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Funcao do Ventriculo Direito e Estresse Oxidativo Melhoram com
a Administracao de Hormonios da Tireoide e Suco de Uva em um
Modelo de Hipertensao Pulmonar

Right Ventricular Function and Oxidative Stress Improve with the Administration of Thyroid Hormones and
Grape Juice in a Pulmonary Hypertension Model

Isabel Proenca,’ Patrick Turck,’™ Vanessa Ortiz," Cristina Campos-Carraro,”™ Adriane Bello Klein," Alexandre de
Castro,” Caroline Dani," Alex Sander da Rosa Araujo’
Universidade Federal do Rio Grande do Sul,” Porto Alegre, RS — Brasil

Resumo

Fundamento: A remodelacao adversa dos vasos pulmonares eleva a pressdo pulmonar e provoca hipertensao
arterial pulmonar (HAP). A HAP resulta em aumento da pés-carga do ventriculo direito (VD), causando hipertrofia
ventricular e consequente insuficiéncia cardiaca. Nao existe um tratamento especifico para o remodelamento
desadaptativo do VD secundario a HAP.

Objetivos: Este estudo tem como objetivo explorar duas abordagens terapéuticas, o suco de uva (SU) e os
hormonios tireoidianos (HT), no tratamento do estresse oxidativo induzido pela HAP e nas alteracdes funcionais
cardiacas.

Métodos: Parametros ecocardiograficos relacionados a resisténcia dos vasos pulmonares (relacao TA/TE),
contratilidade do VD (ESPAT) e funcao diastélica do VD (relacao dos picos E/A) foram avaliados. Além disso,
foram medidos ROS totais, peroxidacao lipidica, enzimas antioxidantes, proteinas de manipulacdo de calcio,
expressao de proteinas pré-oxidantes e antioxidantes. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

Resultados: Ambos os tratamentos, com SU e HT, demonstraram uma reducao na resisténcia pulmonar (~22%),
além de melhorias na ESPAT (inotropismo ~11%) e na relacao TA/TE (~26%) (p<0,05). Nao houve alteracoes
entre os grupos na relacao do pico de E/A. Embora ROS e TBARS nao tenham sido estatisticamente significativos,
os tratamentos com SU e HT diminuiram os niveis de xantina oxidase (~49%) e normalizaram a expressao de
HSP70 e proteinas de manipulacao de calcio (p<0,05). No entanto, apenas o tratamento com HT melhorou a
funcao diastélica (~50%) e aumentou o imunoconteiido de NRF2 (~48%) (p<0,05).

Conclusoes: Até onde sabemos, este estudo é pioneiro ao mostrar que o HT administrado em conjunto com o SU
promoveu melhorias funcionais e bioquimicas em um modelo de HAP. Além disso, nossos dados sugerem que os
tratamentos com SU e HT se mostraram cardioprotetores, sejam combinados ou nao, e exibiram seus beneficios
ao modular o estresse oxidativo e as proteinas de manipulacao do calcio.

Palavras-chave: Antioxidantes; Distirbios do manejo do Célcio; Monocrotalina; Fator 2 Relacionado a NF-E2.

Abstract

Background: Adverse remodeling of lung vessels elevates pulmonary pressure and provokes pulmonary arterial hypertension (PAH). PAH results
in increased right ventricle (RV) afterload, causing ventricular hypertrophy and the onset of heart failure. There is no specific treatment for
maladaptive RV remodeling secondary to PAH.

Objectives: This study aims to explore two therapeutic approaches, grape juice (GJ) and thyroid hormones (TH), on PAH-induced oxidative

stress and cardiac functional changes.

Methods: Parameters of echocardiography related to lung vessel resistance (AT/ET ratio), RV contractility (TAPSE), and RV diastolic function (E/A
peaks ratio) were evaluated. Also, total ROS, lipid peroxidation, antioxidant enzymes, calcium handling proteins, pro-oxidant and antioxidant
protein expression were measured. Values of p<0.05 were considered statistically significant.
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Results: Both CJ and TH treatments demonstrated reductions in pulmonary resistance (~22%) and improvements in TAPSE (inotropism ~11%)
and AT/ET ratio (~26%) (p<0.05). There were no changes amongst groups regarding the E/A peak ratio. Although ROS and TBARS were not
statistically significant, GJ and TH treatments decreased xanthine oxidase (~49%) levels and normalized HSP70 and calcium handling protein
expression (p<0.05). However, only TH treatment ameliorated diastolic function (~50%) and augmented NRF2 immunocontent (~48%)
(p<0.05).

Conclusions: To the best of our knowledge, this study stands as a pioneer in showing that TH administered together with CJ promoted
functional and biochemical improvements in a PAH model. Moreover, our data suggest that CJ and TH treatments were cardioprotective,

combined or not, and exhibited their beneficial effects by modulating oxidative stress and calcium-handling proteins.

Keywords: Antioxidants; Calcium Handling Disorders; Monocrotaline; NF-E2-Related Factor 2.
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Figura Central: Funcao do Ventriculo Direito e Estresse Oxidativo Melhoram com a Administracédo de
Hormoénios da Tireoide e Suco de Uva em um Modelo de Hipertensao Pulmonar
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0 tratamento com horménios tireoidianos (HT) e suco de uva (SU) melhora a contratilidade e a homeostase redox, conforme indicado pelo aumento da ESPAT
(excursao sistolica do plano anular tricuspide), NRF2, glutationa peroxidase (GPx), niveis de sulfidrila (SH) total e redugdo de xantina oxidase (X0), usando ventriculo
direito (VD), no modelo de hipertensao arterial pulmonar (HAP) induzida por monocrotalina. Partes da figura foram desenhadas usando imagens da Servier Medical
Art. A Servier Medical Art da Servier é licenciada sob Creative Commons, com licenga ndo portada de atribui¢do 3.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Introducao

A hipertensao pulmonar (HAP) é uma condigao patolégica
que afeta aproximadamente 15-26 por milhdo de adultos."?
A HAP leva a vasoconstricdo pulmonar e ao aumento da
resisténcia vascular pulmonar (RVP).> A RVP elevada resulta em
sobrecarga pressorica, causando dilatacao, hipertrofia e disfungao
do ventriculo direito (VD), conhecida como cor pulmonale.*
Essa disfuncao resulta do comprometimento de proteinas
manipuladoras de célcio, como ATPase de célcio do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), receptor de rianodina e fosfolambam,
devido ao aumento da pés-carga ventricular.>® O estresse
oxidativo tem sido considerado um importante fator mecanicista
envolvido na progressao da hipertrofia para a insuficiéncia do VD.

A perturbagdo da homeostase redox esta associada
ao remodelamento adverso do VD e a progressao para a
insuficiéncia cardfaca.” Além da produgao mitocondrial
de ROS, outras fontes apresentam papéis importantes na
geracao de radicais livres, como a xantina oxidase.® Por
outro lado, a resposta antioxidante é estimulada pelo fator
de transcricao nuclear eritroide 2 (NFE2), relacionado ao
fator 2 (NRF2), que reconhece o elemento responsivo

antioxidante (ERA) comum do DNA e inicia a transcrigao
de genes antioxidantes. Condigdes de estresse, hormonios
e compostos fendlicos podem induzir a expressao de NRF2
e aumentar a capacidade antioxidante celular.

Nesse contexto, foi descrito anteriormente que o consumo
de suco de uva (SU) induz efeitos vasodilatadores, que
a presenga de diversas moléculas antioxidantes, como
catequina, quercetina e antocianidina, pode explicar.”® Os
polifendis atuam como moléculas sinalizadoras, modulando a
expressao de NRF2 e afetando o estado redox celular.”" Além
desses compostos, os hormdnios tireoidianos (HT) também
podem influenciar a ativagao do NRF2."? Além disso, os HT
tém sido reconhecidos como cardioprotetores em modelos
de infarto cardiaco, uma vez que o tratamento com HT
melhorou a contratilidade ventricular em ratos infartados.'

Os HT exercem efeito protetor sobre o ventriculo e o SU
apresenta agao relevante como vasodilatador e, portanto,
o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da administragao
de SU e HT, isolados e combinados, sobre a remodelacdo
cardiovascular, bem como sobre o estresse oxidativo em
modelo experimental de HAP.
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Métodos

Consideracoes éticas e grupos experimentais

Ratos Wistar machos foram cedidos pelo Centro de
Reprodugao e Experimentagdo de Animais de Laboratério
(CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
A pesquisa foi conduzida de acordo com o Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA — UFRGS) (niimero de aprovagdo: 37372).
Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais
(N=46): o grupo controle recebeu injegao intraperitoneal de soro
fisiologico e dgua por gavagem; o grupo HAP recebeu injecao
de monocrotalina (MCT); o grupo HAP+SU recebeu MCT e
suco de uva por gavagem; o grupo HAP+HT recebeu MCT
e T3/T4 por gavagem; o grupo HAP+HT+SU recebeu MCT,
horménios tireoidianos e, uma hora apés esta administracao,
suco de uva. No 212 dia experimental, um ecocardiograma foi
realizado, seguido de eutandsia. De acordo com o método de
randomizagao, os animais foram numerados de 1 a 46 e o sorteio
dos ntimeros foi realizado manualmente para compor os grupos
experimentais. As andlises foram realizadas de forma duplo-cega.

Determinacao do tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi estimado utilizando o software
Sigma Plot 11.0. A probabilidade de erro a = 0,05 e o poder
estatistico do teste (probabilidade de erro 1-B) = 0,95 foram
considerados. O n calculado foi de 10 amostras por grupo
experimental (considerando trés protocolos experimentais
distintos) utilizando a pressao sistdlica intraventricular direita
como desfecho principal.

HAP induzida por MCT

No primeiro dia do protocolo experimental, uma dose tinica
de MCT (60 mg/kg intraperitoneal) foi administrada a ratos Wistar
(180-220 g) para induzir a HAP.

Tratamento com suco organico de uva roxa

O SU integral organico foi obtido da empresa Uva’sé Produtos
Organicos (Garibaldi, RS, Brasil). O contetido total de compostos
fendlicos analisados resultou em 4.052,2 mg/L (flavonoides (87%),
antocianinas (13%) e resveratrol (0,01%)). Os animais receberam
SU por gavagem na dose de 7 uL/g. A administragao do suco foi
iniciada sete dias ap6s a injegdo do MCT e durou 14 dias, até o
final do protocolo experimental. A dose de SU foi baseada em
estudos anteriores, que mostram que 7 ul/g equivale a cerca de
400 mL de suco (aproximadamente dois copos de 200 mL de
suco/dia) para um adulto com peso de 70 kg."*

Administracao de HT

A administragao de HT (T3 (2ug/100g/dia) e T4 (8ug/100g/
dia) por gavagem) comegou sete dias apds a injegao do MCT e
durou 14 dias, até o final do protocolo experimental.'

Analise ecocardiografica e morfométrica

Os animais foram anestesiados (cetamina 90 mg/kg; xilazina
10 mg/kg, intraperitoneal). As imagens foram obtidas por meio
de Doppler bidimensional, modo M e pulsado (Philips HD7
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Ultrasound System, Andover, MA, EUA), com transdutor S12-
4 (Philips, Andover, MA, EUA). A relagao entre o tempo de
aceleracgao e o tempo de ejecdo do fluxo sanguineo pela artéria
pulmonar (TA/TE), a excursao sistdlica do plano anular trictspide
(ESPAT) e a taxa de fluxo durante o enchimento rapido e lento do
VD (relagao entre picos E/A) foram avaliadas. O indice de Fulton
foi calculado usando peso do VD/peso (ventriculo esquerdo (VE)
+ septo (5)).

Coleta da amostra

Apbs avaliagdo ecocardiografica, os animais foram
eutanasiados, o VD foi dissecado e armazenado a -80 °C.

Avaliacao do estresse oxidativo

A concentragao de radicais livres totais foi determinada pelo
método de fluorescéncia por meio da reagao com diacetato
de diclorofluoresceina (DCFH-DA)' (nmol/mg de proteina). O
dano lipidico foi avaliado pela determinacdo da concentracao
de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) (nmol/
mg de proteina).’®

Determinacao da resposta antioxidante

A quantificagao da atividade da superéxido dismutase (SOD)
foi baseada na capacidade da SOD em inibir a auto-oxidacao do
pirogalol (unidades de SOD/mg de proteina).'” A atividade da
catalase (CAT) foi medida pelo consumo de H,0O,'® (pmol CAT/
mg proteina). A glutationa peroxidase (GPx) foi determinada
proporcionalmente ao consumo de NADPH (nmol por minuto/
mg de proteina).' O contetdo total de sulfidrila foi medido pela
reagao com DTNB (nmol TNB/mg de proteina).®

Analise de Western Blot

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida (8-14%). As proteinas foram transferidas para
uma membrana de difluoreto de polivinilideno (membrana de
transferéncia Immobilon-P; Millipore). A imunodeteccao foi
realizada utilizando os seguintes anticorpos: xantina oxidase (XO)
(150 kDa) (H-110): sc-20991, Lote: D1511; HSP 70 (70 kDa)
(K-20): as-1060; Lote: G3013; SOD2 (25kDa) (G-20): as-18504,
Lote: G1013; catalase (64kDa) (H-300): sc-50508, Lote: L2812;
NRF2 (57 kDa) (c-20): sc-722; Lote: h1613; p-fosfolambam
(25 kDa) (Trh 17): sc-17024-R, Lote: K2409; fosfolambam (25
kDa) (FL-52): sc-30142, Lote: H1908; SERCA (100 kDa) (H-
300): sc-30110, Lote: L0O205; e rianodina (42 kDa) (H-300):
sc-13942, Lote: F1808. Todos os anticorpos foram adquiridos
da Santa Cruz Biotechnology. Anticorpos secundarios (conjugado
de peroxidase de rabanete anti-cabra ou anti-coelho) foram
utilizados para detecgao por quimioluminescéncia no sistema
Quant LAS4000 (GE Healthcare) e a expressao foi quantificada
utilizando o software ImageJ. O método de Ponceau foi utilizado
para normalizagdo.?' O tamanho da amostra para cada proteina
foi de quatro animais por grupo, escolhidos aleatoriamente.

Analise estatistica

A distribuicao dos dados foi determinada pelo teste de
Shapiro-Wilks. Para os dados com distribuicdo normal de
variancia homogénea, utilizamos a andlise de variancia (ANOVA)
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unidirecional, seguida do pds-teste de Tukey (F). Para os dados
com distribuicao normal e varidncia ndo homogénea, utilizamos
a andlise de variancia de Welch (ANOVA), seguida do p6s-teste
de Games Holmes (W), os quais foram apresentados como
média = desvio padrdo. Para os dados que nao apresentaram
distribuicao normal, utilizamos a andlise de Kruskal-Wallis
com pés-teste de Dunn (K), e os dados foram apresentados
como mediana e percentis 25 e 75. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Todas as analises
foram realizadas no software SPSS Statistic 18. O teste de Grubbs
do software GraphPad Prism foi utilizado para determinar valores
discrepantes, que foram retirados das andlises estatisticas.

Resultados
Avaliacao funcional e morfométrica do VD

Considerando os pardmetros ecocardiogréficos, observamos
que a condigao de HAP reduziu a relagao TA/TE, conforme

Tabela 1 - Dados morfométricos e ecocardiograficos

demonstrado pelos grupos HAP e HAP+HT+SU. No entanto, os
tratamentos isolados foram eficazes na melhoria deste parametro,
como observado nos grupos HAP+SU e HAP+HT (p<0,05).
Da mesma forma, os tratamentos atenuaram a diminuigao da
ESPAT, que foi observada apenas no grupo HAP (p<0,05). Sobre
arelacao dos picos E/A do VD, houve diminuigao no grupo HAP;
apenas o grupo HAP+HT apresentou melhora em relagao ao
grupo HAP (p<0,05) (Tabela 1 e Figura 1).

Ao analisar o indice de Fulton, o grupo HAP+HT apresentou
aumento significativo em relagao ao grupo HAP+SU (p<0,05).
Nao foi observada diferenca significativa no pds-teste em relagao
ao peso do VE. Porém, foi observado aumento do indice de
Fulton em todos os grupos submetidos a HAP em relacao ao
controle (p<0,05) (Tabela 1).

Marcadores de estresse oxidativo

Em relagdo aos niveis de TBARS e ROS, nao houve diferenca
significativa entre os grupos (Figura 2A e B). A enzima pro-

Parametros Controle (n=10) HAP (n=10) HAP+SU (n=9) HAP+HT (n=7) HAP+HT+SU (n=10) Valor p
Dados morfométricos

Peso VD (g) 0,64 [0,61-0,65] 0,56 [0,53-0,60] 0,53 [0,52-0,65] 0,62 [0,59-0,66] 0,60 [0,58-0,64] 0,048
indice de Fulton (VD/VE+S) 0,27 £ 0,02 0,42 +0,07* 0,40 £ 0,07* 0,48 £ 0,10* 0,42 £0,07* <0,001
Dados Ecocardiograficos

TATE 0,26 + 0,04 0,15+ 0,05* 0,19 £ 0,07 0,20 + 0,08 0,15+ 0,03* 0,002
ESPAT (cm) 0,21[0,21-0,22] 0,18 [0,16-0,19]* 0,19 [0,18-0,21] 0,20 [0,18-0,21] 0,19 [0,18-0,19] 0,002
E/A 1,12+ 0,12 0,76 + 0,06 0,79 £ 0,15 1,27 £ 0,46 0,73 £ 0,09* <0,000

HAP: hipertensao arterial pulmonar; SU: suco de uva; HT: horménios tireoidianos; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo; TA/TE: razao entre o tempo de
aceleragcdo e o tempo de ejecdo do fluxo sanguineo pela artéria pulmonar; ESPAT: excurséo sistdlica do plano do anel tricuspide; E/A: velocidade de enchimento
ventricular precoce/velocidade de enchimento ventricular tardio para o VD. ANOVA unidirecional (pés-teste de Tukey), dados apresentados como média * desvio
padréo. Teste de Kruskal-Wallis (pés-Dunn), dados apresentados como mediana e percentis 25 e 75. *diferenga significativa em relagdo ao grupo controle.

Figura 1 - Imagem representativa dos dados ecocardiograficos do VD. O ESPAT esta marcado para os grupos (A) CTR: Controle, (B) HAP: hipertens&o arterial
pulmonar; (C) HAP+SU: Hipertensdo Arterial Pulmonar mais Suco de Uva, (D) HAP+HT: Hipertensdo Arterial Pulmonar mais Horménios Tireoidianos, e (E)
HAP+HT+SU: Hipertensao Arterial Pulmonar mais Horménios Tireoidianos mais Suco de Uva.

Arq Bras Cardiol. 2024; 121(7):e20230602
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Figura 2 - Andlise de marcadores de estresse oxidativo (A) TBARS, (B) ROS, (C) XO, e (D) HSP70. Os dados foram expressos em média e desvio padrdo
(n=9-4/grupo). (*) Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. (#) Diferenca significativa em relacdo ao grupo HAP. Anélise estatistica de (A) pela ANOVA
de Welch com pds-teste de Games Holmes e de (B), (C), (D) e (E) ANOVA unidirecional com pos-teste de Tukey (p<0,05). CTR: Controle; HAP: hipertensdo
arterial pulmonar; HAP+SU: Hipertensao Arterial Pulmonar mais Suco de Uva; HAP+HT: hipertensao arterial pulmonar mais horménios tireoidianos;, HAP+HT+SU:

hipertenséo arterial pulmonar mais horménios tireoidianos mais suco de uva.

oxidante xantina oxidase (XO) apresentou expressao proteica
aumentada no grupo HAP em relacdo ao controle. No entanto,
foi detectado um efeito positivo dos tratamentos, pois os grupos
tratados apresentaram uma diminui¢do nos niveis de XO nos
grupos HAP+SU, HAP+HT e HAP+HT+SU em relagao ao
grupo HAP (p<0,05) (Figura 2C). Além disso, o grupo HAP
apresentou expressao elevada de HSP70 em comparagao com
o grupo controle. Porém, os grupos HAP+HT e HAP+HT+SU
apresentaram diminuigdo na expressao de HSP70 em relagao
ao grupo HAP (p<0,05) (Figura 2D).

Resposta antioxidante

Ao avaliarmos os antioxidantes enzimaticos, a atividade
de SOD e CAT nao apresentou diferengas entre os grupos
(Figura 3A e B). A expressao da proteina SOD2 foi diminuida
nos grupos HAP e HAP+HT+SU em relagao ao controle
(p<0,05). A expressao da catalase ndo foi diferente entre os
grupos (Figura 3C e D). Considerando a atividade da glutationa
peroxidase (GPx), os animais com HAP apresentaram
diminuicdo quando comparados ao controle. Porém, a
atividade dessa enzima foi aumentada nos grupos HAP+SU,
HAP+HT e HAP+HT+SU em relacao aos grupos controle
e HAP (p<0,05). Além disso, houve diminuicao nos niveis
de grupos sulfidrila nos grupos HAP em relagdo ao controle,
HAP+SU, HAP+HT e HAP+HT+SU (p<0,05) (Figura 3E
e F). Como o NRF2 é capaz de controlar a transcrigao de
diversas enzimas antioxidantes, a expressdao desse fator
foi avaliada. O grupo HAP+HT+SU apresentou niveis
aumentados de proteina NRF2 em comparagao com o grupo
controle (p<0,05) (Figura 3G).

Proteinas de manejo de calcio

Em relacdo a expressao da proteina p-fosfolambam, foi
observada diminuicao no grupo co-tratado em comparagao
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ao grupo controle (p<0,05) (Figura 4A). Quanto aos niveis
de fosfolambam total, houve aumento no grupo HAP+SU
em relagao aos grupos controle e HAP. Por outro lado, esta
proteina foi diminuida nos grupos HAP+HT e HAP+HT+SU
em comparacao ao grupo HAP+SU (p<0,05) (Figura 4B).
Apesar disso, quando avaliada a relagdo p-fosfolambam/
fosfolambam, nao houve alteragao significativa entre os grupos
(Figura 4C). Em relagao a expressao da SERCA, houve aumento
nos niveis proteicos no grupo HAP; entretanto, os grupos
HAP+SU, HAP+HT e HAP+HT+SU apresentaram expressao
diminuida da proteina em relagao ao grupo HAP (p<0,05).
Em relagdo a expressao da proteina receptora de rianodina,
houve diminuigao nos grupos HAP+HT e HAP+HT+SU
em relagdo aos grupos HAP e HAP+SU (p<0,05) (Figura 4D
e E). Sobre a relacao SERCA/fosfolambam total, nao houve
diferenca entre os grupos (Figura 4F).

Discussao

O presente trabalho é inovador ao considerarmos que,
pela primeira vez, descreveu a associagdo entre o efeito
protetor do SU nos vasos pulmonares e a acao do HT contra
o remodelamento adverso do VD em um modelo de HAP.
Em nosso protocolo experimental, tanto SU quanto HT
melhoraram parametros funcionais, como as relagdes ESPAT,
TA/TE e E/A, além de modularem a expressao de proteinas
reguladoras de célcio. Em relagdo ao estresse oxidativo, a
xantina oxidase (XO), a proteina de choque térmico 70 kDa
(HSP70) e a NrF2 foram responsivas a administragao de SU
e HT, o que culminou na restauracao da homeostase redox
(Figura Central).

A HAP induziu a hipertrofia do VD, o que corrobora outros
estudos utilizando o mesmo protocolo experimental.?> Embora
a resposta hipertréfica do VD seja uma tentativa de superar
o aumento da pés-carga cardiaca causado pela hipertensao
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Figura 3 - Resposta antioxidante: (A) atividade SOD, (B) atividade CAT, (C) expressao da proteina SOD2, (D) expressao da proteina CAT, (E) atividade GPX,
(F) grupo Sulfidril e (G) expressao da proteina NRF2. Os dados foram expressos em média e desvio padrdo (n=10-4/grupo). (*) Diferenca significativa
em relagdo ao grupo controle. (#) Diferenca significativa em relagdo ao grupo HAP. Anélise estatistica de (B), (C) e (E) pela ANOVA de Welch com pés-
teste de Games Holmes e de (A), (C), (D), (F) e (G) ANOVA unidirecional com Pés-teste de Tukey (p< 0,05). CTR: controle; HAP: hipertensao arterial
pulmonar; HAP+SU: hipertens&o arterial pulmonar mais suco de uva; HAP+HT: hipertenséo arterial pulmonar mais horménios tireoidianos;, HAP+HT+SU:
hipertensao arterial pulmonar mais horménios tireoidianos mais suco de uva.
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Figura 4 - Proteina de manejo do calcio. (A) P-fosfolambam, (B) fosfolambam total, (C) Razdo P-fosfolambam/Fosfolambam total, (D) SERCA, (E)
Receptor de rianodina e (F) Razdo SERCA/fosfolambam total. Os dados foram expressos em média e desvio padrdo (n=4/grupo). (*) Diferenga
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pulmonar; suas consequéncias a longo prazo sao deletérias a
fungdo cardiaca.?® Essa hipertrofia esta associada a alteragoes
na relagdo TA/TE e E/A, bem como no ESPAT. O LA reduzido
representa um fechamento prematuro da valva pulmonar
devido a hipertensdo. Ratos com HAP também exibem uma
extensao da TE, levando a uma relagdo TA/TE reduzida neste
grupo. A andlise ESPAT, por outro lado, representa uma forma
de avaliar a contratilidade do VD.?* A HAP apresentou reducao
no ESPAT, indicando que o VD diminuiu a fungdo contratil.
Além disso, a relagao E/A apresentou redugao significativa no
grupo HAP indicando diminuigao da complacéncia ventricular e
comprometimento da fungdo diastdlica. Tomados em conjunto,
estes dados ecocardiogréficos corroboram o fato que a HAP
leva a insuficiéncia do VD. O tratamento da HAP com SU e HT
demonstrou melhora nos parametros funcionais, ja que, nos
grupos HAP+HT e HAP+SU, a relagao TA/TE ndo foi diferente do
controle, significando menor resisténcia na vasculatura pulmonar.
Ludke et al.?> também demonstraram que o tratamento por seis
semanas com SU evitou as alteragbes na relacao TA/TE induzidas
pela HAR?>2¢ Em relagao ao ESPAT, ambos os tratamentos, isolados
ou combinados, melhoraram a contratilidade do VD. A melhora
do inotropismo pode estar associada a alteragdes na expressao
das proteinas de manejo do cdlcio. Nossos resultados mostraram
uma normalizagdo da expressao das proteinas de manejo do
célcio, principalmente no grupo HAP+SU-+HT, apresentando
valores mais préximos aos encontrados no grupo controle. Isso
sugere que a combinagao de tratamentos parece evidenciar um
potencial cardioprotetor na HAP. As proteinas de manipulagao
de calcio também foram sensiveis ao redox, indicando o papel
critico das ROS no modelo de HAP

Mosele et al.?” e Castro et al.’> mostraram que a protegao
do sistema cardiovascular pelo tratamento com SU e HT,
respectivamente, envolveu a atenuacao do estresse oxidativo.
Em nosso estudo, os niveis de sulfidrila diminuiram em ratos
com HAP indicando redugao na capacidade antioxidante nao
enzimética desses animais. Este contexto pode ser prejudicial,
uma vez que os HAP diminuiram a expressao de SOD, reduzindo
a protecao antioxidante nao enzimatica e enzimética. Por outro
lado, embora os niveis reduzidos de SOD também tenham
diminuido no HAP+ HT+SU, o HT mais o SU preveniram a
diminuigao dos niveis de sulfidrila e contra-regularam a resposta
antioxidante ao estresse oxidativo imposto pela HAP,

Os radicais anion superdxido sao convertidos em peréxido de
hidrogénio, que pode desempenhar um papel importante em
muitas vias de sinalizagdo.?® No entanto, os niveis suprafisiologicos
de peroxido de hidrogénio podem superar a resposta antioxidante
e perturbar a homeostase redox.?* CAT e GPx sdo relevantes para
manter niveis adequados desta ROS. A HAP reduziu a atividade
da GPx, implicando uma resposta antioxidante inadequada.
Um perfil semelhante foi encontrado por Dos Santos Lacerda
et al.,*® em cujo estudo a HAP levou a redugdo dos niveis de
GPx. Além disso, Sun et al.>" mostraram que pacientes com HAP
associada a esclerose sistémica apresentaram GPx reduzido. SU
e HT, isolados ou combinados, foram eficazes no aumento da
GPx em nosso estudo. Corroborando esse resultado, em modelo
experimental gestacional, Proenca et al. demonstraram que o
tratamento com SU protegeu o coracao do feto contra o estresse
oxidativo por meio de melhorias nos niveis de GPx.*? Bedé et al.**
também observaram melhorias nos antioxidantes e aumento dos
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niveis de GPx ap6s administracdo de SU em ratos tratados com
dieta rica em gordura. Esses dados estao associados ao aumento
dos niveis de NrfF2 induzido pelo tratamento com HT e SU
em nosso estudo, uma vez que a ativacdo de NrF2 resulta em
maior expressao de enzimas antioxidantes e desencadeia efeitos
citoprotetores.* Assim, a modulagdo do NrF2 pode ser sugerida
como mecanismo de agao do SU e HT na cardioprotecao.

O presente estudo também avaliou a expressdao de
XO, proteina relacionada a produgao de ROS, que estava
aumentada no grupo HAR Como fonte de ROS, um trabalho
anterior descreveu uma interagdo molecular entre XO e TLR4
na ativagao de neutrdfilos, induzindo a translocacao de NF-kB
e promovendo inflamacdo.*® Ambos os tratamentos SU e HT,
isolados ou combinados, foram eficazes na redugao da expressao
de XO. Corroborando isso, Castro et al.’ observaram reducao
na expressao de XO em ratos infartados tratados com HT; esse
resultado foi correlacionado com a diminuigao da expressao de
MyD88, proteina relacionada ao processo inflamatério.*

A ruptura na homeostase redox desencadeia uma resposta ao
estresse que envolve o recrutamento de proteinas chaperonas.*”
Intracelularmente, a HSP70 desempenha papel relevante como
chaperona, promovendo o enovelamento e redobramento de
proteinas, além de exibir efeito anti-inflamatério e atenuar o
estresse celular. Em nosso estudo, observamos um elevado
imunocontetddo de HSP70 no grupo HAP. O aumento
na expressao desta proteina pode indicar um mecanismo
compensatério ao dano cardiaco induzido pela HAP. A
administragdo de SU e HT reduziu os niveis de HSP70, indicando
um ambiente celular menos oxidado.

Limitacao do estudo

A avaliagao histolégica do VD, para verificar o tamanho dos
cardiomiécitos e a deposicao de colageno, seria importante no
estudo do remodelamento cardiaco induzido pela HAP. Nesse
sentido, consideramos a auséncia desta avaliagdo no protocolo
experimental uma limitagdo do estudo. Além disso, este relatério
continua em fase de protocolo experimental e necessita de mais
estudos para compreender os mecanismos relacionados a eficacia
e seguranca desta abordagem terapéutica.

Conclusao

Nosso estudo demonstra, pela primeira vez, que o
tratamento com SU com HT, isolado ou combinado,
pode melhorar parametros vasculares funcionais do VD e
pulmonares de ratos com HAP. Essa protecao cardiovascular
pode estar associada a modulacao da expressao das proteinas
de manejo do célcio, melhorando o inotropismo do VD e
promovendo o restabelecimento da homeostase redox celular.
Estes resultados sao relevantes e abrem uma perspectiva de
novas estratégias terapéuticas para mitigar as complicagoes
cardiovasculares da HAP.
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