF reduziu a FRAP e promoveu o aumento da atividade da enzima
SOD nos grupos SAL ou monocrotalina (painéis A e B, respectivamente). Os parametros pro-
oxidantes do musculo diafragma sdo observados nos painéis D, E e F. Ndo houve diferencas
para peroxido de hidrogénio e nitrito. Observamos que a indu¢do de HAP por monocrotalina
promoveu aumento da NADPH oxidase (painel F) no grupo MCT-SED em relagdo ao grupo
SAL-SED. Por outro lado, o TF conseguiu prevenir esse aumento, visto que ndo houve
diferenga entre os grupos MCT-TF e SAL-SED.

Com relagdo aos parametros de dano oxidativo no musculo diafragma, a HAP promoveu

aumento da peroxidacdo da membrana lipidica avaliada por TBARS (painel H) no grupo MCT-
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SED. Por outro lado, o TF promoveu reducdo de TBARS ¢ da oxidagdo proteica avaliada por
carbonilas (painel G) no grupo MCT-TF em relacdo ao MCT-SED, normalizando os valores

dessa variavel para proximo do grupo controle saudavel (SAL-SED).
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Figura 4. Marcadores de estresse oxidativo no musculo diafragma. (A) FRAP (uMFe); (B)
Superoxido Dismutase (USOD/mg prot); (C) Catalase (nmol/mg prot.) (D) Nitrito (nmol/mg
prot.), (E) Peréxido Hidrogénio (uM); (F) NADPH oxidase (umol/mg de prot.); (G) Carbonilas
(nmol/mg prot.) e (H) TBARS (nmol/mg prot.). FRAP = Ferric Reducing Antioxant Power,
TBARS = Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico, e Grupos salina sedentario (SAL-
SED) e treinado (SAL-TF). Grupos monocrotalina sedentario (MCT-SED) e treinado (MCT-
TF). Os dados s@o apresentados como média + DP. Anova two-way, * p< 0,05 vs. SAL-SED;
# p< 0,05 vs. MCT-SED; & p< 0,05 vs. grupos sedentarios.

Mediadores Inflamatérios no musculo gastrocnémio

Na Figura 5 observamos as avaliagdes de mediadores inflamatorios no musculo
gastrocnémio. No painel A demonstramos que ambas as intervencdes (Efeito do TF e efeito
HAP), promoveram redugdo do TNF-a. Nao foram observados efeito da doenga ou do TF para
IL-6 e IL-10.
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Figura 5. Mediadores inflamatorios no musculo gastrocnémio. (A) TNF-a (pg/ mg de proteina),
(B) IL-6 (pg/ mg de proteina) e (C) IL-10 (pg/ mg de proteina). Grupos salina sedentario (SAL-
SED) e treinado (SAL-TF). Grupos monocrotalina sedentario (MCT-SED) e treinado (MCT-
TF). Os dados sdo apresentados como média £ DP. Anova two-way, @ p< 0,05 vs. grupos
salina; & p< 0,05 vs. grupos sedentarios.

Mediadores Inflamatérios no musculo diafragma

Na Figura 6 observamos as avaliagdes dos mediadores inflamatorios no musculo
diafragma. A HAP por MCT promoveu aumento de mediadores pro-inflamatérios TNF- o e IL-
6 e reducdo da citocina anti-inflamatodria IL-10 (Painéis A-C, respectivamente). Por outro lado,
o TF no grupo MCT preveniu todas essas alteracdes em relagdo ao grupo MCT-SED e

normalizou essas variaveis para niveis similares aos do grupo SAL-SED.
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Figura 6. Mediadores inflamatorios no musculo diafragma. (A) TNF-a (pg/ mg de proteina),
(B) IL-6 (pg/ mg de proteina) e (C) IL-10 (pg/ mg de proteina). Grupos salina sedentario (SAL-
SED) e treinado (SAL-TF). Grupos monocrotalina sedentario (MCT-SED) e treinado (MCT-
TF). Os dados sdo apresentados como média = DP. Anova two-way, * p< 0,05 vs. SAL-S; # p<
0,05 vs. MCT-S.

3.2.7 DISCUSSAO

Nossos dados demonstram que o modelo experimental de HAP cursa com a reducdo de
defesa antioxidante, aumento de pro-oxidantes e de dano oxidativo na musculatura esquelética
periférica (gastrocnémio). Adicionalmente, a HAP promoveu aumento de pré-oxidantes e de
dano oxidativo, além de aumento de mediadores pro-inflamatoérios e redugdo de IL-10 na
musculatura respiratoria (diafragma). Por outro lado, dados originais deste estudo evidenciam
que o TF combinado, de moderada intensidade, normaliza parcialmente o balango redox na
musculatura periférica e respiratoria na HAP. Adicionalmente, o TF reduz o TNF-a na
musculatura periférica, bem como normaliza os mediadores inflamatdérios na musculatura
respiratoria. Tais resultados corroboram a hipétese do estudo de que o TF combinado de
moderada intensidade previne as alteragdes de estresse oxidativo e inflamacao na musculatura

periférica e respiratoria na HAP.
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Modelo de HAP por MCT

Os modelos experimentais para o estudo da HAP permitiram o desenvolvimento de
todas as alternativas terapéuticas atualmente existentes (3! 132 O modelo mais utilizado para
mimetizar a HAP é gerado através da administracio de MCT(!33), uma vez que sua aplicagio é
simples, oferecendo facilidade e rapidez para reproduzir o modelo*. Além disso, as alteragdes
cardiovasculares e pulmonares geradas sdo muito similares as dos pacientes com HAP(*9, bem
como os pardmetros funcionais e bioquimicos 3%, Utilizando a MCT, obtivemos o aumento da

RVP ¢ PAPm via marcadores ecocardiograficos.

Efeito do TF combinado sobre os marcadores de inflamacao e de estresse oxidativo na
HAP

Um importante mecanismo envolvido na fisiopatologia da HAP corresponde a formagao
exacerbada de espécies reativas de oxigénio. A oxidagdo corresponde a um processo
fundamental da vida aerobia e do metabolismo celular, produzindo espécies reativas de forma
natural ou devido a alguma disfuncao biologica. Especificamente na HAP, o perfil inflamatorio
e o estresse oxidativo, constituido pelo desbalanco entre pro-oxidantes e antioxidantes, atuam
de forma continua no remodelamento da vasculatura pulmonar, contribuindo para a
vasoconstricio cronica e aumento da RVP.1%9 Nos tultimo anos, evidéncias robustas tém
demonstrado que a cascata inflamatoria e o estresse oxidativo participam também das alteragdes
morfofuncionais que contribuem para fraqueza da musculatura periférica !4 e respiratéria.
(137) Por exemplo, Ahmed et al. em 2014 3® demonstraram que o uso de MCT causa uma
série de efeitos deletérios no organismo, com aumento de mediadores inflamatorios (TNF- a),
redugdo de atividade antioxidante (glutationa) e aumento de lipoperoxidagdo (TBARS) no
pulmao e coracdo. Nossos achados estdo alinhados com a literatura atual ao demonstrar que o
MCT reducido de atividade antioxidante (FRAP), aumento de atividade pro-oxidante (nitrito e
peroxido de hidrogénio em gastrocnémio; NADPH oxidase em diafragma) e lipoperoxidacgio
lipidica (TBARS) na musculatura periférica e respiratoria. Estes dados em conjunto corroboram
que os efeitos deletérios da HAP sdo sistémicos e ndo limitados a vasculatura pulmonar e
coragdo. Ainda, a HAP via MCT promoveu aumento de mediadores inflamatorios (IL-6 e TNF-
o) no diafragma. Contudo, de maneira interessante, observamos redu¢ao do TNF-a no musculo
gastrocnémio na HAP vs SAL (fator principal doenca). A reducdo desse marcador inflamatdrio
no grupo HAP, independentemente do fator exercicio, pode representar um mecanismo
compensatorio inicial em resposta ao aumento de espécies reativas de oxigénio no musculo

gastrocnémio.
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Por outro lado, o TF tem sido apontado como estratégia efetiva em normalizar
parcialmente as disfungdes inflamatorias e de estresse oxidativo em diversas populagdes.
Especificamente na HAP, o TF aerobio combinado ao resistido ¢ amplamente utilizado nos
protocolos de reabilitagdo, sendo considerados eficaz ¢ seguro para pacientes com HAP
estaveis.'” Contudo, o presente estudo, segundo nosso levantamento de literatura, é o primeiro
a investigar os efeitos dessa modalidade de TF sobre os parametros inflamatdrios e de estresse
oxidativo na musculatura periférica e respiratoria na HAP. Especificamente, nossos resultados
demonstraram que enquanto o modelo experimental de HAP cursa com reducdo de
antioxidantes (FRAP), aumento de pro-oxidantes (peroxido de hidrogénio) e dano oxidativo em
musculo gastrocnémio, o TF combinado desempenha papel protetor na musculatura periférica,
com aumento da atuagdo de defesa antioxidante (atividade da SOD), reducdo de pro-oxidantes
(nitrito) e do dano oxidativo (TBARS e Carbonilas). De fato, evidéncia anteriores corroboram
tais achados e demonstraram que TF aerobio realizado em ratos machos Wistar com HAP
induzida por MCT, atenua o estresse oxidativo do musculo gastrocnémio, com aumento de
atividade antioxidante (SOD e Catalase) e reducdo da lipoperoxidagio Y. A SOD ¢ a primeira
enzima atuar na defesa antioxidante > e este aumento pode justificar a redu¢do de danos
oxidativo por lipoperoxidacdo. De fato, o aumento de defesa antioxidante promove melhores
desfechos na HAP. Neste sentido, o tratamento com o antioxidante EUK-134 que mimetiza a
atuacdo da SOD/CAT reduz o estresse oxidativo, a sinalizagdo pro-apoptotica ¢ a fibrose
intersticial (140,

Os mecanismos envolvidos em um perfil inflamatorio e de estresse oxidativo na HAP
ainda sdo poucos estabelecido. No entanto, evidéncias sugerem que a disfun¢do autonémica
presente na HAP, mais precisamente a hiperativacdo simpatica, estimulam a cascata
inflamatéria e o desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes®® %197 De fato, Zimmer et
al.1% demonstraram que na terceira semana ap6s o estabelecimento da HAP por MCT, os
animais apresentaram infiltrado de células inflamatodrias e redug¢ao da SOD no tecido cardiaco,
que por sua vez, correlacionou-se com aumento do indice LF/HF da variabilidade da frequéncia
cardiaca (um indicador de disfun¢do autondmica com predominancia simpatica). Esses autores
também observaram elevados valores de peréxido de hidrogénio que pode promover a inducdo
da atividade da CAT durante a fase inicial da HAP para evitar o acimulo de espécies reativas
de oxigénio. Neste sentido, um dos mecanismos envolvidos na redugdo da cascata inflamatoria
e de estresse oxidativo pds treinamento fisico nessa populacdo poderia ser a melhora do perfil

autondémico. (Y De fato, evidéncias robustas demonstram que o TF per se aumenta a
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(19, 121)

modulacdo vagal e reduz a modulagdo simpatica cardiovascula 0 que poderia atuar

modulando favoravelmente o processo inflamatorio e balanco redox. 2% % 117

3.2.8 CONCLUSAO

O modelo experimental de HAP cursa com aumento do estresse oxidativo em
musculatura periférica e promove aumento de pré-oxidante, de dano oxidativo, de mediadores
pro-inflamatoérios e redugdo de mediadores anti-inflamatério na musculatura respiratoria. Em
contrapartida, o TF combinado, de moderada intensidade, normaliza parcialmente o balango
redox e o perfil inflamatorio na musculatura periférica e respiratoria na HAP. Tais achados em
conjunto corroboram o TF combinado como uma importante ferramenta ndo farmacologica

adjuvante no tratamento de pacientes com HAP.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A HAP ¢é uma doenca progressiva ¢ de prognodstico desfavoravel. As evidéncias
acumuladas nos tltimos 10 anos e apresentadas no estudo I refor¢am que a fisiopatologia da
HAP envolve ndo so os sistemas cardiovascular e pulmonar, englobando também o sistema
musculoesquelético. Além disso, os dados originais apresentados no estudo II corroboram o
entendimento de que as alteragdes no perfil inflamatério e balango redox ocorrem na
musculatura periférica e respiratoria na HAP estavel e apontam o TF combinado de moderada

intensidade como estratégia terap€utica eficaz em prevenir tais alteragdes.
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