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Perhaps down at the molecular level there’s
been a chemical accident... — something
like a spilled tray of drinks, prompting
dopamine-like receptors to initiate a kindly

cascade of intracellular events...”

lan McEwan — Saturday



AGRADECIMENTOS

Ao final deste longo periodo de trabalho, poder olhar para tras e ter
tantas pessoas a quem ser grata, faz com que tudo tenha valido a pena. Assim,
meus agradecimentos s&do estendidos ndo somente aquelas pessoas que
participaram diretamente deste projeto, mas a todas que fizeram parte desta

histéria escrita ao longo dos ultimos dois anos.

A minha familia, pelo apoio e compreensdo. A minha mde, Silvana
Mosele, por sempre acreditar nos meus sonhos e me incentivar a dar o melhor
de mim, por ser meu porto seguro e minha melhor amiga. A minha avé, Elvira
Tonietto, pelas incansaveis oragbdes e torcida nos momentos mais importantes
da minha vida. Aos meus tios, Jodo Batista Mosele e Rosa Maria Mosele, por

todo carinho e ajuda imprescindivel para 0 meu crescimento.

A Prof(a) Adriane Bell6-Klein, minha orientadora, sempre presente em
todos 0s passos que levaram a conclusdo desta dissertacédo, por acreditar em

mim, e sempre ter sido um exemplo de pesquisadora, professora e pessoa.

A Angela Maria Vicente Tavares, por me ensinar a importancia de se
realizar tudo da melhor maneira possivel, e pela incansavel ajuda e

aprendizado, essenciais ndo so para a realizacdo deste trabalho.

A todos os pesquisadores que fazem ou fizeram parte do laboratdrio de
Fisiologia Cardiovascular, e ao Departamento de Fisiologia da UFRGS, nos
ultimos anos — Tania, Karina, Cristina, Paulo, Rafael, Helena, Dai, Roberta,

Fabiano, Rafaela, Gustavo, Cassio, Dhaniel, Daniela, Bruno, Cristiano - por me



avisarem que tudo podia dar errado, mas nunca me deixarem esquecer que no
final as coisas sempre dao certas. Destacando a ajuda imprescindivel da
Mariane Bertagnolli, Alex Sander Rosa Araujo, Rafael Colombo e Fernanda
Dreher. E a amizade e companheirismo do Vinicius Urbano Viegas. A Prof(a)
Maria Flavia Ribeiro, pela oportunidade de realizar os experimentos em seu
laboratério e diversos ensinamentos ao longo deste periodo. A grande amiga
Ana Raquel Lehenbauer-Lidke, que mesmo distante, se faz presente neste

trabalho.

E aos demais amigos por sempre me apoiarem e pela compreensao da
minha auséncia. Em especial a Leticia Cerski Ribeiro, Lucas Soares Von
Hohendorff, Fernanda Soares e Bruno Galperim, por tudo que representam
para mim, pelo apoio, confianga e incentivo essenciais para a minha formagéo

pessoal e profissional.



RESUMO

Este estudo foi delineado com o objetivo de investigar o envolvimento de vias
de sinalizacdo redox-sensiveis e a modulacdo destas pelo tratamento com
suco de uva preta na progressdo da hipertrofia ventricular compensatéria a
insuficiéncia cardiaca (IC) direita em resposta a sobrecarga de pressao crénica
em modelo de hipertensao arterial pulmonar (HAP) induzida por monocrotalina
(MCT). Para avaliarmos esta hipétese, utilizamos ratos Wistar machos recém
desmamados, divididos quatro grupos experimentais, controle agua; MCT
agua; controle suco; e MCT suco; tratados por seis semanas com agua ou Suco
(10ml/kg/dia) através de sonda intragastrica. Na terceira semana, uma dose
Unica de MCT (60mg/kg) foi administrada i.p. Ao final do protocolo, foram
realizadas as avaliacOes ecocardiograficas e hemodinamicas. Apds os animais
foram mortos por deslocamento cervical, o coracao foi retirado e as camaras
separadas para as avaliacbes morfométricas. Todas as andlises foram
realizadas no tecido ventricular direito e constaram da determinagcdo das
concentragdes de H,O, e imunodeteccdo do conteddo de Trx1, p-ERK1/2, p-
Akt, p-JNK e caspase-3, através da técnica de Western blot. A indugao de HAP
por MCT apés trés semanas resultou em aumento na resisténcia vascular
pulmonar, pressao sistdlica e diastélica final do ventriculo direito, sem
alterac6es na funcao ventricular esquerda. A presenca de hipertrofia ventricular
direita foi constatada, e acompanhada da ativagdao de p-ERK1/2 mediada pelo
sistema H>O»-Trx1, associada ao aumento da expressao de caspase-3, mas

nao p-JNK ou p-Akt. O pré-tratamento com suco de uva resultou em melhora



da resisténcia vascular pulmonar e parametros hemodinamicos. Apesar de nao
reduzir a hipertrofia ventricular direita, resultou em inibicdo da sinalizacao
mediada pelo H>O, através do aumento da imunodeteccado de Trx1 e reducéo
de caspase-3. A inducao de adaptacao através de uma acao pré-oxidante do
suco de uva pode ser um dos fatores envolvidos na melhora das respostas

cardiacas.
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ABSTRACT

This study was designed with the aim of investigate the involvement of redox-
sensitive pathways and the role of purple grape juice treatment in the
progression of compensatory ventricular hypertrophy to right heart failure in
response to chronic pressure overload in monocrotaline (MCT)-induced
pulmonary arterial hypertension (PAH). To test this hypothesis, we used just-
weaned male Wistar rats separated in four groups: water control; water MCT;
juice control; and juice MCT, treated for 6 weeks with water or purple grape
juice (10ml/kg) by gavage. On the third week, a single injection of MCT (60
mg/kg body weight i.p.) or equal volume of saline was administrated. At the end
of the protocol animals were assessed echocardiographycally and
hemodynamically. After that, animals were killed by cervical dislocation, the
heart was removed and chambers separated to morphological evaluations. All
analysis was performed in the right ventricle tissue and consisted to the
determination of H,O, concentration, and protein expression of Trx1, p-ERK1/2,
p-JNK and cleaved caspase-3, through Western blot technique. MCT-induced
PAH resulted, after three weeks, in increased pulmonary vascular resistance,
right ventricle systolic and final diastolic pressure, without any change in the left
ventricular function. The right ventricle hypertrophy was evidenced and followed
by H.O--Trx1 system activation of ERK1/2 related to increased cleaved
caspase-3 expression, but not p-JNK or p-Akt. The pre-treatment with purple
grape juice decreased pulmonary vascular resistance and hemodynamic

parameters. Despite that no changes in ventricular hypertrophy were seen,

Vil



purple grape juice was capable to inhibit H,O, signaling through a potentiaded
imunodetection of Trx1 and reduced cleaved caspase-3 expression. Purple
grape juice induced an adaptation process acting as a pro-oxidant agent wich

may be one of the factors involved in the improvement of cardiac performance.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hipertensao Arterial Pulmonar

A Hipertensao Arterial Pulmonar (HAP) é uma doenca cronica das
arteriolas pulmonares, caracterizada pela proliferacdo e remodelamento
vascular, levando a um progressivo aumento na resisténcia vascular pulmonar
e pressao arterial pulmonar, associada a hipertrofia ventricular direita, e

finalmente a insuficiéncia cardiaca (IC) direita (Runo & Loyde, 2003).

O dano vascular pulmonar associado a HAP ocorre de uma forma
idiopatica ou ainda em associacdo com outras doengas ou exposicoes e é
provavelmente um desfecho comum em resposta a fatores ambientais e

patolégicos acoplados a susceptibilidade genética (Chin & Rubin, 2008).

O sistema de nomenclatura atual, proposto em 2003 pela Organizagao
Mundial da Saude agrupa as diferentes formas de hipertensao pulmonar
baseado nas similaridades entre sua patofisiologia e respostas ao tratamento.
Atualmente, cinco principais grupos de hipertensdo pulmonar séao
reconhecidos: (1) HAP; (2) hipertensao pulmonar associada a doenca cardiaca
esquerda; (3) hipertensao pulmonar associada a doenca pulmonar e/ou
hipdxia; (4) hipertensdo pulmonar devido a doenga trombolitica crénica e/ou

embolitica; e (5) hipertensao pulmonar heterogénea (Chin & Rubin, 2008).

Embora se admita que nao haja uma definicdo uniforme para a HAP, os
critérios hemodinamicos propostos pelo National Institutes of Health Registry,

incluem, uma pressao arterial pulmonar média >25 mmHg em repouso, ou >30

17



mmHg durante o exercicio, acompanhada de um débito cardiaco normal ou
reduzido e pressao capilar pulmonar normal, com aumento de resisténcia
pulmonar 23 unidades. A HAP é classificada como idiopatica quando a origem
da doenca é desconhecida, familiar quando a causa é genética, ou secundaria
a outros processos patoldgicos (ex: infeccao por HIV, drogas e toxinas)

(Simonneau et al., 2004).

A maior parte dos pacientes com HAP apresenta dispnéia ao esforco,
que progride por meses a anos. A dor toracica ao esforco, sincope, fadiga, e
edema de extremidades inferiores, sdo indicativos de HAP mais severa com
presenca de disfuncdo ventricular direita. Apesar de ser uma desordem
relativamente rara, com uma incidéncia de 2-3 casos por milhdo por ano,
estudos em necropsia tém mostrado uma prevaléncia de 1.300

casos/1.000.000 (Gaine et al., 1998; Rudarakanchana et al., 2001).

As mulheres sdo mais afetadas por esta doenca do que homens, em
uma razao de 2,3:1, para o diagnéstico em qualquer idade. A idade para o
diagndéstico tem sido descrita entre 36 € 50 anos, entretanto, com a utilizacao
da classificacdo mais recente, e inclusdo grupos que incluem HAP associada a
outras doencas (particularmente escleroderma ou esclerodermia), mostra uma
média de idade maior para o diagnéstico (Humbert et al., 2006; Thenappan et

al., 2007).

O diagnéstico é geralmente concluido a partir de achados obtidos de
exames fisicos e sintomas ndo especificos vivenciados pelos pacientes. No
entanto, a estabilizagcdo do diagnéstico e etiologia da HAP necessita de uma

avaliacdo ampla que inclua teste de funcédo pulmonar, sorologia para doenca

18



de tecido conjuntivo, ecocardiografia, cateterismo cardiaco, e testes que

excluam doencga trombolitica crénica (Chin & Rubin, 2008).

A ecocardiografia é geralmente o primeiro teste diagndéstico que sugere
a presenca de HAP. A pressao arterial pulmonar sistélica pode ser estimada de
forma nado invasiva através de técnicas de Doppler e, quando é observada
regurgitacao tricispide, estas estimativas apresentam uma étima correlacéo
com métodos invasivos, para a determinacdo da mesma. No entanto, o erro
padrao desta estimativa é geralmente grande, 5 a 8 mmHg e os resultados
para pacientes individualmente devem ser avaliados somente como uma
estimativa da atual pressao arterial pulmonar que deve ser confirmada através
de cateterismo ventricular direito (Berger et al., 1985; Currie et al., 1985). Outro
achado comum na ecocardiografia inclui a dilatagdo do ventriculo direito (VD),
movimento paradoxal do septo intraventricular, e insuficiéncia tricuspide. A
infiltracao pericardica pode também ser visualizada e, na auséncia de doenca
do tecido conjuntivo, este se correlaciona com as elevadas pressdées no atrio

direito (Hinderliter et al., 1999).

A HAP é considerada uma doencga devastadora e progressiva, com um
péssimo progndstico e sem nenhuma terapia de cura. A histéria natural da HAP
descrita pelo National Institutes of Health nos anos 80, antes da introducéo das
terapias que incluem drogas vasodilatadoras como antagonistas dos canais de
célcio, prostaciclinas, e o6xido nitrico (NO), mostravam uma média de
sobrevivéncia <3 anos, com uma expectativa de sobrevida de 5 anos em

apenas 34% dos pacientes (Rich et al., 1987).
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Desde entdo, a sobrevida aumentou, ao ponto em que 0s pacientes
geralmente ndo sdo encaminhados a transplante de pulmdo no momento do
diagnéstico. Em vez disso, a maior parte dos pacientes inicia a terapia
medicamentosa e é reavaliada ap6s um periodo minimo de sete meses. A
sobrevida apds cinco anos, entre pacientes tratados com epoprostenol (forma
sintética de prostaciclina) gira atualmente entre 47% a 55% com uma sobrevida
apés cinco anos >70% entre aqueles com classe funcional | ou Il (McLaughlin

et al., 2002).

Apesar de alguma melhora hemodinamica ser vista imediatamente apds
o0 inicio do tratamento, muitos pacientes ndo apresentam uma resposta aguda
vasodilatadora pulmonar significante. Estes pacientes, quando reavaliados
apdés varios meses, ainda apresentam uma melhora hemodinamica,
potencialmente derivada dos efeitos do tratamento no crescimento e
remodelamento da vasculatura pulmonar. O aumento da capacidade ao
exercicio e reducdo dos sintomas se inicia com algumas semanas de
tratamento e atingem um platé em torno da 12° a 16° semana. Esta melhora
geralmente se mantém por anos, mas existe uma significativa variabilidade e a

subsequente piora nao € incomum (Sitbom et al., 2001).

Entre aqueles pacientes que tenham desenvolvido sinais e sintomas de
IC direita, o indice de sobrevida é muito menor do que entre aqueles que
apresentam somente aumentos na pressao arterial pulmonar e, a maior parte
dos marcadores de prognéstico, avalia alguns aspectos da funcao ventricular
direita tanto em repouso quanto durante o exercicio. Marcadores poés-

tratamento de péssimo progndstico incluem um aumento da pressao atrial
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direita, deterioracao do indice de desempenho miocardico, baixa saturacéo de
oxigénio em sangue venoso, sintomas continuados de funcao classe Ill/IV,
baixa capacidade ao exercicio, infiltracdo pericardica e niveis elevados de

peptideo atrial natriurético (Nagaya et al., 2000; Raymond et al., 2002).

O grau de elevacao na pressao arterial pulmonar pode ainda ser um
preditivo, mas esta € mais importante somente enquanto a funcado do VD é
ainda relativamente normal. A incapacidade de se mostrar alguma melhora
entre os sintomas iniciais e os do seguimento da doencga, parametros
hemodinamicos, e tolerdncia ao exercicio sao alguns sinais de péssimo

prognéstico (Chin & Rubin, 2008).

1.1.1 PATOFISIOLOGIA DA HIPERTENSAO ARTERIAL PULMONAR

Embora a disfungdo ventricular direita certamente contribua para a
descompensacao clinica, o estimulo inicial para o processo patogénico aparece
localizado na propria vasculatura pulmonar. Achados histologicos
caracteristicos (figura 1), semelhantes em todos os tipos de HAP, ocorrem ao
nivel das arteriolas pulmonares e incluem fibrose da camada intima,
localizagao distal e proliferacdo do musculo liso vascular, e oclusao arterial
pulmonar (Humbert et al., 2004). Além disso, um indicativo de severidade, nos
estagios finais da doenca, é a formagdo de uma “neointima” vascular,
caracterizada pelo aumento da deposicdo de matriz extracelular e
miofibroblastos. Lesdes plexiformes sdo predominantemente caracterizadas
pelo aumento da proliferacdo e ancoramento de células semelhantes ao

endotélio sobre o lumen do vaso (Jeffery & Morrell, 2002).
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Figura 1: Patofisiologia da Hipertensao Arterial
Pulmonar. O esquema ilustra as diferentes
anormalidades vasculares comparadas com a
circulagédo pulmonar normal, associadas a HAP.
Este esquema descreve as anormalidades
através da circulagdo pulmonar, incluindo (i)
muscularizagdo anormal de arteriolas pré-
capilares  distais; (ii) hipertrofia  medial
(espessamento) da musculatura das grandes
artérias pulmonares; (iii) perda de artérias pré-
capilares; (iv) formacdo da neointima, que é
particularmente oclusiva em vasos de 100-500
um, e (v) formacdo de lesbes plexiformes
nestes vasos. Retirado de Rabinovitch M.
Molecular pathogenesis of pulmonary arterial
hypertension. J. Clin. Invest. 118:2372-2379

(2008).

Multiplos tipos celulares na parede da artéria pulmonar e circulacao

arterial pulmonar contribuem para respostas especificas a injuria e o

desenvolvimento do remodelamento vascular (Jeffery & Morrell, 2002). O

endotélio atua como um sensor central de estimulos lesivos como hipdxia,

estresse de cisalhamento, inflamacédo e toxinas. A perda da regulacdo dos

efetores da cascata vascular, que controlam a vasodilatacdo e vasoconstricéao,

supressores e fatores de crescimento, e mediadores pré e antitrombbticos,

pode ser resultado tanto do inicio da injuria celular endotelial ou de sua

disfuncdo. No entanto, estudos mais recentes sugerem que a disfuncdo de
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componentes vasculares alternativos, como fibroblastos adventiciais ou
componentes da matriz extracelular, podem também incitar a doenca vascular

pulmonar (Stenmark et al., 2002).

A alteracdo na producao enddégena de moléculas vasoativas tem sido
associada a progressao da HAP. O mais bem descrito destes fatores € o NO,
que além de potente vasodilatador arterial pulmonar, ainda é capaz de inibir
diretamente a ativacdo plaquetaria e proliferacdo vascular de células
musculares lisas. Sua sintese € mediada pela NO sintase endotelial (eNOS)
através de multiplos estimulos como fatores vasoativos e estimulos fisiolégicos
(hipbxia, inflamacao e estresse oxidativo). Pacientes com HAP geralmente
apresentam niveis reduzidos de eNOS na vasculatura pulmonar, sugerindo que
este possa ser um dos mecanismos envolvidos na desregulagdo da
vasoconstricao, justificando a utilizacdo de inalacdo de NO e sildenafil, um

inibidor da 5-fosfodiesterase, nestes pacientes (Galie et al., 2005) .

Apesar disso, Maison et al., 1998, demonstraram um aumento na
expressao de eNOS especificamente em lesdes plexiformes na HAP, sugerindo
que este aumento nos niveis de NO podem levar a proliferacado celular nestas
lesbes, no entanto esta hipétese nao foi comprovada. Além disso, ndo sé a
atividade da eNOS, mas também o processo de transporte no sangue deve ser
esclarecido, assim como sua relacdo com o estresse oxidativo observado

nestes pacientes.

De forma semelhante, o mondxido de carbono, outro gas vasodilatador,
produzido principalmente pela enzima heme oxigenase-1 (HO-1) na

vasculatura pulmonar parece estar envolvido na patogénese da HAP. Estudos
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experimentais em ratos knockout para HO-1, demonstram uma baixa tolerancia
a hipoxia resultando em disfung¢ao ventricular direita. Por outro lado, o aumento
da expressdo de HO-1 em modelo de hip6xia crébnica e HAP induzida por
monocrotalina (MCT), previnem o desenvolvimento da HAP (Christou et al.,

2000; Zuckerbraum et al., 2006).

Embora os processos iniciais estejam associados com um desbalanco
da secrecdo de fatores vasoativos e remodelamento vascular, estes ainda
incluem uma excessiva proliferacdo celular, vasoconstricdo e trombose,
associadas com processos inflamatérios e angiogénese. A transdiferenciacao
de células endoteliais a células musculares lisas e identificacdo de
amplificacdes monoclonais em populagdes complexas tem levado a especular
que os estagios finais da HAP sao similares a progressdo do cancer, com a
desregulacao do ciclo celular e apoptose como desfechos predominantes (Zhu

et al., 2006).

Apesar do foco principal dos mecanismos responsaveis pela HAP sejam
as arteriolas pulmonares, existem evidéncias de que 0 enrijecimento das
artérias pulmonares proximais possa também ser critico ndo somente na
pressao arterial pulmonar, mas também na funcao ventricular direita (Mahmud

et al., 2007).
1.1.2 FUNCAO VENTRICULAR DIREITA

Esta bem definido que a espessura e a complacéncia do VD respondem
a sobrecarga de pressdo através de um controle insuficiente de tensao e
conseqlente dilatagdo. Este defeito intrinseco do VD associado a uma

diminuicdo do volume ejetado e débito cardiaco € definido como Cor
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pulmonale. Esta sindrome €& responsavel por 5% a 10% das doencgas
cardiacas, 20% de todos os casos de IC e quase 20% dos casos de internacao

hospitalar relacionado a doencas cardiacas (Baum et al., 1998).

A HAP é caracterizada por um aumento crénico na pés-carga ventricular
direita, normalmente acompanhado por reducdes na fracado de ejecao de forma
similar a descrita para o ventriculo esquerdo (VE). Em resposta ao aumento de
resisténcia vascular, observam-se alteracoes profundas nas pressoes sistolicas
e diastolicas do VD que acompanham de forma linear a progressao da doenca.
Enquanto em estégios iniciais, 0 aumento da pressao sistolica esta relacionado
a uma resposta adaptativa frente a sobrecarga de pressao, sem alteragdes na
pressao diastélica final, a progressdao do quadro leva a uma disfungao
ventricular generalizada associada a estagios finais de IC (Farahmad et al.,

2004).

Pacientes com HAP avancada apresentam uma sobrecarga de volume
severa, diminuicdo do débito cardiaco, pressdo sanglinea marginal, e por
vezes, um aumento nos niveis de creatinina circulante, relacionado tanto a um
processo agudo, quanto a piora da funcao ventricular direita. Estes efeitos
parecem estar mais envolvidos com a interdependéncia ventricular do que
propriamente com o0 mecanismo de Frank-Starling. Assim, esta
interdependéncia desempenha um papel essencial na patofisiologia da

disfuncao ventricular direita e progresséo a IC (Santamore et al., 1998).

Diversas evidéncias tém demonstrado que a sobrecarga de presséo ou
volume sobre o VD, bem como a dilatacao deste, leva ao deslocamento do

septo em direcao ao VE, gerando alteragdes profundas na sua geometria,
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aumentos na restricdo pericardica e diminuicbes na complacéncia. Como
consequéncia, as curvas de pressao-volume do VE alteram-se para a esquerda
e para cima, o que potencialmente leva a diminuicao da pré-carga ventricular
esquerda e aumento na pressao diastolica final, associada, em estados mais

severos, a diminuicao no débito cardiaco (Haddad et al., 2008).

As bases moleculares desta falha biomecanica permanecem pouco
entendidas. No entanto, resultados obtidos em experimentos com suinos
trazem evidéncias de que o aumento da pressdo arterial pulmonar gera
precocemente danos irreversiveis e deletérios aos cardiomiécitos. Neste caso,
a disfuncao do VD persiste mesmo apds a normalizacdo da pressao arterial
pulmonar sendo que estas lesdes se mostram correlacionadas a magnitude do

estimulo (Greyson et al., 2000).

A doenga ventricular direita, em contraste com a doencga ventricular
esquerda, permanece relativamente pouco estudada e/ou compreendida. Esta
disparidade tem sido reconhecida, e recentemente o National Heart, Lung and
Blood Institute concluiu que apesar das informacdes sobre o ventriculo direito
serem limitadas, a diminuicdo da sua capacidade, ndo s6 em resposta a
sobrecarga de pressdo crbnica, mas em varios estados patolégicos, e seu
impacto sobre a progressado destas doencas sugerem que o ventriculo direito
possa representar um importante determinante no colapso cardiaco (Voelkel et

al., 2006).

26



1.1.3 MODELO DE HIPERTENSAO ARTERIAL PULMONAR INDUZIDA

POR MONOCROTALINA

Experimentalmente, o modelo de HAP induzida por MCT tem sido
amplamente utilizado em cées e ratos para a inducdo de HAP e hipertrofia
ventricular direita. Por mimetizar a fisiopatologia da HAP em humanos, este
modelo traz a possibilidade de avaliacao da proliferacao neointima durante a
hipertrofia pulmonar e sua modulacao, hipertrofia ventricular direita, regulacao
da expressao génica, modulacdo neuroenddcrina e variacbes hemodinamicas

em resposta a HAP (Werchan et al., 1989).

A MCT é um alcaléide pirrolizidina encontrado em plantas da espécie
Crotalaria spectabilis. A administracdo desta causa uma sindrome vascular
pulmonar caracterizada pela proliferacao da vasculatura pulmonar, HAP e Cor
Pulmonale. Os seus efeitos dependem da sua biotransformacédo hepatica pela
acdo do sistema monooxigenase do citocromo P450 para formar
diihidromonocratalina, que entao, é circulada ao parénquima pulmonar além de
outros 6Orgaos extra-hepaticos como cérebro e rins (Monnet & Chachques,

2005).

Uma injecao subcutdnea uUnica de MCT (60mg/kg) em ratos induz
progressiva injuria endotelial pulmonar, resultando em HAP e alteracbes
cardiopulmonares apdés um periodo de 10 a 14 dias. Os danos iniciais sobre a
vasculatura pulmonar levam a um aumento da permeabilidade capilar, edema
intersticial moderado, acumulo de macréfagos, modificacdo dos pneumacitos
tipo Il e edema alveolar. Em resposta a estas mudancas ocorre degeneracao

endotelial ou hiperplasia, hipertrofia da musculatura lisa medial e edema da
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adventicia, levando assim, ao aumento da resisténcia vascular e sobrecarga de

pressao (Gillespie et al., 1986).

Diversas evidéncias tém se acumulado sugerindo que multiplos fatores
contribuem para a regulacdo das respostas celulares na HAP induzida por
MCT, assim como em varias formas de hipertensdo pulmonar. Durante o
desenvolvimento da HAP encontram-se alteracbes precoces na reatividade
vascular pulmonar marcada principalmente pelo aumento da resposta a
substancias vasoconstritoras. Frasch et al (1999) demonstraram, uma semana
apés a indugdo um aumento nos niveis de NO endotelial e endotelina-1 (ET-1)
de forma proporcional a severidade da HAP neste modelo, como uma tentativa
de manutencdo da eficiéncia das trocas gasosas. No entanto, a partir da
segunda semana, ocorre uma reducdo generalizada na contratilidade de
artérias pulmonares isoladas associadas a diminuicAo da resposta a

substancias vasodilatadoras como isoprotenol e acetilcolina.

Este aumento sustentado da pés-carga resulta em alteragdes
hemodinamicas e morfolégicas no VD que mimetizam a progressao da doenca
encontrada em humanos. Mesmo ap6s 1 semana de inducdo, ja sao
observadas alteracdes na pressao sistélica desenvolvida pelo VD, que com a
progressdo do remodelamento vascular sdo acompanhadas por aumentos no
mesmo sentido da pressao diastélica final do VD (Farahmad et al., 2004). As
alterac6es na pressao vascular pulmonar correlacionam-se positivamente com
0 aumento da massa do VD e estdo associadas ainda com a reducao gradual

da fracdo de ejecdo, com 0s menores valores nos animais com sinais de IC
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direita, apesar de a hipertrofia nestes ser substancialmente maior (Hessel et al.,

2006).

1.2 Progressao da Hipertrofia Cardiaca a Insuficiéncia Cardiaca:

Papel da Apoptose

1.2.1 APOPTOSE E VIA DAS CASPASES

O fendbmeno celular de morte programada ou apoptose descreve a
destruicdo regulada e ordenada de células disfuncionais, marcadas por um
programa genético organizado. Duas vias de sinalizagdo principais tém sido
descritas por precipitarem a morte celular tanto pela ativacao de receptores na
superficie celular - via extrinseca - ou pela ruptura da barreira mitocondrial
externa com liberacdo simultanea de moléculas pré-apoptéticas a partir da
mitocondria para o citosol - via intrinseca (Kunapuli et al., 2006). Ambas as vias
convergem em uma via de sinalizacao que medeia as alteracdes morfologicas

e bioquimicas caracteristicas da apoptose (figura 2).

As moléculas chave em ambas as vias sdo membros de uma familia de
proteases cisteina aspartato especificas, conhecidas como caspases. As
caspases sao ativadas durante a apoptose e compartilham uma especificidade
de clivagem seletiva de proteinas-alvo em sitios proximos a residuos de acido

aspartico (Schwerk & Schulze, 2003).
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Figura 2: Via das caspases. Na via extrinseca, o acoplamento de um ligante leva o
receptor de morte a recrutar FADD, que por sua vez recruta a pré-caspase 8. Dentro deste
complexo de morte (DISC), a pré-caspase 8 dimeriza e ativa. A caspase 8 ativa de forma
proteolitica a pré-caspase 3, que por sua vez cliva proteinas celulares levando a morte celular.
Na via intrinseca, sinais estimulatérios extra e intracelulares sédo transferidos a mitocondria
através de uma variedade de proteinas BH3 (ex, BID) e através da Bax, que entdo é
translocada e se insere na membrana mitocondrial externa. Bax e Bak (ndo mostrada)
estimulam a liberacdo de citocromo C (cyt c) e outros apoptogenes. Uma vez liberado, o
citocromo c se liga a Apaf-1 (fator de ativacdo de protease apoptética) juntamente com dATP.
Esta conformacgéo precipita a oligomerizacdo do Apaf-1 e recrutamento da pré-caspase 9.
Neste complexo (apoptossomo), a pro-caspase 9 dimeriza e ativa. A caspase 9 entao ativa de
forma proteolitica a pro-caspase 3. Retirado de Foo et al. Death begets failure in the heart. J.

Clin. Invest. 115:565-571 (2005).
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As caspases apoptoticas sdo classificadas como iniciadoras ou
executoras dependendo do ponto de entrada na cascata apoptética. As
caspases iniciadoras (como as caspases 8 e 10 — via extrinseca; e caspases 9
e 2 — vias intrinseca) sao as primeiras a serem ativadas em uma via de morte
em particular, e assim, constituem o primeiro passo para ativagcdo das
caspases executoras (como caspase 3, 6 e 7). Uma vez que a atividade
desregulada das caspases pode ser letal a célula, as caspases estao presentes
como precursores latentes (zimogénios), as pro-caspases, necessitando de um

evento de ativacido (Boatright et al., 2003).

Os zimogénios das caspases iniciadoras estao presentes na célula
como mondmeros inativos. Estes zimogénios monoméricos necessitam de
dimerizacao para entdo assumirem uma conformagéao ativa, e esta ativagao é
independente de clivagem. Em contraste, os zimogénios das caspases
executoras estdo presentes no citosol como dimeros inativos. Elas sao
ativadas pela protedlise limitada da ligacdo interdominio por uma caspase
iniciadora ou ocasionalmente por outras proteases sob circunstancias

especificas (Stennicke et al., 1999).

A mudanca morfolégica resultante deste processo, encontrada na
maioria dos tipos celulares, primeiramente envolve a contracdo do volume
celular e condensacdo do nucleo. Enquanto isso acontece, organelas
intracelulares como mitocondrias mantém sua estrutura. A medida que a
apoptose se processa, ocorre a retracdo da membrana plasmatica e

fragmentacao nuclear. Finalmente, a prépria célula se fragmenta para formar
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corpos apoptoéticos que sdo entdo fagocitados, na auséncia de inflamacao

(Kang & lzumo, 2003).
1.2.2 APOPTOSE E FUNCAO CARDIACA

A apoptose tem sido implicada em uma variedade de processos
fisiolégicos e patologicos. Diversas evidéncias suportam a habilidade dos
cardiomiécitos de ativarem e morrerem através deste processo em resposta a
uma grande gama de estresses incluindo hipoxia, estresse oxidativo, infec¢ao
viral, excesso de estimulagdo adrenérgica e sobrecarga de trabalho (Sabbah &
Sharov, 1998). Assim, o papel da apoptose nas doengas cardiacas tem atraido
consideravel atencdo como uma causa potencialmente reversivel da

deterioracdo da funcéo cardiaca.

A ocorréncia de apoptose na IC em humanos foi inicialmente
demonstrada por Narula et al (1996) e Olivetti et al (1997). Estes autores
basearam suas conclusdes na presenca variavel de midcitos positivos a
TUNEL, sugestivo de fragmentacdo do DNA. Desta forma demonstrando que a
apoptose esta presente tanto na cardiomiopatia isquémica quanto dilatada.
Kanoh et al (1999), porém, ao avaliarem a ultra-estrutura de midcitos positivos
a TUNEL observaram a auséncia de caracteristicas de morte celular por
necrose ou mesmo por apoptose, levando a crer que a presenga desta possa
ser um indicativo de reparo ao DNA mais do que propriamente da presenca de

processo apoptotico.

A determinacao de quando a apoptose tem um papel na patogénese ou
ocorre como um evento paralelo associado aos estagios finais faz com que a

sua significancia na progressao da IC permaneca controversa. A apoptose tem
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sido detectada no miocardio em um grande numero de patologias cardiacas
incluindo hipdxia, isquemia seguida de reperfusao, infarto agudo do miocardio,
hipertrofia cardiaca e, em pacientes nos estagios finais de IC, sugerindo a
importancia da apoptose no desenvolvimento e progressao da doenca cardiaca

(Kunapuli et al., 2006).

Em contraste a isquemia-reperfusao, a IC é caracterizada por uma taxa
muito baixa, porém anormal, nos niveis de morte de cardiomidcitos
demonstrando taxas de 0,08 a 0,25% nos pacientes em estagio final de
cardiomiopatia dilatada enquanto a taxa em pacientes sadios € de 0,001 a
0,002% (Hetts, 1998). Devido a natureza crbénica da IC, mesmos niveis muito
baixos de morte celular durante um longo periodo, por meses ou anos, podem
ser significantes, uma vez que estes cardiomiécitos ndo estdo mais se

diferenciando (Kunapuli et al., 2006).

A apoptose de cardiomiécitos tem se mostrada estimulada de forma
anormal no coracao hipertrofiado de pacientes com hipertensao essencial sem
evidéncias angiograficas de doenca coronariana e funcado cardiaca normal.
Gonzéales et al. (2002) documentaram um aumento da apoptose de
cardiomiécitos em pacientes com IC crénica quando comparados a pacientes
com hipertrofia cardiaca e fungédo ventricular esquerda normal. Além disso,
demonstraram um aumento no indice de apoptose e expressao de caspase 3
em coracbes de pacientes hipertensos com IC quando comparados a pacientes
hipertensos com hipertrofia ventricular e pacientes normotensos. Baseado

nestes dados é sugerido que a apoptose e perda de cardiomidcitos precedam a
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disfungao ventricular e 0 seu aumento acompanhe o desenvolvimento de IC em

pacientes hipertensos.

1.2.3 APOPTOSE NO REMODELAMENTO CARDIACO

A IC geralmente apresenta um intervalo variavel entre os danos iniciais e
o seu desenvolvimento, assim como dos estagios iniciais para os finais. A
progressdao da doenca, geralmente referida como remodelamento cardiaco,
ocorre em adicao as alteracdbes hemodinamicas, reducdo da capacidade ao
exercicio e ativagdo neuro-hormonal. Assim, este processo continuo de
remodelamento eventualmente contribui para a significante mortalidade

associada a IC (Haider et al., 2002).

O conceito de reversao do remodelamento ventricular tem sido descrito
em inumeras triagens clinicas conduzidas para avaliar a eficacia de inibidores
neuro-hormonais, demonstrando que modificacbes neste processo podem
alterar o prognéstico da IC. Os componentes do remodelamento ventricular
incluem um periodo de hipertrofia dos miécitos seguida por uma reducéo
absoluta do numero de células, sugerindo que a hipertrofia cardiaca possa

tornar os cardiomiocitos mais suscetiveis a apoptose (Guerdes et al., 1995).

A compensacao inicial em varios substratos cardiacos que resultam na
IC € acompanhada de ativacdo neuro-hormonal e de citocinas, que levam o
miocardio a hipertrofia. Em nivel celular, ha um aumento na sintese protéica e
organizacdo de sarcoOmeros com progressivo aumento em comprimento nao
acompanhado por aumentos proporcionais na largura dos cardiomiécitos, o que
inicialmente parece reduzir o estresse de parede auxiliando na manutencao de

um débito cardiaco adequado pode resultar em posterior dilatacdo. Esta
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resposta hipertréfica esta associada ao reaparecimento da expressao de genes
fetais e inducao de proliferacdo. Uma vez que os cardiomiécitos encontram-se
terminantemente diferenciados a estimulagdo do desenvolvimento de
hiperplasia pode ser considerado contra-produtivo e relacionado com a indugéo

de apoptose (Haider et al., 2002).

Apesar desta relacao entre hipertrofia e apoptose, € pouco provavel que
o crescimento cardiaco per se represente um sinal apoptético. Em muitos tipos
celulares ambas as respostas proliferativas e de sobrevivéncia sdo mediadas
por fatores de crescimento. Em contraste, nos cardiomiécitos o crescimento
hipertréfico esta associado a ativacao de diversas classes de neuro-horménios
e citocinas, poucos destes agentes claramente ligados a sobrevivéncia ou
morte. No entanto, sabe-se que o mais importante estimulo para o crescimento
cardiaco ainda é a sobrecarga hemodinamica, provavelmente iniciando tanto a
sinalizacao pr6 quanto anti-apoptética, o que nao exclui a possibilidade de que
estas mensagens mistas possam ainda ser providas por outros tipos de

agentes hipertréficos (Bishopric et al., 2001).

As respostas apoptoticas ou hipertréficas estdo relacionadas tanto ao
tipo de estimulo quanto a célula em questao. A hipertrofia fisioldgica, como a
induzida pelo exercicio, deve ativar vias hipertroficas associadas
exclusivamente a sobrevivéncia e manutencao da funcédo. De forma oposta, a
resposta resultante a estimulos patolégicos deve ativar um fenétipo hipertréfico
desfavoravel possivelmente através da co-ativacdo de vias hipertréficas em

paralelo com vias apoptéticas (Kang & lzumo, 2003). Assim, a questdao que
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permanece, € o que determina nos cardiomidcitos quando estas vias de

sinalizacao estarao direcionadas a eventos pré ou anti-apoptéticos.

1.3 Estresse Oxidativo e Sinalizacao Celular

Tradicionalmente, o principal efeito patol6gico do estresse oxidativo tem
sido referido como o dano e oxidacdo induzida pelos radicais livres que
resultam na disfungéo celular, necrose e/ou apoptose. Mais recentemente, no
entanto, tem se tornado evidente que o estresse oxidativo e as espécies
reativas de oxigénio (EROs) possam atuar de forma altamente especifica na
modulacdo de vias de sinalizacao intracelular na determinacao deste fendtipo.
Estes efeitos sdo de grande relevancia ndo somente na IC, mas nos eventos

precedentes envolvidos no remodelamento ventricular (Seddon et al., 2007).

Paradoxalmente, apesar de as EROs serem predominantemente
implicadas no dano celular, elas ainda desempenham um papel fisiolégico
maior em diferentes aspectos da sinalizacao e regulacao intracelular. Mittal &
Murard (1977) proveram as primeiras evidéncias sugerindo efeitos biologicos
favoraveis mediados pelas EROs. Em seus estudos relataram a ativacado da
guanilato ciclase e formacao do segundo mensageiro cGMP, sendo estimulada
pelo anion superdxido através de seu derivado, o radical hidroxil. Efeitos
similares também foram encontrados para o derivado per6xido de hidrogénio

(H202) (White et al., 1976; Mittal & Murad, 1977).

Diferentes tipos celulares, incluindo os cardiomidcitos, tém se mostrado
capazes de produzir EROs incluindo radicais livres como o anion superéxido, e
radical hidroxil e compostos como H.O. que pode ser convertido a radicais,

participando tanto de processos fisiologicos quanto patolégicos. O &anion
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superoxido é originado de forma intracelular através da NADPH e xantina
oxidase, desacoplamento da NOS e cadeia de transporte de elétrons, dando
origem ao H.O- pela acdo da enzima superdxido dismutase (SOD) e este, por
sua vez, ao radical hidroxil pela reacdo de Fenton. Em contrabalanco, os
cardiomiécitos também contam com um sistema antioxidante através da
expressao e atividade de enzimas como a catalase, glutationa peroxidase e
tioredoxina 1 (Trx1), assim como antioxidantes nao enzimaticos: vitaminas A,

C, B-caroteno entre outros (Hilfiker-Kleiner et al., 2006).

Esta producdo de EROs esta implicada na indugdo e manutencao de
vias de transducgéo de sinais envolvendo o crescimento e diferenciagéo celular.
Diversos aspectos fisioldégicos envolvem os radicais livres e seus derivados,
entre estes a regulacédo do ténus vascular, sensibilidade a pO. e regulacéo de
fungdes controladas pelas concentragdes de oxigénio, aumento da transducao
de sinais de varios receptores de membrana e respostas ao estresse oxidativo
que garantem a manutencdo do estado redox. Diversas evidéncias tém
suportado, assim, uma atuacdo destas como segundo mensageiros
intracelulares, e esta premissa é especialmente verdadeira para espécies como
o H»O,, que é mais estavel e difusivel do que espécies como o anion

superéxido, mas também aplicavel ao NO (Drdge, 2002).

O delicado balanco entre os efeitos benéficos e deletérios das EROs é o
mais importante aspecto dos organismos vivos e é atingido através de um
mecanismo conhecido como “regulacédo redox”. Este processo visa a protecao

dos organismos contra 0 estresse oxidativo e mantém a “homeostase redox”
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através do balanco entre a producdo de EROs e sua remocao pelo sistema

antioxidante (Mazur & Telser, 2007).

A homeostase redox intracelular ou a capacidade de tampao redox é
sustentada principalmente pela glutationa (GSH) e tiorredoxina (Trx). A
glutationa (acoplamento 2GSH/GSSG) representa um dos maiores tampdes
redox celular e ainda pode ser um indicativo do estado redox da célula. Em
condigdes de aumento de estresse oxidativo, o conteudo intracelular de GSSG
aumenta, por sua vez aumentando o conteludo de proteinas com misturas
dissulfeto. Um significante numero de proteinas envolvidas na sinalizacao que
apresentam tidis criticos, como receptores, proteinas quinase e alguns fatores
de transcricdo podem ter suas funcdes alteradas pela formacédo de misturas
dissulfeto. Desta forma, a GSSG, diferente de outras espécies, parece agir de
forma néo especifica como uma molécula sinalizadora (Schafer & Buettner,

2001).

A possibilidade das EROs atuarem direta ou indiretamente como
segundo mensageiros trouxe a utilizacdo do termo sinalizagcdo redox para
descrever 0s processos regulatorios nos quais o sinal é transmitido através de
reacoes redox. A sinalizacdo redox requer que o balanco redox seja
interrompido tanto por um aumento na formagdo de EROs ou uma diminui¢do
na atividade do sistema antioxidante. A indugédo deste desbalango temporario
representa a base deste processo. Assim, a demonstracdo fisiolégica da
sinalizacdo redox envolve uma alteracdo temporaria do estado redox
intracelular na direcdo de condicbes mais oxidativas e mecanismos de

sinalizagdo que respondem a esta alteragdo tiol/dissulfeto, envolvendo fatores
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de transcricao AP-1 e NFkB, proteinas quinase, quinases da familia Src, via
das MAPK — JNK e p38, atividade de receptores tirosina quinase entre outros
(Valko et al., 2007). Em condicbes patoldgicas, no entanto, a elevagdo anormal
das concentracbes de EROs pode levar a alteracbes permanentes na
transducao de sinais e expressao génica, tipicas de estados patoldgicos (figura

3).

Desacoplamento da MO sintasze Wartina oxidase

N7

MADPH oxidase - —

T T T Sistema Artioxidante Intrinseco
(EROs ) | (50D, GPyx, Trx ete)
..-__,..l' LT 1 1
Tranzporte de elétronz mitocondrial ‘/ \‘
Baixos niveis de EROs Attos niveiz de EROs

Sinalizagio celular Remodelamento patologico
Crescimentoadaptacio Fibroze

Balango redox Digfungio contrati

Apoptoze

Figura 3: Esquema geral da geragao de vias de sinalizacao pelas EROs e sistema antioxidante
no coracdo. Baixos niveis de EROs estdo envolvidos na sinalizacdo cardiaca normal,
hipertrofia adaptativa, e alteragdes na matriz. Em altos niveis levam ao remodelamento
patofisiologico, apoptose e disfungdo das camaras. Retirado de Takimoto E & Kass DA. Role of

Oxidative Stress in Cardiac Hypertrophy and Remodeling. Hypertension 2007; 49; 241-248.

A determinacdo de quando este efeito mediado pelo desbalanco redox

terd um aspecto fisioldgico ou patolégico depende criticamente do tipo da ERO
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em questdo, a concentracdo e o sitio especifico de producdo, envolvendo
assim diferentes espectros de agdo. Acredita-se que em baixas concentracoes,
ou em periodo transitério, os mecanismos de transducado de sinal estariam
direcionados a preservacao da funcdo do cardiomidcito e a expressao de
genes relacionados a sobrevivéncia celular. No entanto, o aumento nas
concentracdes e o prolongamento da exposi¢ao levariam ao estresse oxidativo

e efeitos prejudiciais subsequentes (Dhalla et al., 2000).

1.3.1 PAPEL DA SINALIZACAO REDOX NO REMODELAMENTO

CARDIACO

Como demonstrado anteriormente, a hipertrofia cardiaca € uma
componente chave na determinagédo do fenétipo de IC. Um crescente nimero
de evidéncias tem implicado as vias de sinalizacao redox sensiveis, como as
proteinas da familia das MAPK (ERK1/2, JNK e p38), Akt e NF«xB, no
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca tanto em resposta a estimulos neuro-

hormonais quanto a sobrecarga de pressao crénica (Li et al., 2002).

Se por um lado, o estresse oxidativo severo € citotdéxico a muitos tipos
celulares, incluindo os cardiomiocitos, estresses menos severos podem
representar um sinal anabdlico. Diversos achados na literatura vém
demonstrando que a imposicdo de estresse moderado a cardiomidcitos induz
hipertrofia. Por exemplo, em cultura de cardiomidcitos a imposi¢éo de estresse
moderado pela adicao de H.O. é capaz de matar metade das células. No
entanto, entre aquelas que sobrevivem observa-se um crescimento hipertrofico.
Além disso, como descrito anteriormente, um numero de estimulos hipertroficos

geram um aumento da formacao de EROs nos cardiomidcitos, sugerindo que a
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formacao de EROs por tais estimulos seja um processo necessario no
desenvolvimento da resposta hipertréfica, assim como a atuacdo das EROs
como segundo mensageiro neste processo. Esta hipétese é particularmente
atrativa, uma vez que, pode ser relacionada com o aumento no consumo de
oxigénio que ocorre durante a sobrecarga cardiaca levando a um aumento na
taxa de producdo de EROs e assim promovendo o crescimento (Sugden &

Clerk, 2006).

Diversos estudos tém investigado os mecanismos pelos quais as EROs
podem levar tanto a um fendtipo hipertréfico quanto apoptético nos
cardiomiécitos. As EROs tém se mostrado capazes de ativar a ERK1/2, p38,
JNK e Akt em diversos tipos celulares, incluindo os cardiomiécitos. O papel
destas vias de sinalizacdo na hipertrofia cardiaca e apoptose suportam um
modelo no qual distintas vias de sinalizacdo apresentam sensibilidades
diferenciais ao estresse oxidativo, e por este mecanismo levariam aos fenétipos
referidos. Por exemplo, a ativacdo da ERK1/2 na auséncia de JNK, p38 e Akt
em midcitos ventriculares de ratos adultos apés a estimulacao de receptores a-
adrenérgicos e aumento nas concentracdes de EROs, leva a hipertrofia, na
auséncia de apoptose, achados similares sdo reportados na indugdo da
formagdo de EROs em resposta a baixos niveis de estresse mecanico
demonstrando um envolvimento concentracdo-dependente das EROs na

ativacao destas vias (Pimentel et al., 2001).

Resultados similares sao encontrados em resposta a inibicao do sistema
antioxidante. Siwik et al (1999) demonstraram que o aumento sustentado dos

niveis de superoxido causados pela inibicdo parcial ou total de SOD gera
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profundos efeitos no crescimento e morte de cardiomidcitos neonatos in vitro.
Estes efeitos estdo associados a magnitude da inibicao da SOD, onde um
pequeno aumento no estresse oxidativo causado pela inibicao parcial de SOD
resulta em hipertrofia, enquanto que altos niveis de estresse oxidativo através

da inibicao total de SOD levam a apoptose.

Desta forma, acredita-se que a sobrevivéncia e morte celular dependem
criticamente de seu estado redox. Enquanto que reservas suficientes de
antioxidantes garantem um ambiente intracelular reduzido nos cardiomiécitos, a
deplecédo destas reservas leva a uma alteracdo no estado redox celular. Tais
mudancas no estado redox determinam quando os cardiomibcitos devem
morrer, e se morrerem quando isto ocorrera por apoptose ou necrose. Em
ultima instancia, a sobrevivéncia ou morte dependem da sinalizacao redox,
regulacao da transcricao de diversos genes redox sensiveis e de processos de

reparo ao DNA (Das & Maulik, 2004).

1.4 Regulacao da Oxidacao de Proteinas e Sinalizacao Redox: Papel

do Sistema Tioredoxina 1

Tanto as EROs quanto de nitrogénio podem reagir com proteinas,
levando a modificacdes oxidativas poés-transcripcionais. A natureza destas
modificacées oxidativas depende de uma variedade de fatores, incluindo a
espécie oxidante em questdo, a concentracdo e/ou o tempo de exposicdo, a
localizag&o intracelular, assim como a estrutura da proteina alvo. Apesar de o
ambiente intracelular ser mantido em um estado relativamente reduzido,
alguma modificacdo oxidativa deve ocorrer sob condicoes basais (Cooper et

al., 2002).
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Quando o estresse oxidativo aumenta, durante periodos transitérios
pode induzir modificagcdes oxidativas que sdo predominantemente reversiveis.
Esta oxidacdo é capaz de levar a reversdao da ativagdo ou inibicao de
moléculas alvo especificas (regulacdo redox), e assim qualificadas como
eventos sinalizadores. De forma similar, altos niveis de estresse oxidativo,
geram modificagdes oxidativas irreversiveis que podem resultar na perda de
funcdo pela proteina, degradacdo protéica ou o acumulo de proteinas
defeituosas. Tem se proposto que estas modificacdes irreversiveis
desempenhem um papel central na patogénese de doencas
neurodegenerativas, assim como nas doengas cardiovasculares associadas ao

envelhecimento e aterosclerose (Kuster et al., 2006).

Para a maioria dos tipos de regulacdo protéica, & desejavel que estes
mecanismos sejam reversiveis. A modificacado oxidativa de tidis pode ser
revertida pela interacdo com outros agentes redutores que contenham tibis (ex:
glutationa), pela reacao direta de troca de tidis ou por reagcdes mediadas por
estas enzimas. As principais enzimas capazes de reduzirem tidis (detiolacao)
incluem o sistema glutaredoxina (Grx)/Grx redutase, Trx/Trx redutase e
proteina dissulfeto isomerase (PDI). Todas estas enzimas compartilham de
uma sequéncia redox ativa Cys-X-X-Cys. Apesar de estas enzimas poderem
agir de forma bidirecional, como um sistema redutor ou oxidante, Trx/Trx
redutase e Grx/Grx redutase agem principalmente como antioxidantes por
reduzirem proteinas dissulfeto e misturas dissulfetos, assim como por
restaurarem outros sistemas redutores. Em contraste, a PDI age
predominantemente como um oxidante pela formagao de pontes dissulfeto que

contribuem para o dobramento protéico (Debarbieux & Beckwith, 2000).
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A Trx € uma classe de pequenas proteinas redox presentes em todos os
organismos eucariotos e procariotos e essenciais para a viabilidade celular. O
sistema Trx compreende a Trx, Trx redutase, e NADPH. A interagdo de
proteinas cisteina oxidadas com seu grupamento redox ativo leva a reducgao
destas proteinas e formacado de Trx oxidada que por sua vez é reduzida
novamente pela acao da Trx redutase na presenca de NADPH. No entanto, a
maior parte de suas acbes antioxidantes é mediada pela Trx peroxidase,
também conhecida como peroxiredoxina (Prx), que atua como substrato para a
reacao e assim participa diretamente na remocao de EROs. A Prx utiliza os
grupamentos tidis como equivalentes redutores e os adiciona na redugao direta
do H.O, a agua. A forma reduzida da Prx é regenerada pela Trx em outro ciclo

catalitico (Hoshino et al., 2007).

Atualmente, ja foram encontradas trés isoformas em mamiferos (Trx1,
Trx2 e spTrx), dentre estas a mais amplamente estudada é a Trx1, uma
proteina de 12kD localizada, em condi¢gdes normais, principalmente no
citoplasma. Apesar desta localizacdo preferencial a Trx1 & capaz de ser
translocada ao nucleo em condicbes de estresse, apesar de nao apresentar
nenhuma seqléncia localizada no nucleo, pela interagcdo com componentes do
sistema de transporte nuclear. Além disso, a Trx1 pode ser secretada para o
espago extracelular sob condigdes de estresse e demonstra efeitos
citoprotetores, anti-apoptéticos, atividade antiinflamatéria, assim como efeitos
tréficos atuando como um fator autécrino/paracrino. No entanto, ndo esta claro
como a Trx1 pode ser secretada e nem como pode transmitir seus sinais no

espaco extracelular. Esta funcdo extracelular da Trx1 pode ser considerada
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Unica entre os varios antioxidantes, permitindo que esta atue de forma

paracrina na reducao da propagacao de respostas deletérias (Sinclair, 2005).

Neste contexto, tem se proposto que a Trx1 ndo apresenta somente
acOes antioxidantes e de reducao de moléculas redox sensiveis, mas também
interage com varias proteinas como moléculas de sinalizagdo intracelular e
fatores de transcricdo envolvidos no crescimento celular/apoptose e inflamacao
como NFxB, AP-1, ASK-1 e PTEN. A interacao é geralmente dependente do
estado redox e localizacdo da Trx1. Através da interacao proteina-proteina, a
Trx1 altera a atividade enzimatica ou localizacao subcelular de proteinas
especificas, assim afetando as varias fungdes celulares (Ago & Sadoshima,

2006).
1.4.1 EFEITOS POTENCIAIS DA TRX-1 NA DOENGCA CARDIACA

Como demonstrado anteriormente, o aumento na producdo de EROs
desempenha um papel chave no desenvolvimento do remodelamento
ventricular. Desta forma, antioxidantes como glutationa, Trx, SOD, catalase,
Grx e Prx devem desempenhar um importante papel na atenuacao do
crescimento celular e manutencdo da funcdo ventricular. Enquanto, baixas
doses de EROs sdo capazes de induzir a expressao de Trx1, altas doses
levam a sua inativagdo através de modificacdes pés translacionais causados
pelo desbalanco de EROs e NO. Assim, a reatividade da Trx1 frente a niveis
variaveis de EROs deve afetar diferentemente as respostas intracelulares

cardiacas como hipertrofia e apoptose (Ago & Sadoshima, 2006).

A Trx1 tem se mostrada envolvida em uma variedade de condicdes

clinicas associadas com estresse oxidativo e inflamacao. Alteragées na Trx1
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tem sido implicadas na formacao de catarata, doengca cardiaca isquémica,
cancer, HIV, artrite reumatoide e complicacdes associadas ao diabetes, doenca
hepatica e renal. A regiao promotora do gene para Trx1 contém uma série de
elementos responsivos ao estresse, como a oxidacao, antioxidantes e choque

térmico (World et al., 2006).

Em pacientes com sindrome coronaria aguda e cardiomiopatia dilatada
Kishimoto et al (2001) relataram um aumento significativo nos niveis
plasmaticos de Trx quando comparados com individuos controle. Em adicao os
niveis de Trx plasmaticos se mostram correlacionado de forma positiva com a
classe funcional cardiaca, proposta pela New York Heart Association (1964), e
negativamente com a fracdo de ejecao ventricular esquerda. Estes resultados
sugerem a possibilidade de uma associacdo entre a secrecdo de Trx e a
severidade da IC. Apesar de os niveis teciduais exatos de Trx1 em pacientes
com IC ndo estarem estabelecidos, acredita-se que estes devam acompanhar
incrementos no estresse oxidativo dos cardiomiécitos, como uma
realimentacdo negativa contra muitas respostas celulares. No entanto, nao
existem evidéncias de que a Trx1 seja capaz de suprimir a progressao da IC

(Nordberg et al., 2001).

Em contraste com células cancerigenas, onde tem se mostrado um
potente promotor do crescimento celular, nos cardiomiécitos a Trx1 é
considerada um regulador negativo da hipertrofia e IC. Yamamoto et al (2003)
desenvolveram um camundongo transgénico com expressdo aumentada de
Trx1 (Tg-Trx1) e outro com defeito na acao catalitica da Trx1 (Tg-Trx1-DN). A

supressdo endégena de Trx1 pelo aumento da expressdo de Trx1-DN induz
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hipertrofia cardiaca de base e um aumento na hipertrofia por constricao aoértica.
Por outro lado, a hipertrofia cardiaca de base nunca foi observada no
camundongo Tg-Trx1, e a hipertrofia induzida por coarctagdo aortica foi
significantemente reduzida. Estes achados indicam que a Trx1 é capaz de
suprimir a hipertrofia cardiaca patoldégica. Os mecanismos envolvidos nos
efeitos anti-hipertréficos da Trx1 parecem envolver a inibicdo da via Ras-

MAPK, pela redugéao direta de tidis na Ras.

Contudo, a modulacao de reguladores negativos de hipertrofia deve se
tornar uma importante estratégia para o combate da progressdao da IC.
Diferente de outros reguladores a Trx1 se mostra capaz de inibir tanto o
crescimento hipertrofico quanto a apoptose, o que deve ser ideal quando se
considera tais agentes como terapéuticos em doencas cardiacas (Hardt et al.,

2004).

Com isso, a Trx1 exerce efeitos anti-apoptéticos através de seus efeitos
antioxidantes, e interacdo com proteinas regulatérias da apoptose como ASK1
e Akt. A forma reduzida de Trx1 inativa a ASK1, uma quinase que leva a
ativacdo de p38 e JNK. Além disso, parece ser capaz de ativar a via da
PI3K/Akt através da inibicado de seu regulador negativo, a fosfatase e tensina
homologa (PTEN), que diretamente fosforila e inativa a Bad e pré-caspase 9

(Ago & Sadoshima, 2006)

A partir da discusséo acima, a variedade de funcées celulares reguladas
pela Trx1 ndo somente como um agente anti-hipertréfico, mas também como
um regulador da apoptose no coragédo envolve suas ag¢des antioxidantes, assim

como a interagdo e regulacdo de diversas vias de sinalizacdo através da
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interacdo direta com moléculas sinalizadoras intracelulares e fatores de
transcricdo. Através destas funcoes, a Trx1 parece prevenir o desenvolvimento
da hipertrofia cardiaca sob condigcbes basais ou por estimulos patologicos
emergido como uma molécula promissora na terapéutica clinica, uma vez que
possui um pequeno tamanho e estrutura estavel, podendo atuar tanto no meio
intra quanto extracelular o que deve permitir sua administracdo diretamente no

coracado ou mesmo na circulacao coronaria (Hardt et al., 2004).

1.5 Compostos Polifendlicos da Uva Preta: Proposta Terapéutica

Desde o surgimento, e confirmacao da real existéncia de um “Paradoxo
Francés” (St. Leger, 1979; Frankel et al., 1993), ndo s6 o interesse de estudo,
mas o entendimento dos mecanismos envolvidos nos efeitos benéficos
mediados pelo consumo de vinho tinto, e mesmo de outros produtos obtidos a
partir de extratos de uva, cresceu exponencialmente. Ao ponto em que estes
possam ser implicados como uma promissora proposta terapéutica em um
grande numero de doengas, ndo sO sobre o sistema cardiovascular, mas

virtualmente em todos os sistemas organicos.

A habilidade destes compostos de influenciarem diferentes estados
patolégicos tem sido atribuida a presenca dos polifendis, uma classe de
flavondides (Eastwood, 1999), que por sua estrutura, atribui a estes compostos
propriedades antioxidantes, através de sua capacidade redutora de doacao de
prétons e, possibilidade de por este efeito, influenciarem o estado redox e
manterem a homeostase celular (Williams et al., 2004). No entanto, dado o
metabolismo e concentracbes in vivo, se tornou pouco provavel que estes

desempenhem nos sistemas biolégicos uma acao antioxidante direta. De fato,
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atualmente, os mecanismos envolvidos nos efeitos celulares mediados pelos
flavondides estdo direcionados a interacdo destes com proteinas centrais
especificas da cascata de sinalizacdo celular ou ainda modulacdo da
expressao e atividade de enzimas antioxidantes (Halliwell et al., 2000; Abd ElI

Mohsen et al., 2002).

Neste contexto, os flavondides e mais recentemente seus metabdlitos,
tém se mostrado capazes de atuar nas vias de sinalizagdo associadas a via da
PIBK/Akt, PKC e proteinas da familia das MAPK. Suas acgdes inibitdérias ou
estimulatérias nestas vias, modulando alvos moleculares e expressao génica
celular, tém emergido como um importante mecanismo pelo qual estes
compostos exercem seus efeitos benéficos em sistemas bioldgicos (Williams et

al., 2004).

A utilizacdo de resveratrol isolado parece induzir uma sinalizacao anti-
apoptoética para a protecdo do coracdo. Em artérias coronarias de suinos, o
pré-tratamento agudo com resveratrol inibe significantemente a ativacao da via
das MAPK envolvida na sinalizacdo mediada pela ET-1, demonstrando uma
consistente reducao na fosforilacdo de ERK1/2, JNK e p38 (El-Mowafy & White
RE, 1999). Esta funcao anti-apoptética é ainda observada em outros estudos,
gue demonstraram uma reducao na apoptose de cardiomiécitos em modelo de

isquemia/reperfusao pré-tratados com resveratrol (Imamura et al., 2002).

Kaga et al (2005) observaram em cultura de células endoteliais
coronarias que a expressao da proteina redox Trx-1, e HO-1, aumentam de
uma forma dose-dependente ao tratamento com resveratrol e que a inducéo do

VEGF pelo resveratrol é dependente da atividade da HO-1. Em adicéo, neste
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mesmo estudo, estes resultados foram posteriormente confirmados in vivo,
através do pré-tratamento com resveratrol (1mg/kg/dia) de ratos submetidos a
oclusdo permanente da coronaria anterior descendente esquerda,
demonstrando que o0s efeitos envolvidos na cardioprotecdo e
neovascularizagdo devem ser mediados pela inducdo em concentragdes

fisiologicas da Trx-1, HO-1 e VEGF.

Apesar das crescentes demonstracdes de que estes compostos sao
capazes de modular vias de sinalizacao ou até mesmo a atividade e expressao
de enzimas antioxidantes, o mecanismo pelo qual estes efeitos sao obtidos
permanecem por ser elucidados. Recentemente se propds que os compostos
polifendlicos presentes no vinho tinto e extratos de uva, como suco de uva
preta, devam modular importantes vias de sinalizacdo através de uma

interacao redox sensivel (Ndiaye et al., 2003; Ndiaye et al., 2004).

Recentemente, Anselm et al (2007) apresentaram dados indicando que
0 suco de uva preta é um potente vasodilatador das artérias coronarias por
estimular a formacao endotelial de NO e EDHF. Demonstrando ainda, que
inducado da formacao intracelular de &nion superoxido, € um evento prévio e
crucial a ativacao da eNOS através da via da Src/PI3K/Akt. Assim, sugerindo
que os efeitos benéficos do suco de uva preta no endotélio e funcao
plaguetaria em pacientes com doencga coronariana, pelo menos em parte, se
deva a indug¢do do aumento da formacgéo de fatores vasodilatadores a partir de

uma agao proé-oxidante.

Um importante aspecto, no que diz respeito a cardioprote¢cdo mediada

pelos compostos polifendlicos, € que seus efeitos parecem ser direcionados na
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tentativa de limitar a progressdo da doenca cardiaca (Das & Maulik, 2006).
Estes componentes podem agir de forma multidimensional, sendo capazes de
inibir tanto a necrose quanto apoptose celular, e assim promover protecao
contra doencas cardiovasculares, incluindo doenca isquémica, aterosclerose e
arritmias cardiacas (Das et al., 2005; Das et al., 2006). Tanto em modelos
agudos quanto cronicos a cardioprotecdo mediada por estes compostos é
obtida através de um efeito pré-condicionante mais do que um efeito direto

como obtido pela medicina convencional (Li et al., 2005).

Os mecanismos de adaptacdo geralmente envolvem mudancgas na
expressao génica que resulta, entre outros eventos, no aumento das defesas
antioxidantes, potencializacdo de vias de transducdo de sinais através da
inibicdo de sinais de morte e ativagdo de sinais de sobrevivéncia. Diferente de
terapias medicamentosas, a adaptacdo cardiaca protege o coragdo por
aumentar seus mecanismos de defesas enddégenos (Das & Maulik, 2006). Pela
analogia entre os mecanismos de acao envolvidos no pré-condicionamento
isquémico e a cardioprotecao mediada pelo resveratrol (Das et al. 2006), a
geracdo de pequeno estresse oxidativo pode ser um dos mecanismos
envolvidos na melhora das respostas cardiacas mediadas pelo pré-tratamento

com compostos polifenélicos observados em outros estudos in vivo.
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2. HIPOTESE

HO: O pré-tratamento com suco de uva preta ndo é capaz de gerar adaptacao
cardiaca e nem atenuar a progressdao da hipertrofia compensatéria a
insuficiéncia cardiaca, em modelo de HAP induzida por MCT, através da

regulacao redox sensivel de vias de sinalizagao envolvidas neste processo.

H1: O pré-tratamento com suco de uva preta é capaz de gerar adaptacao
cardiaca e atenuar a progressao da hipertrofia compensatoria a insuficiéncia
cardiaca, em modelo de HAP induzida por MCT, através da regulagdo redox

sensivel de vias de sinalizacao envolvidas neste processo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do pré-tratamento com suco de uva preta na
modulagao redox sensivel do remodelamento ventricular direito em modelo de

HAP induzido por MCT.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliar a resisténcia vascular pulmonar e consequéncias

hemodindmicas sobre o ventriculo direito;

o Analisar as alteracbes morfométricas cardiacas em resposta as

alteragdes na resisténcia vascular pulmonar;

o Avaliar a funcdo ventricular esquerda em resposta a sobrecarga

de pressao sobre 0 VD;

o Avaliar o envolvimento do H.O, na sinalizagdo redox, no

remodelamento ventricular direito em reposta a sobrecarga de pressao.

o Avaliar o imunoconteaddo de Trx-1, p-Akt/Akt-total, p-
Erk1/2/ERK1/2-total, p-JNK/JNK-total e caspase-3 por Western Blot e sua
relacdo com o estado redox celular, alteragdes morfoldgicas e funcionais do

ventriculo direito;
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o Analisar os efeitos do tratamento crénico com suco de uva preta

na adaptacao cardiaca através dos parametros relacionados acima;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Experimentacao Animal
4.1.1 CONSIDERAGOES ETICAS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul no dia 08 de novembro de 2007 pelo processo
2007773 (sistema pesquisa universidade: 12771). O estudo foi desenvolvido de
acordo com a Lei 6638, de 08 de maio de 1979, que estabelece normas para a
Pratica Didatico-Cientifica da Vivissecgdo de animais; dos Principios Eticos na
Experimentacao Animal, formulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal; assim como aquelas contidas nos Principios Internacionais
Orientadores para a pesquisa Biomédica envolvendo Animais provenientes do
Council for International Organizations of Medical Science (CIOMS) (Goldim,

1997).
4.1.2 CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

O tamanho da amostra (n) foi calculado a priori, a partir de dados
obtidos na literatura (Jones et al., 2002; Dudley et al., 2008). Para o célculo do
tamanho amostral foi utilizado o programa SigmaPlot versao 11.0,
considerando-se um a=0,05 e poder estatistico de 80% (=0,20). O valor do n

obtido para cada analise esta indicado nos respectivos graficos.
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4.1.3 AMOSTRA

Foram utilizados ratos machos Wistar recém desmamados (21 dias de
idade), pesando entre 35 e 40 gramas, adquiridos do Biotério do Instituto de

Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais,
agrupados em caixas plasticas com medidas de 270 x 260 x 310 mm, cinco
animais por caixa. Durante todo o tratamento os animais foram mantidos em
condicOes padrao, temperatura média de 22°C e controle claro/escuro 12/12h
com acesso a agua e ragao (Guabi — Industria de Alimentos Alisul Ltda) “ad
libitum”, com excec¢ao das trés horas precedentes a administracdo de agua ou

suco (10 mL/kg) através de sonda intragastrica (Osman et al., 1998).

4.1.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram estabelecidos quatro grupos experimentais, dois grupos controle:

agua e suco; e dois grupos MCT: 4gua e suco.

I. controle agua: animais higidos, recebendo agua (10mL/kg) ao

longo de todo o protocolo experimental.

II. MCT agua: animais com HAP, recebendo agua (10mL/kg) ao longo

de todo o protocolo experimental.

[ll. controle suco: animais higidos, recebendo suco de uva preta

(10mL/kg) ao longo de todo o protocolo experimental.

IV. MCT suco: animais com HAP, recebendo suco (10mL/kg) ao longo

de todo o protocolo experimental.
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4.1.5 MODELO EXPERIMENTAL

Para a inducéo de hipertensao arterial pulmonar, com 45 dias de vida, 3
semanas apoés o inicio do tratamento e peso de aproximadamente 180g, os
ratos dos grupos HAP receberao dose Unica intraperitonial de 60mg/kg de MCT
(Crotaline — C240 SIGMA). Os ratos dos grupos controle receberdao dose Unica

de solucao salina na mesma concentragdo dos grupos experimentais.
4.1.6 TRATAMENTO: SUCO DE UVA PRETA

O suco de uva utilizado no estudo foi o suco de uvas pretas 100%
natural integral, produzido e engarrafado por Adega Casa de Madeira Ltda.

Vale dos Vinhedos, 8° distrito, Bento Gongalves — RS.
4.1.7 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram acompanhados pelo periodo de seis semanas. Ao
longo deste, os animais recebiam diariamente, apds periodo prévio de jejum
(em torno de 3 horas), agua ou suco no volume de 10mL/kg através de sonda
intragastrica. Na terceira semana de tratamento, era induzida a HAP através de
injecao Unica intraperitonial de MCT ou salina (grupos controle), e tratados até
a sexta semana, onde entao foram realizadas as avaliacoes ecocardiograficas

e hemodinamicas, seguidas da coleta de tecidos para posteriores analises.
4.2 Analises

4.2.1 AVALIACOES FUNCIONAIS
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4.2.1.1 Andlises Ecocardiograficas

Os animais foram avaliados por ecocardiografia antes da inducido de

HAP e 3 semanas apos, ao final do protocolo. Para isto, foi utilizado o sistema

EnVisor Philips (Andover, MA, USA), com transdutor de 12-13MHz, a 2cm de

profundidade, imagem fundamental e harménica.

Resisténcia vascular pulmonar: A resisténcia vascular pulmonar foi
avaliada através da razao AT/ET, que foi determinada pelo tempo
de aceleracao dividida pelo tempo de ejecao no perfil de fluxo da

artéria pulmonar (Jones et al., 2002).

Dimensées do VE: As &reas transversais (cm?) sistdlicas e
diastodlicas finais foram obtidas pelo tracado da borda endocardica
em trés niveis: basal (extremidade dos folhetos da valva mitral),
medial (ao nivel do musculo papilar) e apical (porcéao distal a partir
do musculo papilar, mas anterior a curva final da cavidade)
(Nozawa et al.,, 2006). Os diametros (cm) sistolicos (DS) e
diastélicos (DD) finais também foram medidos nos trés planos
utilizando-se o Modo-M. O valor final para cada animal foi obtido

através da média entre os trés planos.

Fungéo sistdlica do VE A mudanca de area fracional (FAC) foi
calculada como segue: (FAC = area diastdlica — area sistolica /
area diastolica). Volume sistdlico do VE foi calculado como segue:
(Volume diastolico final — volume sistélico final / volume diastélico
final) x 100; os volumes sistolicos e diastélicos finais da cavidade

foram calculados utilizando-se o método de Simpson (Mercier et al.,
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1982). O volume ejetado (VEj) foi determinado pela equacéao: VEj =
(TrR)? x VTI, onde VTI é o tempo integral de velocidade do perfil do
tracado do fluxo por Doppler, R é o raio da seccao da artéria aorta
e o valor de m é 3,1415. O débito cardiaco foi obtido pela equacgéao:
DC = VEj x Frequéncia cardiaca (FC). A fracdo de encurtamento

(FEnc) foi obtida pela equacgao: FEnc = DD - DS/DD x 100.

IV. Funcg&o diastolica do VE: A fungao diastolica do VE foi determinada
através da razdao E/A, obtida pelo pico de velocidade da onda E
dividida pelo pico de velocidade da onda A no perfil de fluxo

diastélico da mitral (Cury et al., 2005).

V. Indice de performance do miocérdio (IPM): o IPM foi obtido através
do perfil do tragado do fluxo por Doppler como expresso pela
equacgao que segue: IPM = (tempo de fluxo da mitral — tempo de

ejecao adrtico)/tempo de ejecao adrtico (Cury et al., 2005).

VI. Massa do VE: A massa (g) foi calculada de acordo com a equagéao
estabelecida pela American Society of Echocardiography:
M(g)=1.04[(Diametro diastélico + Espessura diastdlica da parede
anterior + Espessura diastolica da parede posterior) — Diametro

diastélico *]° (Litwin et al., 1994).
4.2.1.2 Analises Hemodinamicas

Para a avaliacdo de parametros hemodinamicos, os animais foram
anestesiados com cetamina (90mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg) administradas

intraperitonialmente. A veia jugular direita foi exposta e uma canula (cateter de
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polietileno PE-50) foi implantada e introduzida até o atrio e VD pela veia jugular
e até a aorta pela carétida. A pressao sistolica ventricular direita (PSVD), a
pressao diastolica final ventricular direita (PDFVD) e a pressao adrtica média
(PAM) foram monitoradas usando um transdutor de pressao (Strain-Gauge —
Narco Biosystem Miniature Pulse Transducer RP-155, Houston, Texas, USA)
ligado a um amplificador de sinais (pressure Amplifer HP 8805C). Os sinais
analégicos de pressao foram digitalizados (Windag — Data Acquisition System,

PC) com freqtiéncia de amostragem de 1000 Hz, expressos em mmHg.
4.2.2 AVALIACOES MORFOMETRICAS
4.2.2.1 Peso Corporal

O registro do peso dos animais foi realizado semanalmente durante todo
o periodo do protocolo. A afericao foi realizada através da utilizacao de balancga

Marte especifica para animais de pequeno porte.
4.2.2.2 indice de Hipertrofia Cardiaca e de Camaras

Ao final do protocolo, os animais ainda anestesiados foram sacrificados
por deslocamento cervical. O térax foi aberto e os 6rgaos extraidos. O coragao
foi rapidamente retirado e os atrios separados dos ventriculos. O VD e
VE+septo foram dissecados e pesados. Para a analise da hipertrofia cardiaca e
hipertrofia das camaras individualmente, foi calculada a razdo entre o peso do
tecido (g) e o peso corporal do animal (g) multiplicado por 10° (Farahmand et

al., 2004).
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4.2.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

4.2.3.1 Pero6xido de Hidrogénio

O método utilizado esta baseado na oxidagao do vermelho de fenol pelo
H.O. mediado pela peroxidase de rabanete, resultando num produto que
absorve em 610 nm. As fatias do tecido cardiaco foram incubadas por 60 min.
em tampao fosfato 10mM (NaCl 140 mmol/L e dextrose 5 mmol/L). O
sobrenadante foi coletado e adicionado na solugdo tampao de vermelho de
fenol 0,28 mmol/L e peroxidase de rabanete 8,5 U/mL. Apés o intervalo de 10
minutos, adicionou-se NaOH 1mol/L e efetuada a leitura a 610 nm. O
resultados foram expressos em nmoles de H.O, por mg de proteina (Pick &

Keisari, 1980).

4.2.4 ANALISE DO IMUNOCONTEUDO PROTEICO POR WESTERN

BLOT

Apb6s o fim dos experimentos as amostras de coracdo a serem
analisadas foram imersas imediatamente ap6s a extracdo em nitrogénio liquido

e armazenado a —80°C.

Para a separacao eletroforética das proteinas, as amostras de tecido
foram descongeladas em tampao Tris-EDTA gelado (Tris HCI 100mmol/L,
EDTA 5mmol/L, ph=7,4) e homogeneizados com a utilizagcdo do
homogeneizador Politron em dois pulsos de 15 segundos com intervalos de 10
segundos. Foram adicionados ao tampao aprotinina (10-g/ml) e fluoreto de

fenilmetilsulfonil (20umol/L), para impedir a protedlise. As concentragbes de
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proteina foram analisadas através da técnica descrita por Bradford (1976), e

utilizadas para normalizar a quantidade de proteina carregada nos géis.

Foram aplicadas 80ug de proteina a eletroforese de gel
monodimensional de dodecil sulfato de sddio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em
um sistema descontinuo usando 15% (P/V) de gel separador e 5% (P/V) de gel
fixador. As proteinas foram, entdo, transferidas para uma membrana de
nitrocelulose usando tampao Towbin modificado, contendo Tris 20mmol/L,
glicina 150mmol/L, metanol 20% (V/V), SDS 0,02% (P/V) (pH=8,3) através do
método de tanque, em uma cuba de transferéncia resfriada. Apés os sitios de
proteinas inespecificas foram bloqueados através de 1 hora de incubacdo com
solucdo bloqueadora (10% (P/V) de albumina) em tampéao Tris salina 0,1%

(P/V), tween-20.

As membranas foram incubadas com diferentes anticorpos para a
imunodeteccdo de proteinas especificas. Utilizou-se os seguintes anticorpos
primarios mouse anti-Trx1, rabbit anti-p-Akt, rabbit anti-Akt-total, rabbit anti-p-
ERK1/2, rabbit anti-ERK1/2-total, goat anti-p-JNK, rabbit anti-JNK-total (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e rabbit anti-caspase-3 (Cell
Signaling Technology, Beverly, MA, USA). Os anticorpos primarios foram
detectados usando os seguintes anticorpos secundarios: “rabbit anti-mouse”,
“‘goat anti-rabbit” e “rabbit anti-goat horseradish peroxidase” (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). As diferentes proteinas foram avaliadas

na mesma membrana apds “stripping”.

As membranas foram reveladas por luminescéncia ao ECL (in home). Os

filmes autorradiograficos foram quantitativamente analisados no densitémetro
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de imagem (Imagemaster VDS CI, Amersham Biosciences, Europe, IT). Os
pesos moleculares das bandas de proteinas foram determinados em referéncia
a um marcador de peso molecular (RPN 800 rainbow full range Bio-Rad, CA,
USA). Os resultados de cada membrana foram normalizados pelo método de

Ponceau (KLEIN et al., 1995).

4.2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Ap6s a determinacdo de todos o0s parametros relacionados
anteriormente, foram calculadas as médiastdesvios padrdes para cada grupo.
A comparagdo entre dados paramétricos foi feita através da andlise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA), com o teste complementar de
Student Newman Keuls. A correlagdo entre as variaveis foi feita através do
teste de Correlacao de Pearson. A significancia estatistica foi definida como um

p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Resisténcia vascular pulmonar na HAP induzida por MCT

Como descrito, a HAP é marcada por um aumento na resisténcia
vascular pulmonar que pode ser determinada de forma n&o invasiva através da
técnica de Doppler pulsatil. Como observado na figura 4, entre os grupos
controle (figura 4A e 4B), o fluxo da artéria pulmonar tem o formato de uma
abdbada com o pico na metade da sistole, sendo ainda conhecida como
modelo tipo | do fluxo da pulmonar. Em contraste, entre os animais do grupo
MCT (figura 4C e 4D) o padrao da onda se modifica, o pico de velocidade se
torna mais agudo, e como consequéncia do aumento da resisténcia, passa a
ocorrer precocemente, podendo ainda ser considerado um indicativo de HAP

moderada.

A avaliacédo da raz&o entre tempo de aceleracao (AT) e tempo de ejecao
(ET) do fluxo através da artéria pulmonar tem se mostrada correlacionada de
forma inversa com a resisténcia vascular sendo extensamente utilizada para a
determinacao precoce de alteragdes neste leito. De acordo com isso, a HAP
induzida por MCT esta associada com uma reducdo significativa neste
parametro (p<0,001) como mostrado na figura 5. Em adi¢cdo, o tratamento
crénico com suco de uva se mostrou capaz de atenuar de forma significativa as
variagdes na resisténcia vascular pulmonar (0,190+0,025 vs 0,151+0,027;

p<0,05).
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Figura 4: Imagem representativa dos registros ecocardiograficos por Doppler Pulsatil do fluxo

na artéria pulmonar trés semanas apés a indugdao de HAP por MCT. Na primeira imagem
apresentamos o eixo de avaliacdo do tempo de ejecdo (ET) e tempo de aceleracdo (AT) do
fluxo pela artéria pulmonar. Onde, A = grupo controle agua; B = grupo controle suco; C = grupo

MCT agua; e D = grupo MCT suco.
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Figura 5: Efeitos do tratamento com suco de uva preta na razdo AT/ET nos distintos grupos.

Valores expressos na forma de M*DP, n=8-10 animais/grupo, obtidos ao final do protocolo

experimental. Onde *, p<0,001 controle vs MCT; e ¢, p<0,05 MCT &gua vs MCT suco.

5.2 Avaliacao hemodinamica do ventriculo direito (VD) em reposta a

resisténcia vascular pulmonar

De acordo com as observacdes anteriores, o0 modelo de HAP induzido
por MCT apresenta um significante aumento tanto na presséo sistélica (PSVD)
quanto na pressao diastélica final do VD (PDFVD) (P<0,001), correlacionadas
positivamente (r=0,794; p=0,0000). Apesar disto, como observado na figura 6A,
o tratamento crénico com suco de uva é capaz de atenuar o aumento na PSVD
(37,19£2,05mmHg vs 44,05+7,03mmHg; p<0,05) assim como na PDFVD

(7,12+£0,30mmHg vs 8,38+0,89mmHg; p<0,05), figura 6B.
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Figura 6: Efeito do tratamento com suco de uva preta (A) na pressao sistélica do VD (PSVD) e
(B) pressao diastdlica final do VD (PDFVD). Valores expressos na forma de MzDP, n=5-7

animais/grupo, obtidos ao final do protocolo experimental. Onde *, p<0,001 controle vs MCT; e

¢, p<0,05 MCT &gua vs MCT suco.
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5.3 indices de hipertrofia cardiaca e ventricular

Como observado na tabela 1, a HAP induzida por MCT leva ao aumento

do indice de hipertrofia cardiaca, marcada pelo aumento no indice de

hipertrofia do VD, mas ndao do VE. Este pardmetro se mostra inversamente

correlacionado com a razao AT/ET (r= -0,775; p<0,0000), como mostrado na

figura 7. Apesar disso, o tratamento com suco de uva n&o atenuou este

parametro.

Tabela 1: Analise dos indices de hipertrofia cardiaca e ventricular dos distintos

grupos ao final do protocolo experimental.

Controle MCT
Agua Suco Agua Suco
Peso corporal (g) 254 20 256131 199+25° 219+34"
Hipertrofia Cardiaca (mg/gx103) 2,59+0,33 2,5710,27 2,85+0,29" 2,86+0,32°
Hipertrofia do VE (mg/g x10°) 2,08+0,19 2,07+0,19 2,09+0,28 2,14+0,31
Hipertrofia do VD (mg/g x10°%) 0,50+0,15 0,50+0,09 0,76+0,14° 0,76+0,14°

Onde, VE = ventriculo esquerdo; VD = ventriculo direito. Dados apresentados na forma de

M+DP, n=8-10 animais/grupo. Onde, * = p<0,001 MCT vs controle; ¢ = p<0,0001 MCT vs

controle; & = p<0,05 MCT vs controle; 8 = p<0,001 MCT suco vs MCT agua.
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Figura 7: Correlagédo entre variagbes da resisténcia vascular pulmonar, representadas pela

Razao AT/ET e indice de hipertrofia do ventriculo direito (VD).

5.4 Funcao ventricular esquerda na HAP induzida por MCT

Apesar da demonstracdo anterior de hipertrofia ventricular direita,
nenhum dos parametros relacionados a fungdo ventricular esquerda se
mostrou alterado, tabela 2. Estes dados demonstram a preservacao da funcao
diastélica do VE determinada pela razao E/A do fluxo pela mitral, bem como
funcao sistélica deste definido pelo débito cardiaco, fracao de ejecao, mudanca
de area fracional, fracao de encurtamento e ainda indice de desempenho do

miocardio.
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Tabela 2: Avaliacdo da funcéo ventricular esquerda por ecocardiografia

através da avaliacdo em modo 2D e fluxo por Doppler nos distintos grupos ao

final do protocolo experimental.

Grupos
Controle MCT
Agua Suco Agua Suco
Modo 2D
Massa (9) 0,301+0,045 0,296+0,044 0,297+0,034 0,286+0,047
Diametro Sistélico (cm) 0,293+0,060 0,302+0,064 0,279+0,04 0,335+0,068
Diametro Diastélico (cm) 0,656+0,060 0,670+0,057 0,632+0,040 0,667+0,080

Fragéo de Ejegao (%)
Mudanca de Area Fracional (%)

Fracdo de encurtamento (%)

79,315£2,963
0,774+0,037

55,695+6,355

79,93715,705
0,772+0,056

55,231+6,843

80,858+5,832

0,795+0,057

55,842+6,843

78,957+5,677
0,783+0,041

52,348+6,821

Doppler

FregUéncia Cardiaca (bpm)
Débito Cardiaco (ml/min)
Onda E (m/sec)

Onda A (m/sec)

Tempo de desaceleracao da mitral (msec)

Razao E/A

indice de desempenho do miocardio

226x21
328,629+53,575
1,500+0,231
0,811+0,128
0,045+0,008
1,900+0,164

0,285+0,077

222+18
339,496+53,203
1,465+0,175
0,749+0,122
0,049+0,010
1,992+0,374

0,241+0,081

210134

300,119+39,866

1,441+0,079
0,783%0,097
0,052+0,006
1,866+0,246

0,330+0,083

21625
327,981+77,055
1,563+0,168
0,766+0,106
0,050+0,007
2,078+0,350

0,294+0,090

Dados apresentados na forma de M+DP, n=8-10 animais/grupo, sem diferenca significativa

entre 0s grupos.
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5.5 Determinacao das concentracdes de H.O, no ventriculo direito

Como observado na figura 8, a HAP induzida por MCT esta associada a
um aumento nas concentracoes de H.O, teciduais 0,919+0,253 vs 0,653+0,115
(p<0,01), comparacao entre o grupo MCT &gua e controle agua. No entanto,
nos grupos tratados com suco de uva as variagées nas concentragdes de Ho.O»
ocorrem de forma inversa. Enquanto que nos animais controle, o suco esta
associado a aumentos na concentracdo de H»O, 0,895+0,259 vs 0,653+0,115
(p<0,05), diante do modelo, o tratamento é capaz de reverter significativamente

0 aumento descrito anteriormente 0,919+0,253 vs 0,69710,158 (p<0,05).
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Figura 8: Determinagédo das concentra¢des de perdxido de hidrogénio (H.O,) em ventriculo
direito. Dados apresentados na forma de MzDP, n=8-10 animais/grupo. Onde ¢, p<0,05
controle suco vs controle agua; *, p<0,01 MCT agua vs controle agua; 6, p<0,05 MCT suco vs

controle suco; ¢, p<0,05 MCT suco vs MCT agua.
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5.6 Analise do imunoconteudo de Trx1 no ventriculo direito

Como demonstrado na figura 9, a expressao protéica de Trx1 é
influenciada de forma significativa pela HAP (p=0,002). Em adicdo, o
tratamento com suco de uva é capaz de estimular a expressdo desta,
independente do modelo entre os animais controle 112,70+23,60 vs
74,451+23,77 (p<0,001) demonstrando ainda nos animais MCT a somacao entre

seu efeito isolado e o0 modelo 140,35+21,25 vs 100,65+22,84 (p<0,01).
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Figura 9: Andlise do imunoconteldo de Trx1 por Western Blot em homogeneizado de
ventriculo direito. As imagens representativas desta analise sdo apresentadas acima, duas
bandas para cada grupo na ordem que aparecem no histograma. Dados apresentados na
forma de M+DP, n=7-8 animais/grupo. Onde, *, p=0,002 MCT vs respectivos controles; ¢,

p<0,01 MCT suco vs MCT agua.
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5.7 Analise da ativacao de vias adaptativas no ventriculo direito:

ERK1/2 e Akt

As analises do imunoconteudo de ERK1/2 e Akt estdo apresentadas na
figura 10 e figura 11, respectivamente. Nao observamos qualquer alteracao na
imunodeteccdo das proteinas totais. De forma similar aos achados
relacionados ao H>O,, o grupo MCT agua apresentou um aumento na ativacao
de ERK1/2 quando comparado a seu respectivo controle, 117,042+16,671 vs
81,495+21,824 (p<0,05), 0 mesmo observado em reposta ao tratamento com
suco de uva nos animais controle 124,927+13,317 (p=0,003). No entanto, o
suco foi capaz de reverter de forma significativa a ativacao de ERK1/2 descrita

anteriormente para valores proximos aos basais, 62,465+12,021 (p<0,001).
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Figura 10: Andlise do imunocontetdo de p-ERK1/2 por Western Blot em homogeneizado de
ventriculo direito. As imagens representativas desta analise sdo apresentadas acima, duas

bandas para cada grupo na ordem que aparecem no histograma. Dados apresentados na
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forma de MzDP, n=4 animais/grupo. Onde, *, p=0,003 controle suco vs controle agua; o,
p<0,05 MCT &gua vs controle agua; ¢, p<0,001 MCT suco vs controle suco; 6, p<0,001 MCT

suco vs MCT &gua.

Ainda, ndo foram observadas quaisquer alteragdes na ativacdo da Akt,
no que diz respeito tanto ao modelo quanto ao tratamento com suco de uva

preta.
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Figura 11: Analise do imunocontelddo de p-Akt por Western Blot em homogeneizado de
ventriculo direito. As imagens representativas sdo apresentadas acima, duas bandas para cada
grupo na ordem que aparecem no histograma. Dados apresentados na forma de M+DP, n=7-8

animais/grupo, sem diferenca significativa entre os grupos.
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5.8 Analise da ativacao de vias nao-adaptativas no ventriculo direito:

JNK e caspase-3

Apesar de ndo observamos alteracées na JNK-total ou JNK ativada
entre os grupos, figura 12, a hipertrofia ventricular direita estd associada com o
aumento do imunoconteldo de caspase-3 quando comparado aos seus
respectivos controles (p<0,001). Ao avaliarmos os efeitos do tratamento com
suco de uva preta, observamos que este foi capaz de atenuar esta alteracéo
induzida pelo modelo (118,38+15,10 vs 101,36+12,54; p<0,05). Em adicéo, os
niveis de caspase-3 estdo negativamente correlacionados com a razdo AT/ET

(r= -0,831; p<0,0000).
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Figura 12: Analise do imunoconteido de p-JNK por Western Blot em homogeneizado de

ventriculo direito. As imagens representativas sédo apresentadas acima, duas bandas para cada
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grupo na ordem que aparecem no histograma. Dados apresentados na forma de MzDP, n=4

animais/grupo, sem diferencga significativa entre os grupos.
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Figura 13: Analise do imunocontetdo de caspase-3 por Western Blot em homogeneizado de

VD. As imagens representativas sdo apresentadas acima, duas bandas para cada grupo na

ordem que aparecem no histograma. Dados apresentados na forma de M+DP, n=5-7

animais/grupo. Onde, *, p<0,001 MCT agua vs controle agua; ¢, p<0,05 MCT suco vs controle

suco; 8 p<0,05 MCT suco vs MCT agua.
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Figura 14: Correlagdo entre variagdes da resisténcia vascular pulmonar, representadas pela

razdo AT/ET e caspase 3 em VD.
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6. DISCUSSAO

O modelo de HAP induzido por MCT tem sido um dos focos de estudo
do nosso laboratério ao longo dos ultimos anos. Estudos anteriores avaliando a
utilizacdo dos compostos polifendlicos presentes no suco de uva como
proposta terapéutica demonstraram que este foi capaz de promover um
aumento na biodisponibilidade de NO na vasculatura pulmonar, refletindo em
melhora do quadro de Cor pulmonale (Lehenbauer-Lidke, 2007). No presente
estudo, utilizando-se a analise ecocardiografica, a qual permite uma avaliacao
funcional mais completa da fungdo vascular e cardiaca, determinamos a
repercussao funcional dos achados anteriores, qual seja a atenuacdo do

aumento da resisténcia arterial pulmonar.

No entanto, além dos conhecidos efeitos em termos vasculares, foi o
objetivo central de nosso estudo determinar se o tratamento com suco de uva
preta poderia promover efeitos adicionais sobre a prépria musculatura cardiaca
do VD, neste modelo experimental. Na ocorréncia destes efeitos, determinar o
envolvimento da modulagédo redox de vias de sinalizagdo envolvidas no
processo de remodelamento ventricular direito em resposta a sobrecarga de

pressao.

Uma vez que o estimulo patogénico inicial para o desenvolvimento do
Cor pulmonale se encontra localizado na prépria vasculatura pulmonar, ao nivel
das arteriolas (Rabinovitch, 2008), avaliamos se estas alteracées poderiam ser
detectadas através das medidas por Doppler pulsatil. De acordo com nossos

resultados, o estabelecimento do modelo experimental apds trés semanas esta
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associado a modificacdo do padrdo da onda de fluxo pela artéria pulmonar,
com o pico de velocidade antecedendo a metade da sistole e associado ao
aparecimento de um segundo pico ou “entalhe” ao final do periodo de ejecao,
podendo representar um indicativo de que, neste periodo, a HAP encontra-se

em um estagio moderado em ambos os grupos (Uehara, 1993).

Diversos estudos tém demonstrado os efeitos benéficos do consumo
regular de compostos polifenélicos derivados da uva preta sobre o sistema
vascular, no que diz respeito a prevencao da migracao e proliferagao de células
musculares lisas (lijima et al., 2000; lijima et al., 2002). Em adicdo, parte das
acOes destes compostos sobre as células endoteliais pode ser derivada do
aumento da formacao de NO e fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF), dois dos principais fatores envolvidos no controle da homeostase
vascular (Ndiaye et al., 2003; Ndiaye et al., 2005). Uma vez que o aumento do
tbnus vasomotor e o remodelamento crénico dos vasos pré-capilares estao
envolvidos nos mecanismos patogénicos da HAP em humanos € no modelo
induzido por MCT em ratos (Huxtable, 1990), avaliamos se o tratamento com

suco de uva poderia modular as alteragdes na resisténcia vascular pulmonar.

Em nossas observacdes, utilizamos a razdo entre o tempo de
aceleracao e o tempo de ejecao (razdo AT/ET) do fluxo através da artéria
pulmonar como parametro indicativo de resisténcia vascular pulmonar (Jones
et al., 2002). A demonstracdo da redugcédo do tempo de aceleracdo associada
ao aumento do tempo de ejecao, nos grupos MCT em relagcéo a seus controles,
revela a reducdo da capacitdncia dos vasos pulmonares ao fluxo,

provavelmente devido ao remodelamento deste leito, mas também associado a
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alteracdo na producao enddgena de moléculas vasoativas que podem estar
associadas a progressao desta doenca (Xu, 2004). Apesar disso, quando
comparados os grupos MCT entre si, o grupo MCT suco apresenta uma
atenuacao significante na reducdo da capacitancia dos vasos pulmonares em

relacdo ao grupo MCT agua.

O impacto do aumento da resisténcia vascular pulmonar sobre a fungéao
ventricular direita foi confirmado pela avaliacdo hemodinamica através de
cateterismo cardiaco, revelando o aumento na pressao sistélica do VD (PSVD)
nos grupos MCT. Em adi¢do, o aumento na pressao diastolica final (PDFVD) se
correlaciona positivamente com o grau de elevacao da PSVD. Estes dados sao
consistentes com achados clinicos em pacientes com esta patologia e
resultados demonstrados por outros autores neste modelo (Bossone et al.,
1999; Maruyama et al., 2007). Além disso, a atenuacgao das variacées na PSVD
e PDFVD pelo tratamento com suco de uva sugere a possibilidade de que a
manutencao da biodisponibilidade de NO na vasculatura pulmonar, observada
por Lehenbauer-Lidke (2007), com mesmo delineamento experimental, possa
estar envolvida na atenuacdo da resisténcia vascular pulmonar e
consequentemente nas respostas hemodindmicas observadas no periodo
avaliado. Pichardo et al (1999), nesta mesma janela temporal, demonstraram
que o aumento na PSVD possa prover uma mecanismo adaptativo, mesmo na
presenca de uma PDFVD aumentada, para a manutencao da funcao ventricular
direita frente a variacdo na resisténcia vascular pulmonar. Posteriormente,
Farahmand et al (2004), avaliando as alteragbes na fung¢édo ventricular direita
durante a progressao da HAP induzida por MCT, revelaram que mesmo em um

periodo prévio, 2 semanas ap0s a inducao, ainda na auséncia de indicativos de
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IC direita, tanto a PSVD quanto a PDFVD estao elevadas quando comparadas
a seus controles. Neste mesmo estudo, a progressao para estagios de IC
direita estd associada a depressao da fungao sistélica, na manutencao de

elevada PDFVD.

Em nosso estudo, observamos uma significante correlacdo entre a
hipertrofia ventricular direita e a resisténcia vascular pulmonar, reforcando o
conceito de que o remodelamento ventricular hipertréfico corresponde a um
mecanismo adaptativo na tentativa de regular o aumento do estresse de
parede imposto pela sobrecarga de pressdo. Apesar desta relagdo, néo
observamos diferencas no grau de hipertrofia ventricular direita entre os grupos
MCT agua e MCT suco, mesmo com a demonstracao anterior da reducao da
resisténcia vascular pulmonar pelo tratamento. Isso pode ser devido a modesta
melhora na responsividade vascular pulmonar frente ao tratamento com suco
de uva, fazendo com que a hipertrofia seja necessaria para a manutencao de

uma PSVD aumentada.

Estudos que utilizaram ecocardiografia transtoracica para o
monitoramento do desenvolvimento da hipertensao pulmonar e remodelamento
cardiaco neste modelo demonstraram que a dilatacao ventricular direita ja esta
presente em estagios iniciais (Kato et al., 2003). E ainda, que esta deva
progredir em paralelo com aumentos na espessura da parede livre do VD e
regurgitacao tricuspide durante os estagios terminais da doenca (Jones et al.,

2002).

Neste contexto, estudos tém demonstrado que variacées no gradiente

de pressao diastdlico final do VD possam levar a alteracbes na interacao

81



mecanica entre os ventriculos. Chang et al (2007), avaliando 70 pacientes com
diferentes graus de HAP através de ecocardiografia, demonstraram que o
indice de desempenho do miocardio tanto do VD como do VE em pacientes
com HAP severa, PSVD >60mmHg, tornou-se maior como resultado do
prolongamento do tempo de relaxamento isovolumétrico. Em adicdo, o
aumento da razdao E/A, e o declinio da fracdo de ejecdo, de ambos o0s
ventriculos, demonstram que a funcao ventricular sistélica e diastélica do VE é
alterada em pacientes com HAP, de forma secundaria a disfungao ventricular
direita. Resultados similares foram descritos no modelo de HAP induzido por
MCT. Lamberts et al (2006) avaliaram coracdes isolados, apdés 28 dias de
inducdo e, em suas andlises, demonstraram que o aumento do volume do VD
resulta no aumento na pressao diastdlica final do VE nestes animais, mas nao
em seus controles, na auséncia de qualquer alteracdo na funcéo sistélica

deste.

Tendo em vista esta relacdo, buscamos avaliar se as alteracdes na
PDFVD poderiam estar associadas a alteragdes adicionais na funcao
ventricular esquerda, e se o tratamento com suco de uva poderia interferir em
tal relacdo. Sendo assim, avaliamos parametros importantes associados tanto
a funcao diastdlica quanto sistdlica do VE através da ecocardiografia
transtoracica. Em nossas analises, ndo observamos qualquer alteracdo no que
diz respeito tanto a fungéo sistélica, avaliada através do débito cardiaco, fracao
de ejecdo, mudanca de area fracional, fragdo de encurtamento, diastdlica
avaliada através da razao E/A do fluxo pela mitral ou indice de desempenho do
miocardio nos grupos avaliados, independentes da inducdo de HAP ou

tratamento com suco de uva nestes animais.
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A partir destas anadlises, sugerimos que este periodo de inducao
corresponda a um estagio de transicao da hipertrofia compensatéria para a IC
direita. Embora a demonstracdo de que a funcdo sistdlica de ambos os
ventriculos esteja preservada, o aumento na PDFVD pode estar envolvido na
compensacao transitoria para a manutencao do DC e fluxo adequado através

da circulacao pulmonar (Guarracino et al. 2005).

Poucos estudos tém avaliado o papel das EROs nos estagios finais de
hipertrofia ventricular direita compensatéria in vivo. Tem-se sugerido que a
funcdo celular das EROs como segundo mensageiros possa regular a
transducao de sinais mitogénicos em uma variedade de tipos celulares, como
células musculares lisas, células endoteliais e fibroblastos (Kunsch & Medford,
1999). Neste contexto, Tanaka et al. (2001), analisando a fungao regulatéria
das EROs na sinalizagao hipertréfica em cultura de cardiomiécitos de ratos
adultos, demonstraram que as EROs originadas pela NADPH oxidase em
resposta a estimulagcao por ET-1, levam ao aumento da expressao de p-ERK e
subsequente hipertrofia dos cardiomiécitos. A supressao desta resposta pelo
pré-tratamento com antioxidantes, como N-acetilcisteina e catalase, reforcam a
possibilidade de que as EROs também estejam envolvidas na sinalizacdo

hipertréfica em cardiomiocitos.

Apesar do exato mecanismo pelo qual as EROs estejam envolvidas na
transicdo de estagios iniciais para os finais de hipertrofia ndo esteja claro, nés
propomos com base em diversos estudos in vitro (Siwik et al,1999; Pimentel et

al., 2001) que baixos niveis de EROs possam ser essenciais na regulacao da
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resposta mitogénica a sobrecarga de pressao induzida pela HAP. Em
contraste, nos estagios avancados de IC, a producdo de EROs excede a
capacidade dos sistemas antioxidantes (Farahmad et al. 2004), podendo

induzir a disfuncao cardiaca.

Neste estudo, testamos o H.O., como um possivel sinalizador, tendo em
vista sua estabilidade estrutural e alta capacidade de permear as membranas.
Avaliamos o imunoconteudo de proteinas envolvidas em vias de sobrevivéncia
e manutencdo da funcdo (ERK1/2 e Akt), assim como vias associadas a
disfuncao e/ou morte celular (JNK e caspase-3) enfocando o papel da Trx1 na

modulacao das concentragdes de H>O2 no ventriculo direito.

Estudos in vitro tém consistentemente demonstrado que os efeitos
benéficos da utilizacdo de compostos polifenélicos nestes sistemas envolvem a
formacao intracelular de EROs (Ndiaye et al., 2003; Ndiaye et al., 2005). No
entanto, estudos in vivo tém indicado que sua atuacdo na manutencédo do
estado redox celular seja um dos determinantes centrais na cardioprotecéo
mediada por estes compostos (Martinez et al., 2000; Leonard et al. 2003).
Desta forma, uma vez que estes compostos poderiam atuar tanto na geracao
quanto na remogao de EROs, tais como o H>O,, buscamos verificar o papel
dos compostos polifendlicos presentes no suco de uva preta na modulacao

redox das vias de sinalizagao referidas anteriormente.

Apbs avaliarmos as concentracées teciduais de H>O., no VD,
observamos que tanto no grupo MCT agua quanto no grupo controle suco as

concentracdes de H,O, sdao em torno de 1,5 vezes maiores do que no grupo
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controle agua. No entanto, no grupo MCT suco as concentragdes retornam aos

valores basais.

Apesar de nao termos determinado as possiveis fontes de H,O,, estudos
que avaliaram a hipertrofia ventricular esquerda e progressao a IC, utilizando-
se de diferentes modelos animais e material humano, tém sugerido tanto a
NADPH oxidase quanto a propria mitocdndria como as principais fontes do
aumento na producdo de EROs (lde et al., 1999; Murdoch et al., 2006).
Adicionalmente, mas em menor extensdo, a xantina oxidase e o0
desacoplamento da NOS também tem sido referidos (Takimoto et al., 2005;

Tsutsui et al., 2006).

Contudo, no contexto da IC direita, recentemente, Redout et al. (2007)
utilizaram o modelo de HAP induzido por MCT com o intuito de determinar as
principais fontes de EROs envolvidas na IC direita. Diferente do papel central
da NADPH oxidase apresentado na IC esquerda (Heymes et al., 2003), na IC
direita tanto componentes citosélicos quanto mitocondriais participam na
geracao destas espécies. Em suas andlises, demonstraram o0 aumento no
imunoconteudo da subunidade gp91phox da NADPH oxidase e de seu ativador
Rac1 associada ao aumento seletivo na expressdao da subunidade B do
complexo Il mitocondrial. Também foi demonstrada a producdao de EROs
nestes dois sitios medida por quimiluminescéncia induzida por lucigenina, em

homogeneizado de VD nos ratos insuficientes, mas ndo em seus controles.

No entanto, a determinacdo das principais fontes envolvidas na
modulacdo redox mediada pelos compostos polifendlicos, do suco de uva ou

vinho tinto, permanece por ser elucidada. Estudos que tentaram determinar no
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endotélio vascular as possiveis fontes envolvidas neste processo falharam em
demonstrar alguma influéncia da inibicdo farmacoldgica especifica sobre a
fungdo mitocondrial, xantina oxidase, ou citocromo P450 sobre o
vasorelaxamento mediado por estes (Ndiaye et al., 2003). Em adicédo, o
relaxamento mediado pelo NO na presenca dos polifenois presentes no vinho
tinto foi similar em aortas de ratos knockout para gp91P"* comparados aos
seus controles selvagens, excluindo, desta forma, também o papel da NADPH
oxidase como um possivel mediador (Ndiaye et al., 2005). Apesar disso, nao
existem dados disponiveis sobre estas relagbes no miocardio, principalmente

no VD.

Assim, tem-se sugerido que os proprios compostos polifendlicos possam
ser fonte de H>O, através de um processo conhecido como autooxidacao (Cao
et al.,, 1997; Mochizuki et al., 2002). Recentemente, Akagawa et al (2003)
demonstraram em condicoes fisioldgicas que compostos fendlicos e
polifendlicos naturais sdo capazes de gerar quantidades significativas de H»O».
Em adigao, a avaliacao temporal da producao de H.O, pelos extratos obtidos a
partir destes compostos, demonstrou aumentos crescentes na producdo de
H.O. sem que se atingisse um platé durante um periodo de incubacao de 48
horas. Em sistemas biolégicos, recentemente Manach et al (2005), a partir da
analise dos dados gerados em estudos sobre biodisponibilidade e bioeficacia
dos polifendis em humanos, concluiram que ap6s a ingestdo oral, estes
compostos sdo amplamente distribuidos e presentes nos diferentes tecidos,
incluindo o coracdo. Apesar disso, tal relacao descrita por Akagawa et al (2003)

nao deve ser tao pronunciada in vivo pela presenca de um sistema antioxidante
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que deve regular a taxa de producao gerada por estes compostos através da

eliminacdo das EROs.

Assim, o aumento nas concentracdes de H>O. detectado no tecido
ventricular direito foi semelhante no grupo MCT &agua e controle suco. Apesar
disso, parece pouco provavel que estes grupos compartilhem de uma mesma
fonte geradora. Desta forma, sugerimos que os metabdlitos gerados a partir da
ingestao de suco de uva preta possam atuar como pré-oxidantes nos sistemas

biolégicos, podendo induzir a adaptacao dos sistemas antioxidantes.

Em organismos multicelulares, uma importante resposta ao aumento nos
niveis de H.O, é o aumento na producdo de antioxidantes e reparo protéico
que permitam a adaptacdo a condicbes oxidativas. No entanto, nestes
organismos, o H.O. ainda pode ativar vias de sinalizacdo envolvidas na
proliferacdo celular, diferenciacdo, migracdo, ou apoptose. Apesar dos
mecanismos relacionados aos efeitos dependentes das concentracdes de H.O»
e/ou especificos ao tipo celular em questdo ndo serem claros, diversas
evidéncias sugerem que os niveis, localizagédo, e/ou atividade de antioxidantes
celulares sao fatores importantes na determinacdo da resposta biologica

iniciada pelo H.O- (Veal et al., 2007).

De fato, estudos tém demonstrado que as EROs podem estar envolvidas
na determinacdo tanto das respostas hipertréficas quanto apoptdticas em
cardiomiécitos. O aumento excessivo nas concentragdes intracelulares de
EROs, a partir de fontes enddégenas ou exdgenas, pode levar a o desbalanco

redox, podendo gerar danos oxidativos ao DNA, lipideos e proteinas e, assim
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pode desregular as funcdes celulares, o que resulta na inducdo de apoptose

das células danificadas (Parman et al., 1999).

Recentemente, Haendeler et al (2004) investigaram os efeitos de
diferentes concentracées de H.O. na expressdao de Trx1 e seu papel na
inducdo de apoptose em cultura de células endoteliais. Seus resultados
demonstraram que baixas concentracdes de H.O. intracelulares, obtidas pelo
tratamento destas células com H.O, exdgeno (10 e 50umol/L) ou através da
inducdo da formacdo enddgena pela exposicdo destas ao estresse de
cisalhamento, induziram a expressdao de mRNA para Trx1, e inibicdo da
apoptose nestas células. Isto sugere que o sistema redox Trx possa
desempenhar um importante papel nha manutencao do estado redox e protecéao

contra a apoptose em células endoteliais.

Andlises em coracdes de pacientes com IC, submetidos a transplante,
tém demonstrado que estes sdo caracterizados morfologicamente por um
significante aumento na apoptose de cardiomiocitos (Olivetti et al., 1997).
Recentemente, Brixius et al (2007) documentaram em coracdes explantados de
pacientes com IC a regulagédo negativa das isoformas de Prx-3 e Prx-6. As Prx
sdo uma familia de antioxidantes dependentes de Trx, cujas principais funcdes
estdo implicadas na modulacdo das concentracdes teciduais de H.O, (Rhee et
al., 2005). Assim, além de protegerem as células contra o estresse oxidativo, o
sistema Trx-Prx ainda pode estar implicado na modulagdo da sinalizagédo

mediada pelo H2O..

Desta forma, a regulacdo da atividade antioxidante ndo €& somente

importante na adaptagdo ao ambiente, mas também na modulacdo dos sinais
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de transducdo mediados pelo H>O,. Em adicdo, estudos recentes tém
identificado diversos mecanismos nos quais as enzimas antioxidantes sao
necessarias como sensores na modulacao dos sinais gerados pelo H>O» (Buck
et al., 2001; Veal et al., 2004). Com base nisto, avaliamos se a Trx1 poderia

estar envolvida na modulacao da sinalizacdo mediada pelo H2O».

Como demonstramos, nos grupos MCT agua e controle suco, a
magnitude das variagdes nas concentragdes de H.O. em ambos os grupos esta
associada ao aumento no imunoconteudo de Trx1, e refletidas em um aumento
ainda maior no grupo MCT suco, que diferente dos anteriores, apresenta os
menores valores de H>O.. Estes dados sugerem que o H>O. represente tanto
um estimulo para a regulagdo da expressdao de Trx1 no coracdo, quanto o
principal alvo celular de suas acdes. Assim, sugerimos que a regulacdo da
atividade das Prxs (Rhee et al., 2001), mediadas pela acao oxiredutora da Trx1
sobre esse sistema, possa ser um importante mecanismo envolvido na
modulacdo da sinalizacao pelo H-O, no VD, através da regulacdo de suas

concentracoes.

Estudos avaliando o papel das EROs na determinacdao de diferentes
fenétipos cardiacos, tém sugerido que a ativacao diferencial concentracao-
dependente de vias de sinalizagdo quinase determine se as EROs levarao a
hipertrofia ou morte por apoptose dos cardiomiécitos (Xiao et al., 2001; Wei et
al., 2001). Em cardiomiécitos de ratos adultos tratados in vitro com baixas
concentragdes de HoO, (s50umol/L), Know et al (2003) demonstraram um
aumento na sintese protéica na auséncia de apoptose, mediada pelo aumento

na ativacdo de ERK1/2, mas ndao de JNK, p38 ou Aki. No entanto, em
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concentragdes maiores de H,O, (=100umol/L) observaram um aumento das
células positivas a TUNEL na auséncia de variagdes na sintese protéica,
relacionadas a co-ativacdo de vias pré-apoptéticas como JNK e p38, em
paralelo a vias de sobrevivéncia como ERK1/2 e Akt, cuja ativacdo neste
contexto, deve estar direcionada a regulacdo da apoptose, mais do que a

determinacao de hipertrofia dos cardiomidcitos (Aikawa et al., 2000).

O envolvimento destas vias de sinalizacdo de forma diferencial na
hipertrofia compensatéria e nos estagios avancados de IC em humanos tem
sido extensamente analisado. No entanto, existe significante variacao entre os
resultados obtidos, devidos em parte, ao estagio avaliado e também ao tipo de
estimulo envolvido. Cook et al. (1999), demonstraram que a atividade de JNK e
p38 se mostraram aumentadas, sendo que a atividade da ERK1/2 se mostrou
inalterada em pacientes com IC devido a cardiomiopatia isquémica. Haq et al.
(2001) em suas andlises, observaram um aumento tanto na atividade quanto
na expressao das MAPK: ERK1/2, p38 e JNK, associados ao aumento da
expressdao de p-Akt, no coracdo de pacientes com IC tanto derivada de
cardiomiopatia isquémica quanto da forma idiopatica de cardiomiopatia
dilatada. Com base nestes resultados, sugere-se que a IC seja caracterizada
pela ativagdo de um perfil hipertréfico, sendo ativadas paralelamente vias tanto
pré quanto anti-apoptoéticas, sendo esta co-ativacdo determinante da

capacidade funcional.

Assim, o entendimento do estado de ativagdo destas proteinas quinase
no VD durante estagios de transicdo, se torna importante para entendermos o

papel do H-O, na modulagéo e direcionamento da transducao de sinais durante
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a transicdo da hipertrofia compensatéria a IC direita. Observamos que as
oscilagdes nas concentracbées de H.O. e Trx1 se mostraram associadas a
modulacdo diferencial da sinalizacdo pela ERK1/2 na HAP marcada pelo
aumento de sua ativacdo no grupo MCT agua, mas redugao no grupo MCT
suco. No entanto, em ambos os grupos MCT observou-se um significante
aumento no imunoconteldo de caspase-3, quando comparados a Sseus
respectivos controles. Associacdo semelhante a descrita para o grupo MCT
agua foi observada no grupo controle suco, no entanto neste ultimo, o aumento
da ativacdo de ERK1/2 nado estd associado a qualquer alteracdo no
imunoconteudo de caspase-3. Um importante aspecto a ser ressaltado, é que
as variagoes nas concentragdes de H.O. e Trx1 nao parecem exercer qualquer
efeito sob a ativagdo da JNK e Akt nos diferentes grupos experimentais no

periodo analisado.

A relagdo entre a sinalizacdo mediada pelas MAPK, em especial, pela
ativacao de p38 pbde ser observada diferencialmente nos estagios iniciais de
hipertrofia compensatéria e de IC direita. Buermans et al (2005) demonstraram
o significante aumento na ativacdo de p38 nos animais que desenvolveram IC
direita quando comparados aos grupos com hipertrofia compensatéria ou
controle. Segundo os autores, a ativacado diferencial de p38 nesses grupos
pode ser um dos fatores associados a presenca de apoptose nestes
ventriculos. Posteriormente, Redout et al (2007) ndo s6 confirmaram os
resultados apresentados anteriormente, mas ainda demonstraram que o
aumento na ativacdo de p38 nestes ventriculos estava associado ao aumento
do estresse oxidativo, confirmado através da extensa presenca de nitracao

protéica no tecido ventricular direito.
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Em nosso estudo, demonstramos que a ativacdo do processo
apoptoético, caracterizado pelo aumento na expressao de caspase-3, precede a
inducado da sinalizacao pro-apoptética mediada pelas MAPK em resposta ao
estresse oxidativo. Semelhante perfil foi observado por Lou et al (2005)
investigando o papel das MAPK (ERK1/2, p38 e JNK) nos estagios iniciais de
cardiomiopatia e IC induzidas por adriamicina e o seu papel na sinalizagao
apoptoética. Em suas analises, a ativacao de caspase-3, assim como a redugao
na razao Bcl2/Bax, ocorreu ainda nos estagios iniciais de cardiomiopatia. A
ativacao de p38 e JNK, no entanto, ocorreram apenas quando a IC estava

estabelecida, sendo que a caspase-3 se mantinha ativada ainda neste estagio.

A ativacdo da sinalizacao apoptética observada no presente estudo,
deve ser induzida pela propria progressao da HAP, como observado pela
correlacdo entre a resisténcia vascular pulmonar e caspase-3. Foram
demonstradas também modificagcbes na expressdao génica destes fatores por
Ecarnot-Laubriet et al (2002) em diferentes estagios da progressao da HAP
induzida por MCT. Em suas analises, o periodo de 21 dias ap6s a indugao de
HAP com dose Unica i.p. de MCT (60mg/kg), foi marcado pela execucéao do
programa apoptotico no VD, confirmado pelo aumento em 150% na atividade
de caspase-3 e deteccao de células positivas a TUNEL na regido epicardica e
endocardica do VD. Ainda, a progressao da apoptose coincidiu com a reducao
dos niveis de mRNA para Bcl2 e uma reducao mais limitada na transcricdo de
Bax, resultando na inversao da relacao Bcl2/Bax entre o periodo de 14 e 21
dias (1,2 e 0,7, respectivamente). Isto sugere que a expressado de Bcl2 possa

desempenhar um importante papel na prevencdo da execucao da apoptose
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durante os estagios iniciais de hipertrofia até a transicao a IC direita, sendo o

declinio da fungao contratil um evento posterior.

Em humanos, a ativagdo da via de sinalizacdo associada a calcineurina-
NFAT parece ser dominante nos estagios de hipertrofia compensada,
apresentando tanto um aumento na sua expressdo quanto na sua atividade.
Em contraste, ndo foi detectado significante aumento na ativacdo de qualquer
uma das MAPK ou mesmo de Akt, sugerindo que estas nao estejam envolvidas
na modulacdo desta fase da doenca (Haq et al., 2001). Assim, a ativacdo de
ERK1/2 ndo parece ser determinante para este estagio da hipertrofia cardiaca

compensada.

Em contrapartida, o aumento na atividade de ERK1/2 parece estar
associado aos estagios de transicdo da hipertrofia compensatéria a IC
congestiva. Esta relagédo foi observada no miocéardio hipertréfico de ratos tanto
em reposta a sobrecarga de volume (Lazou et al., 1998) como a sobrecarga de
pressao, induzida por coarctagdo aortica (Takeishi et al., 2001). Assim, em um
ambiente deletério, com aumento na caspase-3, induzido pela administracao
de MCT, a ativacdo de ERK1/2 possivelmente em fungdo do aumento dos
niveis de H.O,, possa estar associada a manutencdo da compensacao
cardiaca direita. Os dados funcionais apontam para um quadro de transicao,
sendo assim, outros fatores podem estar envolvidos na ativacdo de vias

associadas a progressao da doenca.

Em muitos tipos celulares, a sinalizagcdo mitogénica através da ERK1/2
induz a entrada no ciclo celular através da indugdo do aumento da expressao

de ciclina D1 e reducdo da quinase inibidora dependente de ciclinas p27<
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(Scarabelli et al., 2002). Nesta mesma janela temporal, foi descrito, no modelo
de HAP induzida por MCT, o aumento na expressao génica de ciclina D1 e
reducdo da p27XP', acompanhas pelo aumento sustentado da expressido

génica de ciclina A e E (Ecarnot-Laubriet et al., 2002).

A relevancia da co-ativacdo de processos apoptéticos e mitogénicos
permanece por ser elucidada. No entanto, no que diz respeito ao crescimento
hipertrofico ou hiperplasico em reposta a sobrecarga de pressao, as condi¢coes
hemodinamicas subjacentes parecem desempenhar um papel central na
determinacao desta. Se a disfuncao ventricular ndo esta presente e o ventriculo
estd hemodinamicamente compensado, a hipertrofia do cardiomiécitos é a
forma predominante do crescimento celular, e a proliferacdo dos cardiomiocitos
nao é significativamente maior do que em condicées basais. No entanto, a
multiplicacdo do numero de cardiomiécitos parece ser a principal adaptacao na
promogado do crescimento cardiaco durante os estagios finais de IC (Nadal-

Ginard et al., 2003).

Dado o retardo entre o aumento da expressao génica e 0 aumento da
expressao protéica destas proteinas envolvidas no ciclo celular descritas por
Ecarnot-Laubriet et al., 2002, a ativacdo precoce da via da ERK1/2 durante os
estagios finais de compensagcdo pode prover a transicdo do crescimento
hipertréfico para o hiperplasico na IC direita. No entanto, ainda permanece por
ser esclarecido se a ativacdo da ERK1/2 possa ser benéfica ou deva
pronunciar adicionalmente o fenétipo de IC. Assim, estudos tém proposto que a
inibicdo da ERK1/2 in vivo pode levar a regressdo da hipertrofia cardiaca e

possivelmente promova a apoptose de cardiomidcitos, o que poderia ser
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potencialmente benéfico para pacientes com cardiomiopatia hipertréfica com a

funcéao sistélica preservada (Muslin, 2008).

A intervengado com suco de uva preta nos animais tratados com MCT foi
acompanhada da inibicdo da ativacago de ERK1/2 pelo H20,,
concomitantemente a reducao de caspase-3. Isto poderia ser um fator limitante
a progressao da IC direita oferecido pelo pré-tratamento com suco de uva.
Assim sendo, os dados deste estudo apontam para uma acgao protetora dos
compostos presentes no suco diretamente no miocardio, além dos efeitos ja
bem descritos na musculatura lisa vascular. Uma vez que a administracao de
suco a animais higidos também foi acompanhada do aumento nas
concentragcbes de H.O,, a acdo cardioprotetora observada parece ser

resultante de um processo de adaptacao a este estimulo pro-oxidante.

Em contraste ao referido sobre a ativacdo de ERK1/2 em resposta a
sobrecarga de pressdo, a ativacdo desta mesma via de sinalizagdo esta
envolvida nos mecanismos de cardioprotecdo implicados no pré-
condicionamento isquémico. No miocardio de suinos, a inibicdo farmacoldgica
da via da ERK1/2 durante o protocolo de isquemia-reperfusao aboliu os efeitos
benéficos deste processo sobre a reducao da area de infarto (Strohm et al.,
2000). Outros estudos também confirmaram o papel central da regulacdo da
ERK1/2 tanto nas respostas precoces (Fryer et al., 2001) quanto tardias (Fryer
et al., 1995; Ping et al., 1999) resultantes do pré-condicionamento classico. Em
adicdo, a ativacdo de ERK1/2 foi relacionada a cardioprotecdo mediada pelo

resveratrol em ratos (Maulik et al., 1999) que pode ainda estar associada a
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reducdo do processo apoptético apds periodos de isquemia (Dudley et al.,

2008).

Entre os fatores intracelulares implicados no processo de adaptacéo, o
envolvimento das EROs tem sido consistentemente demonstrado (Otani, 2004).
O pré-condicionamento € obtido através de pequenos aumentos nas
concentracdes teciduais de EROs seguidos da ativacdo da sinalizacao
mediada pelas MAPK (Maulik et al., 1998). A exposi¢cao de neuroblastomas a
baixas concentracées (1pmol/L a 10umol/L) de resveratrol induziu a
fosforilagdo de ERK1/2. Entretanto, em concentragbes maiores (50-100umol/L)
o resveratrol foi capaz de inibir a fosforilagdo desta MAPK (Miloso et al., 1999).
No nosso estudo, a administracdo de suco de uva promoveu aumento nas
concentracdes teciduais de H.O, associado a ativacdo de ERK1/2. Dada a
possibilidade de que os constituintes bioativos do suco de uva sejam capazes
de modular a ativagdo de vias de sinalizagdo de maneira redox, parece
razoavel, que esta modulacado seja dependente das quantidades ofertadas, a
partir das quais, estes constituintes devam resultar na sinalizacdo redox ou em

danos associados ao estresse oxidativo.

Em contrapartida, foi demonstrado recentemente por El-Mowafy et al
(2008), em células musculares lisas coronarianas, que componentes obtidos
através de extratos de uva preta exercem efeitos antiproliferativos. Seus
resultados, utilizando como proposta terapéutica o resveratrol, mostraram que
este constituinte foi capaz de inibir a ativacdo de ERK1/2 e consequente
proliferacdo celular induzida pelo H»O,, em parte, por sua capacidade

antioxidante, o que nao exclui a possibilidade de que este composto possa
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estar modulando outras vias de sinalizacao relacionadas. Em nossas analises,
a inibicao da ativacao de ERK1/2 mediada pelo H.O. parece ser derivada da
inducado do aumento no imunoconteudo de Trx1, mais do que propriamente de
uma acgao antioxidante direta destes compostos. Nossos resultados em relacao
a expressao de Trx1 no VD, séo consistentes com os achados de Duddley et
al. (2008) em resposta ao pré-tratamento com baixas doses de resveratrol (2,5

ou 5,0mg/kg/dia) apds protocolo de isquemia-reperfusao.

No que diz respeito ao remodelamento ventricular em resposta a
sobrecarga de pressao, o tratamento de ratos submetidos a coarctacao aértica
com 2,5mg/kg/dia de resveratrol foi capaz de prevenir completamente o
desenvolvimento de hipertrofia ventricular esquerda, determinada através da
normalizacdo da razédo entre o peso do VE sobre o peso corporal. Em adicao,
neste mesmo estudo, o tratamento com resveratrol também preveniu o
remodelamento concéntrico através da normalizacao das dimensdes do septo
intraventricular e da parede ventricular esquerda, tanto na sistole quanto na

diastole (Juric et al., 2007).

Os efeitos benéficos do resveratrol em prevenir a hipertrofia cardiaca em
resposta a sobrecarga de pressdo sao consistentes com outro estudo, que
demonstrou efeitos benéficos com a utilizagdo de um analogo do resveratrol,
em mesmo modelo de coarctacdo aodrtica (Li et al., 2005). Neste ultimo, os
efeitos benéficos do pré-tratamento com este analogo sobre o remodelamento
ventricular esquerdo, estavam associados a reducao nos niveis de H:O, e
inibicdo da fosforilacdo mediada pela angiotensina Il sobre a PKC, ERK1/2,

JNK, e p38.
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Em nosso estudo, a reducdo da resisténcia vascular pulmonar pela
administragdo de suco de uva nos animais com HAP induzida por MCT néo
refletiu em melhora significante do indice de hipertrofia ventricular direita.
Acreditamos que estes resultados possam ser reflexos da manutencdo da
populacdo de cardiomiocitos no VD, através da reducdo da expressao de
caspase-3. A discrepancia destes resultados em relacdo a literatura citada
pode dever-se as diferencas nos protocolos experimentais, no que diz respeito
ao periodo observado, forma de administracao, por se tratar de um alimento e
ndo um composto isolado, ou até mesmo pelas vias de sinalizagao ativadas e

por nossos resultados se tratarem de um efeito especifico sobre o VD.

Em sintese, os principais aspectos deste estudo foram a demonstracao,
no modelo de HAP induzida por MCT, de que a ativacdo do processo de
apoptose pela via das caspases antecede a sinalizacao pré-apoptotica induzida
pelas MAPK. Demonstrando ainda, a participacao do H.O, como um sensor e
sinalizador da ativagcdo mitogénica no processo de remodelamento ventricular
direito em resposta a sobrecarga de pressao e o papel da Trx1 na modulagao e

direcionamento da sinalizagdo mediada pelo H.O..

Ainda, nossos resultados indicam que 0os componentes bioativos do suco
de uva preta, através de sua acado pré-oxidante, foram capazes de promover
adaptacao cardiaca, que se refletiu na melhora do quadro de Cor pulmonale.
Este processo se mostrou dependente da modulagéo redox sensivel de vias de
sinalizacdo associadas a proteinas quinase, mediadas pela indugdo da

formagéo de HO> no tecido ventricular direito.
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Os mecanismos mais importantes para a cardioprotecdo envolvem a
adaptacdo ao estresse oxidativo, ja demonstrados em protocolos de
treinamento fisico, pré-condicionamento isquémico, entre outros (Maulik & Das,
2006). Diferente da administracao de antioxidantes em doses farmacolégicas, o
consumo de suco de uva em regime regular, muito pr6ximo ao habito alimentar
humano, se mostrou capaz de promover adaptacdo de forma semelhante aos
protocolos referidos. Assim, a demonstracdo de que compostos dietéticos sao
capazes de modular a ativacao de vias de sinalizacdo e, desta forma, evitar a
progressdo de doencas cardiovasculares, traz uma nova perspectiva
terapéutica. A este tema, se dedica a analise nutrigenémica, que pode ser uma

perspectiva para a continuidade deste estudo.
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7. CONCLUSAO

A partir de nossas analises, podemos concluir que o H>O. atua como
uma molécula sinalizadora, estando envolvida na adaptacao cardiaca mediada
pelo tratamento com suco de uva, assim como na indugdo da ativacdo de
ERK1/2 em modelo experimental de HAP induzida por MCT. Adicionalmente, a
administracao de suco de uva de forma regular e preventiva a inducéo de HAP,
promoveu a inibicdo desta via de sinalizacdo que esta relacionada ao aumento

adicional do imunoconteudo de Trx1 no VD.
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