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1. INTRODUCAO

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) é um dos subtipos da hipertensdo
pulmonar que resulta na hipertrofia do ventriculo direito (VD) numa tentativa de
adaptacdo ao aumento da pés-carga, sendo esta a principal causa de morte dos
pacientes com hipertensdo pulmonar (KIM e colab., 2024). O tratamento
farmacolégico apresenta diversos efeitos colaterais (CHIN e colab., 2024),
buscando-se assim alternativas que possam auxiliar. Neste contexto, a restricao
caldrica (RC) tem se mostrado como uma alternativa interessante, pois € capaz de
prevenir o estresse oxidativo e, consequentemente, proteger contra evolucdo de
diversas doengcas como, por exemplo, a sindrome metabdlica, diversos tipos de
cancer, doencas cardiovasculares e doencas neurodegenerativas (JAMES e colab.,
2024). Como forma de pesquisar a HAP, o modelo classico com administracdo de
monocrotalina, um alcalbide pirrolizidina macrociclico presente em Crotalaria, tem
sido amplamente utilizado por sua facil inducdo e reprodutibilidade da HAP em
humanos (ZHONG e colab., 2024; ZIMMER e colab., 2021).

Apesar dos conhecidos efeitos deletérios da monocrotalina e do potencial
cardioprotetor da restricdo caldrica, temos conhecimento de apenas dois trabalhos
em que esses foram testados em ratos e tiveram como desfecho a hipertrofia
cardiaca (PRISCO et al.,, 2021; DING et al., 2015). Salientamos que medidas
morfométricas sdo comumente utilizadas para andlise de hipertrofia cardiaca em
modelos experimentais (BALSA e colab., 2023). Porém, ndo ha modelos bem
estabelecidos na literatura para avaliacdo desta em animais submetidos a RC e a
HAP com monocrotalina. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo principal
comparar medidas de hipertrofia cardiaca em ratos Wistar submetidos a restri¢cdo
caldrica e a hipertensao arterial pulmonar com monocrotalina.

2. METODOLOGIA

O projeto teve inicio apés aprovacdo da Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPEL (CEUA/UFPEL — n°® 038178/2022-03).

Os animais deste estudo foram divididos em 4 grupos (n=7/grupo): 1)
Controle (C): animais com dieta livre; 2) Restricdo calorica (RC): animais com
restricdo calorica; 3) Monocrotalina (MCT): animais com dieta livre e que receberam
monocrotalina; 4) Restricdo calérica + MCT (RC+MCT): animais com restricdo
caldrica e que receberam monocrotalina.

Apés uma semana de adaptacdo para mensuracdo do consumo alimentar
médio, a restricdo caldrica foi realizada de forma escalonada, oferecendo 10% a
menos de racdo padrdo do biotério (NUVILAB®) em relacdo ao grupo CTRL por
semana, até atingir 30% de RC. Portanto, os animais ficaram em RC por 12
semanas, sendo 10 dessas em 30% (DING et al., 2015). No inicio da nona semana
experimental, os animais dos grupos 3 e 4 receberam dose Unica de monocrotalina
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(60 mg/kg, i.p.) para inducédo da HAP, enquanto os grupos 1 e 2 receberam solucéo
de NaCl 0,9% i.p. no mesmo volume (ZIMMER e colab., 2021). Feito isso, eles
seguiram recebendo as respectivas dietas e tiveram o peso corporal monitorado por
mais trés semanas.

Ao término no periodo experimental, o comprimento cabeca-cauda e cabeca-
anus foram mensurados e os animais foram eutanasiados para mensuragdo do
comprimento da tibia do membro posterior esquerdo e da hipertrofia cardiaca. Essa
foi mensurada de diferentes maneiras: a. peso do coragéo/peso final do animal
(PC/PF) (GEWEHR e colab., 2021); b. peso do coracdo/comprimento cabeca-cauda
(PC/CCC) e comprimento cabeca-anus (PC/CCA); c. peso do coragcdo/comprimento
da tibia (VINKE e colab., 2019). Ainda, a hipertrofia do ventriculo direito foi medida
através da relacéo entre o peso do ventriculo direito e o peso do ventriculo esquerdo
+ septo (VD/VE+Septo) (indice de Fulton) (ZIMMER et al., 2021). Analises
histoldgicas foram realizadas para determinar os valores do tamanho de &rea dos
cardiomiécitos bem como espessura da parede e porcentagem da espessura da
parede medial do pulméo.

As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism
6.0 utilizando ANOVA de uma e de duas vias. O poOs-teste de Bonferroni foi usado
para detectarmos diferenca significativa entre os grupos (P<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos 0s grupos experimentais apresentaram 0 mesmo peso corporal e
comprimento no inicio do experimento. Ja ao final do protocolo experimental,
observamos que a restricdo calorica atenuou significativamente o crescimento e o
ganho de peso dos animais (Tabela 1). Ao analisarmos o peso do corac¢ao inteiro e
do ventriculo direito, verificamos que esses nao diferiram entre os grupos. Ja o
ventriculo esquerdo+septo foi menor no grupo RC e no grupo RC+MCT em
comparacao ao CTRL (Tabela 1).
Tabela 1: Peso corporal, peso do coragédo, comprimento corporal e comprimento da

tibia de ratos Wistar submetidos a restricdo calorica e/ou hipertensao arterial

pulmonar
Variavel CTRL RC MCT MCT + RC
Peso Inicial (g) 260 +51 270 £ 40 274 + 44 263 £ 61
Peso Final (g) 458 +42 358 + 21* 442 + 32 354 £ 27**

Peso coracdo 1,24 +0,17 1,17 £ 0,08 1,37+£0,11 1,32 +£0,33
(9)

Peso VD (g) 0,16 £ 0,03 0,15+ 0,05 0,18 £ 0,04 0,14 £ 0,02
VE + Septo (g) 0,83 +0,07 0,67 £ 0,04** 0,83 £ 0,07 0,73+0,14
Comprimento 4,8+0,4 3,8+0,4* 5+0,3 3,4 +0,3*
Tibia (cm)

Comprimento  44,6%1,2 41,4 + 0,9* 435+1,6 40,9 + 0,8**
Cauda-

Cabeca (CCC)

(cm)

Comprimento  25,3+1,2 21,9+1,3* 239+1,7 21,2 +1,3**
Cauda-Anus

(CCA) (cm)
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*Diferenca significativa em relacdo ao CTRL (P<0,0001); ** Diferenca significativa
em relacdo ao MCT (P<0,0001); ***Diferenga significativa em relagdo ao CTRL
(P=0,0133)

Os grupos RC e MCT, apesar de terem alterado alguns parametros isolados,
nao resultaram em hipertrofia cardiaca ao analisarmos pelos métodos testados no
presente estudo, bem como ndo mostraram diferencas nas andlises histolégicas
realizadas (tabela 2). Ja o grupo RC+MCT teve maior hipertrofia pela razdo PC/PF e
PC/CT quando comparado ao grupo MCT, porém isto ndo foi confirmado ao se
analisar as evidéncias histoloégicas sobre hipertrofia cardiaca (area de
cardiomiécitos), bem como sem danos endoteliais na parede pulmonar (espessura
da parede e porcentagem da espessura da parede medial do pulm&o)

Tabela 2: indices de hipertrofia cardiaca e analises histoldgicas de ratos
Wistar submetidos a restricdo caldrica e/ou hipertensao arterial pulmonar

Variavel CTRL RC MCT MCT + RC
PC/PF (mg/g) 2,75£0,5 3,2510,3 3,03+0,2 3,6+0,9*
VD/PC (mg/g) 0,34+0,06 0,43 0,15 0,39+0,09 0,39+0,08
PC/CT (g/cm) 25,4+3,6 32,64 + 28,11 + 41,24 +
5,63 2,52 11,52**
VDI/CT (g/cm) 3,2420,8 4,2+1,2 3,7+£0,9 4,4+0,7
PC/CCA (mg/mm) 4,9+0,7 5,310,6 57104 6,4+1,8
VD/CCA (mg/mm) 0,610,1 0,7 £0,2 0,7+0,2 0,7+0,1
PC/CCC (mg/mm) 2,7+0,3 28+0,2 3,1+0,2 3,2+0,9
VD/VE+Septo (mg/mg) 18,6+3,1 22,9+7,5 21,615,1 20,2+5,4
Espessura da parede 24+3,8 218+26 208+56 226+64

pulmonar(pm)

Porcentagem da espessura 17,4+43 139+3,1 144+55 16,9+5.3
da parede medial (%)

Area do cardiomidcito (um?) 362,1+458 319,6+72,6 388+112,9 266,6+38,2

*Diferenca significativa encontrada entre RC + MCT vs CTRL (P=0,0423);
**Diferenca significativa encontrada em comparacéo aos grupos MCT (P=0,0011)

A influéncia da restricdo cal6rica sobre o peso corporal e 0 comprimento dos
animais foi confirmada. Os animais submetidos a restricdo caldrica apresentaram
menor ganho de peso e comprimento. Tem sido mostrado que a redu¢cédo no peso é
benéfica para salude e parece ser responsavel pela cardioprote¢cdo promovida por
essa dieta (ZHANG e colab., 2024). Contudo, como os indices de hipertrofia levam
em consideracdo esses parametros, eles podem mascarar desfechos ou até mesmo
gerar um falso positivo. Ademais, parametros histologicos analisados nao
apresentaram diferenca significativa. De forma inesperada, no presente trabalho nao
observamos influéncia da monocrotalina sobre a hipertrofia do ventriculo direito. As
analises histolégicas confirmam estes achados. Um fator importante na inducdo da
HAP é o peso e a idade dos animais. Uma vez que eles foram submetidos ao
protocolo de restricdo calorica por 9 semanas antes de administramos a
monocrotalina, isso pode ter influenciado no desenvolvimento da doenca.

4, CONCLUSOES
Andlises de hipertrofia cardiaca através de parametros morfométricos em
modelos experimentais de restricdo caldrica devem ser observadas com cautela,
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visto que a restricdo pode afetar significativamente o comprimento e peso dos
animais. Analises mais profundas devem ser realizadas posteriormente para
identificar se ha aplicabilidade das relacdes entre 6rgdos e medidas de peso e
comprimento dos animais em restricdo caldrica. Neste sentido, andlises histolégicas
realizadas no presente trabalho sdo necessarias para confirmacdo de achados em
modelos experimentais
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