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RESUMO 

A hipertensão arterial pulmonar (HAP) é uma doença caracterizada pela progressiva disfunção 

endotelial e remodelamento vascular, levando a um quadro de aumento da resistência vascular 

pulmonar e insuficiência cardíaca direita. O processo inflamatório e o estresse oxidativo são 

elementos essenciais que contribuem para a fisiopatologia da HAP. Sendo assim, o mirtilo 

(blueberry - BB), o qual apresenta umas das maiores capacidades antioxidantes entre frutas e 

vegetais, pode ser uma alternativa terapêutica natural na HAP. O objetivo deste trabalho foi 

avaliar o efeito do extrato de mirtilo sobre o estresse oxidativo no ventrículo direito (VD) em 

modelo animal de hipertensão pulmonar. MÉTODOS: 28 ratos machos Wistar (30 dias de 

idade) foram divididos em três grupos: Controle (CTR), n = 9; Monocrotalina (MCT), n = 10; 

Monocrotalina + Mirtilo (MCT+BB100), n = 9. Animais dos grupos MCT e MCT+BB100 

foram submetidos à HAP pela administração de monocrotalina (60 mg/kg, intraperitoneal). 

Durante 5 semanas os animais do grupo MCT+BB100 foram tratados com extrato de mirtilo na 

dose 100 mg/kg/dia via gavagem (14 dias de pré-tratamento - anterior à administração de 

monocrotalina - e 21 dias de pós-tratamento). No 34º dia de protocolo experimental foi 

realizado o ecocardiograma dos animais e no 35º dia foi realizada a eutanásia e coleta dos 

ventrículos direitos para análises bioquímicas e de expressão proteica. RESULTADOS: 

Hipertrofia ventricular direita foi observada nos animais do grupo MCT em relação ao grupo 

CTR, explicitada pelo aumento das razões VD/massa corporal e VD/comprimento da tíbia, as 

quais se encontraram atenuadas no grupo MCT+BB100. Comprometimento funcional do VD 

foi observado nos animais do grupo MCT, os quais apresentaram diminuição da mudança de 

área fracional e do débito cardíaco, parâmetros restaurados no grupo MCT+BB100. Animais 

do grupo MCT apresentaram elevada lipoperoxidação e atividade das enzimas NADPH 

oxidases em relação ao grupo CTR. Verificou-se uma melhora do balanço redox nos animais 

do grupo MCT+BB100, indicado pela diminuição da lipoperoxidação e da atividade das 

enzimas NADPH oxidases, bem como aumento da atividade da enzima catalase. Em relação à 

inflamação, não se observou diferenças na expressão proteica de TLR4 e Myd88 entre os grupos 

experimentais. CONCLUSÃO: A intervenção com o extrato de mirtilo mitigou os prejuízos 

funcionais provocados pela HAP através da melhora do estado redox tecidual. Nossos 

resultados fornecem uma base para pesquisas futuras sobre intervenções com antioxidantes 

naturais como uma nova estratégia de tratamento na HAP. 

Palavras-chave: Hipertensão arterial pulmonar, mirtilo, ventrículo direito, monocrotalina, 

estresse oxidativo. 



ABSTRACT  

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a disease characterized by progressive endothelial 

dysfunction and vascular remodeling, leading to increased pulmonary vascular resistance and 

right heart failure. The inflammatory process and oxidative stress are essential elements that 

contribute to the pathophysiology of PAH. Thus, blueberry (BB), which has one of the highest 

antioxidant capacities between fruits and vegetables, can be a natural therapeutic alternative in 

PAH. The objective of this work was to evaluate the effect of blueberry extract on oxidative 

stress in the right ventricle (RV) in an animal model of pulmonary hypertension. METHODS: 

In the present study, 28 male Wistar rats (30 days old) were divided into three groups: Control 

(CTR), n = 9; Monocrotaline (MCT), n = 10; Monocrotaline + Blueberry (MCT + BB100), n = 

9. Animals from the MCT and MCT + BB100 groups were submitted to PAH by the 

administration of monocrotaline (60 mg/kg, intraperitoneal). For 5 weeks the animals of the 

MCT + BB100 group were treated with blueberry extract at 100 mg/kg/day dose via gavage 

(14 days pre-treatment - prior to monocrotaline administration - and 21 days post-treatment). 

On the 34th day of the experimental protocol the echocardiogram was performed, and one day 

later the euthanasia and harvest of the right ventricles for biochemical and protein expression 

analyses were conducted. RESULTS: Right ventricular hypertrophy was observed in the 

animals of the MCT group in relation to the CTR group, indicated by the increase in the 

RV/body mass and RV/tibia length ratios, which were attenuated in the MCT + BB100 group. 

Functional impairment of the RV was observed in the animals of the MCT group, which 

presented decreased fractional area change and cardiac output, parameters restored in the MCT 

+ BB100 group. Animals of the MCT group showed elevated lipid peroxidation and activity of 

the NADPH oxidase enzyme in relation to the CTR group. An improvement of the redox 

balance was observed in the animals of the MCT + BB100 group, indicated by reduction of 

lipoperoxidation and activity of the NADPH oxidase enzyme, as well as an increase in the 

activity of the catalase enzyme. Regarding inflammation, no differences were observed in the 

protein expressions of TLR4 and MyD88 between the experimental groups. CONCLUSION: 

The intervention with the blueberry extract mitigated PAH through the improvement of the RV 

redox state. Our results provide a basis for future research on natural antioxidant interventions 

as a new treatment strategy in PAH. 

Keywords: Pulmonary arterial hypertension, blueberry, right ventricle, monocrotaline, 

oxidative stress. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 HIPERTENSÃO PULMONAR – ETIOLOGIA E PATOGENIA 

A circulação pulmonar apresenta baixa resistência em situação fisiológica e as pressões 

sanguíneas pulmonares representam a quarta parte das pressões sistêmicas (ABBAS K. ABUL, 

KUMAR; JON, 2013). A hipertensão pulmonar (HP) é uma condição patológica definida como 

uma pressão arterial pulmonar média ≥ 25 mmHg em repouso ou > 20 mmHg com resistência 

vascular pulmonar ≥ 3 WU, sendo caracterizada por alterações cardiopulmonares estruturais, 

as quais aumentam o fluxo sanguíneo, a pressão pulmonar e a resistência vascular pulmonar, 

promovendo uma disfunção do ventrículo direito (GALIÈ et al., 2016) (SIMONNEAU et al., 

2019). 

A hipertensão arterial pulmonar (HAP) com sua etiologia envolvendo múltiplas 

condições clínicas e sendo fator para complicação da maioria de doenças cardiovasculares e 

respiratórias, pode ser clinicamente classificada de acordo com sua origem, sendo ela idiopática 

(ou primária); secundária (como, por exemplo, presente em decorrência de doenças pulmonares 

obstrutivas crônicas, êmbolos pulmonares recorrentes, estenose mitral, apneia do sono 

obstrutiva, infecção por HIV, doenças do tecido conjuntivo e hipertensão portal); hereditária 

(especialmente envolvendo mutação no gene BMPR-2) ou induzida por drogas como 

anfetaminas, metanfetaminas e anorexígenos (aminorex, fenfluramina, dexfenfluramina, 

inibidores seletivos da serotonina) ou toxinas como o óleo de colza (GALIÈ et al., 2016).  

Tabela 1 - Classificação clínica atualizada da hipertensão arterial pulmonar (SIMONNEAU et al., 2019). 

Classificação clínica da hipertensão arterial pulmonar 

1. Idiopática 

2. Hereditária 

2.1 Mutação do gene BMPR2 

2.2 Outras mutações 

3. Indução por drogas e toxinas 

4. Associada com: 

4.1 Doença do tecido conjuntivo 

4.2 Infeção por HIV 

4.3 Hipertensão portal 

4.4 Doença cardíaca congênita  

4.5 Esquistossomose  
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5. Hipertensão arterial pulmonar responsiva a bloqueadores de canais 

de cálcio a longo prazo 

6. Hipertensão arterial pulmonar com características evidentes do 

envolvimento de vasos venosos e capilares  

7. Hipertensão pulmonar persistente do recém-nascido 

 

As características da patogenia da HAP envolvem a disfunção do músculo liso vascular 

e/ou das células endoteliais pulmonares, culminando no remodelamento da parede dos vasos 

pulmonares. Na HAP há um processo de redução da síntese de vasodilatadores, como óxido 

nítrico e prostaciclinas, e aumento da síntese de agentes vasoconstritores, como a endotelina e 

tromboxanos, pelo endotélio da vasculatura pulmonar. Além disso, a maior produção de fatores 

de crescimento e citocinas inflamatórias que induzem a migração e replicação do músculo liso 

vascular e a síntese de matriz extracelular contribuem para o quadro da patogenia da doença. 

Em relação à morfologia dos capilares pulmonares, há alterações vasculares significativas que 

envolvem a proliferação de células da camada íntima das artérias musculares bem como o 

espessamento e hipertrofia da camada média das artérias menores e arteríolas levando à 

diminuição do diâmetro do lúmen vascular. Em estágios mais avançados da doença, podem 

ocorrer formações de lesões plexiformes, as quais se caracterizam pela extensa proliferação de 

células endoteliais que invadem a luz do vaso, aumentando ainda mais a resistência pulmonar 

vascular (ABBAS K. ABUL, KUMAR; JON, 2013). 

O processo inflamatório e o estresse oxidativo são elementos essenciais que contribuem 

para a patogenia da HAP. As principais citocinas inflamatórias que estão aumentadas em 

pacientes com HAP são a interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF-α), os quais 

levam à produção de fatores de crescimento e ao remodelamento do leito vascular. Esse 

aumento de citocinas pode estar associado ao estresse oxidativo presente em pacientes com 

HAP, uma vez que a ativação da cascata de inflamação causa maior produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) (REIS et al., 2013). Além disso, cabe salientar a importante 

participação do receptor toll-like 4 (TLR4) na doença, uma vez que já se demonstrou que sua 

ativação nas células do endotélio e no músculo liso vascular induz a produção de citocinas pró-

inflamatórias através da ativação do fator nuclear kappa B (NFkB), o qual é ativado pela 

proteína de reposta primária de diferenciação mieloide 88 (MyD88). As principais citocinas 

pró-inflamatórias sintetizadas nessa via são: interleucina-1β (IL-1β) e TNF-α. Essa resposta 

inflamatória estabelecida favorece a proliferação das células musculares lisas da artéria 

pulmonar e o remodelamento vascular pulmonar (YOUNG et al., 2010). O papel dessa via na 
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HAP está sendo cada vez mais estudado em virtude de seus componentes colaborarem para a 

progressão da doença. Um estudo recente avaliou o tecido pulmonar de pacientes com HAP 

idiopática e foi encontrado aumento da expressão da proteína MyD88 quando comparado ao 

tecido pulmonar de indivíduos saudáveis (PARPALEIX et al., 2016). Outro estudo comparou 

ratos duplos knock-out para TLR4 e ratos que expressavam constitutivamente TLR4,  ambos 

os grupos expostos a hipóxia crônica, e demonstrou que os animais que possuíam a expressão 

do receptor desenvolveram HAP, visto que tiveram hipertrofia ventricular direita e aumento da 

pressão sistólica ventricular direita, em comparação aos ratos com a ausência do receptor, os 

quais não apresentaram alterações características da HAP (YOUNG et al., 2010).   

 Figura 1 - Importantes componentes que contribuem para a fisiopatologia da HP. 

Fonte: Adaptado e baseado em (AGGARWAL et al., 2013). 

Os sintomas da HAP estão relacionados à distribuição anormal do fluxo sanguíneo no 

leito vascular pulmonar e incluem: dispneia, fadiga, síncope, angina (inicialmente induzidos 

por esforço e, em casos mais avançados, presentes em repouso), além de distensão abdominal 

e edema nos membros inferiores refletindo a hipertrofia do ventrículo direito em resposta ao 

aumento da pós-carga. Apesar das estratégias terapêuticas não resultarem em um prognóstico 

favorável para os pacientes com HAP, se os sintomas respiratórios não forem tratados a longo 

prazo com vasodilatadores, agentes antitrombóticos e prostaciclinas, os pacientes desenvolvem 

cianose e insuficiência respiratória severa, resultando em insuficiência cardíaca direita, também 

denominada cor pulmonale (GALIÈ et al., 2016) (ABBAS K. ABUL, KUMAR; JON, 2013). 

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA HAP 

A HAP se caracteriza por ser uma doença rara, possuindo uma prevalência estimada de 

15 a 50 casos por milhão de indivíduos. As análises epidemiológicas sistêmicas apresentam 



17 

 

diferentes prevalências dos subtipos de HAP nos hemisférios ocidental e oriental. No ocidente 

a mais recorrente é a hipertensão arterial pulmonar idiopática (HAPI), representando de 30 a 

50% dos casos. Já no oriente constatou-se em sua maioria os casos de HAP associada à doença 

cardíaca congênita, onde constitui 43% dos casos. Nos últimos anos ocorreu uma transição 

epidemiológica com o aumento da proporção de pacientes idosos diagnosticados com HAP, 

principalmente do subtipo HAPI, muitos deles são pacientes com comorbidades associadas 

como, por exemplo, hipertensão arterial sistêmica, obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e doença 

cardíaca sistêmica (LAU et al., 2017).  

Os dados epidemiológicos internacionais da HAP são variáveis, pois a maioria dos 

registros feitos inclui majoritariamente pacientes com classificação primária, secundária e 

hereditária. Além disso, é incluso a população de pacientes prevalentes, o qual indica que o 

paciente já foi diagnosticado com a doença e está em tratamento, e população de pacientes 

incidentes (recém-diagnosticados). Apesar de esta distinção ser relevante, pelo fato dos 

pacientes prevalentes possuírem melhor prognóstico em comparação aos pacientes incidentes, 

essas variáveis causam maiores vieses nos fatores que afetam a doença, não permitindo 

identificar as mudanças de fenótipo da HAP (MCGOON et al., 2013b). O perfil dos pacientes 

com HAP pelo mundo se diferencia conforme o ambiente, a densidade demográfica, o sistema 

de saúde e saneamento básico (MCGOON et al., 2013a). No Brasil, um estudo foi conduzido 

com 178 pacientes recém-diagnosticados com média de idade de 46 anos. A proporção de 

pacientes em cada subgrupo foi: HAPI 28,7%, doença do tecido conjuntivo (DTC) 25,8% e 

esquistossomose associada HAP (Sch-HAP) 19,7% dos casos. A distribuição das causas da 

HAP nesse estudo destacou a Sch-HAP, a qual não havia sido citada em nenhum registro 

Europeu ou Americano. Com isso, evidenciou-se a importância de se obter um registro regional 

para entender melhor as causas de HAP (ALVES et al., 2015).  

1.3 O VENTRÍCULO DIREITO NA HAP 

O ventrículo direito (VD) na HAP sofre um remodelamento progressivo. O grau de 

remodelamento é dependente do estágio da doença pulmonar e sua gravidade, podendo levar 

ao cor pulmonale. Alguns mecanismos presentes na HAP contribuem para o remodelamento 

do VD, tais como: ativação neuro-humoral (via da angiotensina, down-regulation e 

dessensibilização de β-receptores), perfusão coronariana e o metabolismo dos cardiomiócitos 

(aumento da produção mitocondrial de EROs, ativação de vias apoptóticas e inibição da 

angiogênese) (VONK-NOORDEGRAAF et al., 2013). 
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Na HP a resistência vascular pulmonar e a pressão pulmonar estão aumentadas, 

provocando um aumento da pós-carga, a qual ocasiona alterações morfológicas importantes no 

VD. Inicialmente o VD – que possui uma parede muscular mais fina quando comparada ao 

ventrículo esquerdo – adapta-se à elevação da pós-carga decorrente da HAP aumentando a 

espessura de parede e sua contratilidade, em um processo chamado de hipertrofia 

compensatória. Nesse estágio, há remodelamento concêntrico do ventrículo direito, e a pressão 

do átrio direito permanece normal. Estruturalmente, a elevação das pressões ventriculares 

sistólica e diastólica aumentam o estiramento na parede ventricular direita, o que leva 

inicialmente a um aumento da massa muscular (hipertrofia adaptativa) devido ao aumento da 

síntese proteica e ao aumento do tamanho dos cardiomiócitos pela adição de sarcômeros. A 

hipertrofia adaptativa é caracterizada por hipertrofia concêntrica com mínima dilatação ou 

fibrose. Nessa situação ainda há a manutenção do débito cardíaco (DC) normal em repouso, 

embora possa haver dificuldades em aumentar o DC no exercício físico (GOLDMAN; 

AUSIELLO, 2011). 

No entanto, o ventrículo direito não pode manter a hipertrofia adaptativa diante da 

sobrecarga de pressão sustentada causada pela HAP e, eventualmente, há uma transição para a 

dilatação. Nesse estágio, não há mais aumento da contratilidade ventricular direita, apesar de 

um aumento adicional da carga, levando ao chamado desacoplamento do ventrículo direito e 

originando uma fase de hipertrofia cardíaca direita mal adaptativa, determinada por redução 

significativa da fração de ejeção e diminuição do DC do VD no exercício (RYAN et al., 2015). 

Os mecanismos que impedem a futura adaptação do ventrículo direito são pouco 

compreendidos, embora haja cada vez mais evidências de que um desequilíbrio entre a oferta e 

a demanda de oxigênio para o ventrículo direito desempenhe um papel importante nesse 

processo, resultando em uma série complexa de alterações nos cardiomiócitos. Uma 

consequência da dilatação do ventrículo direito é um aumento na tensão da parede, que aumenta 

a demanda miocárdica de oxigênio e, simultaneamente, diminui a perfusão do ventrículo 

direito, levando a contratilidade e dilatação ainda mais comprometidas. Outros fatores também 

foram implicados no declínio progressivo da contratilidade e da insuficiência ventricular direita 

na HAP, incluindo aumento da ativação simpática crônica, estresse oxidativo e nitrosativo, 

ativação imune e apoptose de cardiomiócitos (VONK NOORDEGRAAF; GALIE, 2011) 

Como a função ventricular direita declina, um aumento no tempo de contração do 

ventrículo direito e subsequente assincronia ventricular, juntamente com uma diminuição no 

volume sistólico do ventrículo direito, leva ao comprometimento do ventrículo esquerdo. O 

enchimento do ventrículo esquerdo também é prejudicado devido ao desenvolvimento de 
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curvatura septal ventricular esquerda, resultante do prolongamento do tempo de contração do 

ventrículo direito, reduzindo o volume do ventrículo esquerdo durante o início da diástole. Isso, 

juntamente com a disfunção ventricular direita sistólica e diastólica, contribui para o declínio 

acentuado do débito cardíaco observado na HAP grave (VONK NOORDEGRAAF; GALIE, 

2011). 

 1.4 MODELO ANIMAL PARA ESTUDO DA HAP – INDUÇÃO POR MONOCROTALINA 

A severidade da HAP colaborou para aumentar significativamente o número de estudos 

nessa área usando modelos animais para melhorar a compreensão do processo progressivo de 

HP. Os dois principais modelos de estudos com roedores desenvolvidos para investigar a HP 

envolvem o modelo de exposição crônica à hipóxia e o modelo de lesão vascular pulmonar 

induzida por monocrotalina (MCT) (STENMARK et al., 2009). A MCT é um alcaloide 

provindo das sementes da planta Crotalaria spectabilis, a qual possui a capacidade de induzir 

HAP, inicialmente através de um dano endotelial na vasculatura pulmonar, posteriormente 

levando à hipertrofia do ventrículo direito. Com seu metabolismo dependente do fígado para 

ser ativado pelas enzimas do citocromo-P450 com reações de dehidroxilação via CYP3A, o 

metabólito ativo da MCT é formado, sendo chamado de dehidromonocrotalina. A dose de MCT 

mais comum e que se mostrou efetiva para causar HP foi de 60 mg/kg intraperitoneal (GOMEZ-

ARROYO et al., 2012).  

Nos modelos de estudo com MCT em ratos, a hipertrofia do ventrículo direito é aparente 

após 21 dias, tornando-se progressivamente mais grave e a pressão arterial pulmonar se eleva 

gradualmente após 12 dias, podendo atingir de 60 a 65 mmHg em 28 dias. Se os animais 

permanecem sem tratamento, a partir da quarta semana a mortalidade começa a ocorrer em 

virtude da falha do VD (DEMARCO, 2010).  
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Figura 2 - Modelo de indução de HAP via administração de monocrotalina (MCT) em ratos. 

 

Fonte: Da autora. 

Nota: Modelo de indução de HAP via administração de monocrotalina (MCT) em ratos. (A) – imagem da 

Crotalaria spectabilis; (B) – estrutura molecular da MCT; C – injeção intraperitoneal de MCT em ratos Wistar; 

(D) – metabolização da MCT em dehidromonocrotalina pelo fígado; (E) estrutura molecular do composto ativo 

dehidromonocrotalina; (F) – MCT induzindo HP ao causar danos na vasculatura pulmonar; (G) – hiperplasia da 

camada média da vasculatura pulmonar; (H) – proliferação anormal do endotélio com completa oclusão vascular 

c. 

A indução de HAP por MCT resulta em um processo inflamatório caracterizado pelo 

aumento das concentrações plasmáticas de interleucinas 1 e 6 ocasionando a lesão do endotélio 

vascular pulmonar, a perda progressiva de proteínas estruturais da membrana celular das células 

endoteliais pulmonares e a desregulação do mecanismo de sinalização do óxido nítrico 

(HUANG et al., 2010). Essas alterações provocam o remodelamento do tecido vascular 

pulmonar típico da doença, em que também é marcante a hiperplasia e hipertrofia das células 

musculares lisas na artéria pulmonar, contribuindo para a redução do lúmen (SEHGAL; 

MUKHOPADHYAY, 2007). Além disso, a MCT induz edema alveolar, hiperplasia das células 

alveolares e, como consequência, a oclusão das veias pulmonares. Também foi descrito que 

esse alcaloide pode provocar fibrose pulmonar em camundongos (GOMEZ-ARROYO et al., 

2012). Portanto, o modelo de monocrotalina é uma estratégia efetiva para se estudar a 

hipertensão pulmonar e investigar os possíveis métodos de intervenção e/ou tratamento nessa 

doença. 

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO NA HAP 

Além dos fatores que estimulam o dano endotelial como o aumento da produção de 

vasodilatadores e diminuição de vasoconstritores, o estresse oxidativo (EO) possui um papel 

importante na modulação HAP. O EO está associado à diminuição da capacidade antioxidante 

das células, evidenciado pela redução da expressão da atividade de enzimas antioxidantes, 
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como, por exemplo, a superóxido dismutase (SOD), e aumento da produção de espécies reativas 

de oxigênio (EROs), gerando as principais EROs envolvidas nas vias de sinalização celular: 

superóxido (O2
·-) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (JERNIGAN et al., 2017). O termo EROs 

inclui radicais livres que são naturalmente formados como subprodutos do metabolismo do 

oxigênio e a elevada formação de EROs é favorecida quando há um desequilíbrio entre a 

produção de moléculas altamente reativas e a degradação das mesmas, podendo provocar danos 

oxidativos ao DNA, às proteínas e reagir com enzimas e lipídeos de membrana. Nesse contexto, 

podemos ainda salientar o óxido nítrico (NO), o qual em altas concentrações se combina não-

enzimaticamente com o superóxido para formar o peroxinitrito (ONOO-), com o O2 para formar 

trióxido de dinitrogênio (N2O3) ou ainda formar dióxido de nitrogênio (NO2), dando origem às 

denominadas espécies reativas de nitrogênio (ERNs), também responsáveis pelo EO (SMITH; 

MARKS; LIEBERMAN, 2007). Para impedir o dano oxidativo modulando a alta formação de 

moléculas oxidantes, as células possuem um sistema antioxidante que incluem as enzimas SOD, 

catalase (CAT) e a glutationa-peroxidade (GPx) (NELSON; COX, 2014).  

O EO na HAP promove danos aos cardiomiócitos e compromete a sinalização, 

resultando em disfunção celular ao ativar vias de necrose e/ou apoptose. O aumento dos níveis 

de EROs que ocorrem na HAP pode prejudicar a contratilidade das células do VD pelo fato de 

modificarem a expressão de proteínas envolvidas na contração, como a Ca2+-ATPase do 

retículo sarcoendoplasmático (SERCA) (TÜRCK et al., 2018). No processo de remodelamento 

ventricular direito, o aumento das EROs pode potencialmente inibir a angiogênese, resultando 

em isquemia, a qual pode contribuir para a rápida perda de função do VD (RYAN et al., 2015). 

Além disso, o EO aumentado nos cardiomiócitos do ventrículo direito estimula a ativação de 

vias de transcrição da hipertrofia e dilatação do VD, favorecendo assim, a insuficiência cardíaca 

direita (DOS SANTOS LACERDA et al., 2017). 

As principais fontes de EROs na vasculatura pulmonar incluem a óxido nítrico sintase 

endotelial (eNOS) desacoplada, a disfunção mitocondrial e as enzimas NADPH oxidase e a 

xantina oxidase (XO). A enzima XO favorece a produção de EROs na HAP, especialmente O2
- 

e H2O2, por meio do metabolismo da guanosina monofosfato (GMP). Em um estudo com ratos 

neonatos expostos a hipóxia crônica foram avaliados os efeitos de inibidores da formação de 

EROs bem como a atividade da XO. Os resultados demonstraram aumento da atividade dessa 

enzima em filhotes submetidos à hipóxia, porém, houve uma atenuação no remodelamento 

vascular pulmonar com a utilização dos inibidores da formação de EROs (JANKOV et al., 

2008). A atividade da XO também foi medida no plasma de pacientes com HAP idiopática sem 

tratamento e apresentou-se aumentada em comparação com pacientes saudáveis, podendo esse 
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dado indicar a XO como sendo um fator contribuinte para a disfunção endotelial na HAP 

(SPIEKERMANN; SCHENK; HOEPER, 2009). A enzima NADPH oxidase, por sua vez, 

catalisa a transferência de um elétron do NADPH para o O2 formando O2
·- (SMITH; MARKS; 

LIEBERMAN, 2007), portanto também contribuindo para a produção de EROS na HAP. 

Existem cinco isoformas da enzima NADPH oxidase: Nox1, Nox2, Nox3, Nox4 e Nox5, essas 

sendo expressas em várias células, como células endoteliais, imunes e fibroblastos. No entanto, 

somente as Nox1, 2 e 4 são mais amplamente estudadas, pois sabe-se que estão presentes em 

células musculares lisas das artérias pulmonares e que colaboram para a produção de O2
- na 

HAP (HUETSCH; SURESH; SHIMODA, 2019). Em um modelo de estudo com MCT em 

ratos, demonstrou-se um aumento na produção de O2
- intracelular e na proliferação das células 

musculares lisas das artérias pulmonares em virtude do aumento da expressão de Nox1 (VEIT 

et al., 2013). Com relação à Nox2, a qual possui duas subunidades ligadas à membrana (gp91phox 

e p22phox), foi relatado aumento da expressão de gp91phox em ratos MCT. Quanto à Nox4, a 

inibição farmacológica dessa isoforma foi capaz de prevenir o aumento de hipertrofia do VD e 

atenuar a progressão da doença em ratos MCT (HUETSCH; SURESH; SHIMODA, 2019). 

A vasoconstrição induzida pela diminuição dos níveis de NO endógeno nos vasos 

pulmonares é um dos principais fatores nos estágios iniciais da HAP. O NO provoca o 

relaxamento da musculatura lisa dos vasos e sua síntese ocorre a partir do substrato l-arginina 

principalmente através da enzima eNOS. Seu metabolismo é intimamente regulado pela 

dimetilarginina assimétrica (ADMA), a qual é uma inibidora endógena da produção de NO e 

apresenta níveis significativamente elevados na HAP. Do mesmo modo, a baixa disponibilidade 

de l-arginina e do cofator tetrahidrobiopterina (BH4), essenciais para a geração de NO, favorece 

o processo de desacoplamento da eNOS, contribuindo para o aumento da geração de EROS na 

HAP (ZHANG et al., 2015) (AGGARWAL et al., 2013). 
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Figura 3 - Geração de EROs na HAP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de (AGGARWAL et al., 2013). 

A diminuição da capacidade antioxidantes na HAP implica diretamente na progressão da 

doença e é evidenciada pela redução das defesas enzimáticas, entre as quais podemos citar SOD, 

CAT e GPx. A SOD converte o O2
·- em peróxido de hidrogênio (H2O2), sendo chamada de 

defesa primária contra o estresse oxidativo, uma vez que o superóxido é um iniciador de reações 

oxidativas em cadeia. Existem três isoenzimas da SOD: SOD1 (Cu+-Zn²+) presente no citosol; 

SOD2 (Mn²+) presente nas mitocôndrias e a SOD3 (Cu+-Zn²+) encontrada extracelularmente 

(SMITH; MARKS; LIEBERMAN, 2007). Como primeira linha de defesa antioxidante, a SOD 

desempenha um papel importante na proteção da célula reduzindo os níveis de superóxido e, 

consequentemente, aumentando a disponibilidade de NO. Na HP, já foi demonstrado que a 

expressão da SOD2 está diminuída em pacientes com HAPI (XU et al., 2011). A CAT, por sua 

vez, reduz o peróxido de hidrogênio, prevenindo a formação de espécies mais reativas, como o 

radical hidroxil (OH·-) (SMITH; MARKS; LIEBERMAN, 2007). Estudos mostram que 

reduções na atividade da CAT estão relacionadas com a progressão da HAP (AGGARWAL et 

al., 2013). A GPx é da família de enzimas de selênio, sendo um tripeptídeo formado por 

glutamato, cisteína e glicina. Nas reações catalisadas por essa enzima, os grupos sulfidrilas 

reativos reduzem o peróxido de hidrogênio à água e as duas moléculas de glutationa são 

oxidadas para formar uma única molécula, a glutationa-dissulfeto (SMITH; MARKS; 

LIEBERMAN, 2007). Ainda são escassos estudos com a atividade da GPx na HAP, porém 

alguns trabalhos sugerem que os níveis de GPx em pacientes com HAP idiopática estão 
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diminuídos (AGGARWAL et al., 2013). Desse modo, devido à importância do EO no 

desenvolvimento e na progressão da HAP, é essencial o estudo dos mecanismos pelos quais o 

dano oxidativo contribui para a doença e das análises de como os componentes antioxidantes 

colaboram para atenuação da HAP.  

1.6 EXTRATO DE MIRTILO 

O consumo de pequenas frutas (berries) tem sido fortemente associado à redução de 

risco cardiovascular devido a sua alta capacidade antioxidante, visto que essas são ricas em 

compostos fenólicos (HUANG et al., 2016). Os polifenóis apresentam uma variedade de 

mecanismos de ação: além de sua ação antioxidante também podem interagir com vias que 

modulam a resposta inflamatória, ativando fatores de transcrição, como o fator nuclear eritroide 

2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) e inibindo o NfkB (COZZOLINO, 2016). Em especial, destaca-

se o mirtilo, que pertence à família das Ericaceae, gênero Vaccinium, o qual é caracterizado 

por sua composição química contendo elevadas concentrações de polifenóis como ácidos 

fenólicos, flavonoides, antocianinas e proantocianidinas, e em menores concentrações, 

carotenoides (JOSEPH; EDIRISINGHE; BURTON-FREEMAN, 2014) (BECKER; KONDA, 

2014).  

Figura 4 - Imagem representativa da Vaccinium spp. 

 

Fonte: disponível na web em: <https://www.medicalnewstoday.com/articles/287710.php> 

Há variações do conteúdo total de compostos fenólicos e antocianinas entre diferentes 

variedades de mirtilo, mas a maturação dos frutos na colheita parece afetar positivamente a 

quantidade desses compostos. A atividade antioxidantes do mirtilo pode variar conforme 

condições ambientais antes da colheita, estágio de maturação do fruto após a colheita e 

condições de armazenamento e processamento (REQUE et al., 2014). 
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Quadro 2 - Principais composto antioxidantes encontrados no mirtilo. 

 

 

Fonte: Adaptado de (BECKER; KONDA, 2014). 

O consumo de mirtilo tem sido relacionado à prevenção e tratamento de doenças 

crônicas não transmissíveis, como câncer, diabetes mellitus e doenças neurodegenerativas, além 

de estar relacionado com efeitos benéficos para a visão (REQUE et al., 2014). 

Estudos com o extrato de mirtilo demonstraram melhora sobre parâmetros de estresse 

oxidativo em lesão de cardiomiócitos. In vitro, frações fenólicas do mirtilo foram efetivas para 

prevenir a morte e a hipertrofia das células cardíacas adultas induzidas por noradrenalina. Além 

disso, foram capazes de melhorar a função contrátil e impedir a redução da atividade das 

enzimas antioxidantes SOD e CAT (MATTERA et al., 2017). Também in vitro, outro estudo 

demonstrou efeitos cardioprotetores do extrato de mirtilo durante um modelo de isquemia-

reperfusão em ratos, gerando aumento na captura do radical superóxido, preservando a níveis  

da glutationa (GSH) e aumentando a expressão de NOS e Akt (LOPERA et al., 2013). Em um 

modelo de administração de ciclofosfamida para indução de lesão cardíaca em ratos, os animais 

tratados com extrato de mirtilo enriquecido com antocianinas apresentaram atenuação da 

disfunção cardíaca, indicada pela redução da hipertrofia, redução da fibrose do ventrículo 

esquerdo, diminuição da expressão de citocinas pró-inflamatórias, aumento de citocinas anti-

inflamatórias e de enzimas antioxidantes (MATTERA et al., 2017). As intervenções para o 

tratamento da HAP ainda se restringem à terapia farmacológica, embora existam estratégias 

antioxidantes experimentais como, por exemplo, enzimas antioxidantes endógenas clássicas 

SOD, CAT e GPx, moléculas antioxidantes miméticas e inibidores da geração de EROs 

(SUZUKI; STEINHORN; GLADWIN, 2013). Contudo, ainda não se demonstrou o uso do 

Compostos 

fenólicos 

Ácidos fenólicos: ácido hidroxibezóico e ácido hidroxicinâmico 

(ácido clorogênico) 

Flavonoides: quercetina e miricetina. Geralmente encontrados na 

forma de glicosídeos (ligados a um açúcar). 

Antocianinas (pertence ao subgrupo dos flavonoides): pigmento 

responsável pela cor da fruta. As principais antocianinas 

encontradas no mirtilo são: cianidina, delfinidina, malvidina, 

pelargonidina, peonidina e petunidina. 

Protoantocianidinas: procianidina. 

Carotenoides 
Pigmento presente em concentrações menores, mas sua presença 

contribui como um precursor do aroma da fruta. 
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mirtilo ou de intervenções dietoterápicas com alimentos ricos em antioxidantes em pacientes 

com HAP. 

2. JUSTIFICATIVA 

A HAP é considerada uma doença com um quadro severo desde o seu diagnóstico e 

existem várias etiologias para o início do seu desenvolvimento, fazendo com que não exista um 

tratamento exclusivo ou cura para essa doença. A terapia farmacológica adotada para o 

tratamento da HAP está baseada em medicamentos com mecanismo de ação vasodilatador, 

como análogos de prostaciclinas e antagonistas do receptor de endotelina. Assim, devido à 

importância em prevenir essa doença, o interesse em explorar novas abordagens terapêuticas 

naturais e de fontes alimentares está ganhando notoriedade com a premissa de obter mais 

benefícios e melhores resultados em relação à proteção contra o estabelecimento da HAP.  

Neste sentido, estudar novas estratégias terapêuticas, com potencial antioxidante na 

dieta, como o extrato de mirtilo, pode melhorar os parâmetros relacionados ao estresse 

oxidativo no ventrículo direito e pode reduzir as alterações cardiopulmonares que ocorrem na 

HAP. 

3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o efeito do extrato de mirtilo sobre o estresse oxidativo no ventrículo direito no 

modelo de hipertensão pulmonar. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Analisar os índices de hipertrofia ventricular cardíaca direita através dos 

parâmetros morfométricos: 

- VD/massa corporal e VD/comprimento da tíbia. 

 Analisar parâmetros funcionais do ventrículo direito através do ecocardiograma: 

- Mudança de área fracional (MAF) e débito cardíaco (DC). 

 Analisar o imunoconteúdo (via Western Blot) das seguintes proteínas no ventrículo 

direito: 

- Expressão da enzima glutationa peroxidase (GPx 1/2); 

- Expressão da enzima xantina oxidase (XO); 

- Expressão da enzima superóxido dismutase (SOD1); 

- Expressão da enzima catalase (CAT); 

- Expressão do receptor TLR4 (receptor envolvido na inflamação); 
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- Expressão do Myd88 (modulador da inflamação). 

 Analisar o balanço redox: 

- Medir conteúdo de espécies reativas totais no tecido ventricular direito (ensaio DCF-

DA). 

- Medir a peroxidação de lipídios via técnica de quimioluminescência. 

- Medir o conteúdo de sulfidrilas totais. 

- Medir atividade das enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). 

- Medir atividade das enzimas Superóxido Dismutase (SOD) e NADPH oxidase (Nox). 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

Observação: O trabalho desenvolvido pela aluna Isadora Schein Salvador foi uma parte 

do projeto de doutorado “AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO EXTRATO DE MIRTILO 

SOBRE O VENTRÍCULO DIREITO DE RATOS COM HIPERTENSÃO ARTERIAL 

PULMONAR INDUZIDA POR MONOCROTALINA” do aluno de doutorado (PPG-

Fisiologia UFRGS) Patrick Türck. Para o designado trabalho, as amostras de tecido cardíaco 

direito já se encontram estocadas em freezer -80ºC após tratamento dos animais dos diferentes 

grupos experimentais (CEUA #32192).   

Previamente, 28 ratos Wistar machos (30 dias de idade) foram randomizados em três 

grupos experimentais (Controle - CTR, n=9; Monocrotalina - MCT, n=10; Monocrotalina + 

Mirtilo - MCT + BB100, n=9). Os animais dos grupos MCT e MCT+BB100 foram submetidos 

à HAP pela administração de dose única de monocrotalina (60 mg/kg - intraperitoneal), 

enquanto animais do grupo CTR receberam dose única de salina. Durante 5 semanas os animais 

do grupo MCT+BB100 foram tratados com extrato de mirtilo na dose 100 mg/kg/dia via 

gavagem (14 dias de pré-tratamento – pré administração da monocrotalina - e 21 dias de pós-

tratamento), enquanto os animais do grupo CTR e MCT receberam água na mesma proporção. 

No 34º dia de protocolo experimental foi realizado o ecocardiograma e no 35 º dia foi realizada 

eutanásia e coleta dos ventrículos direitos para posterior análises bioquímicas e de expressão 

proteica (Figura 5). 
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Figura 5 - Protocolo experimental do estudo. 

 

Fonte: Da autora. 

4.2 MORFOMETRIA 

Os seguintes índices foram utilizados para avaliação da hipertrofia ventricular direita: 

peso VD/massa corporal (MC) e peso VD/comprimento da tíbia (YIN et al., 1982). 

4.3 ECOCARDIOGRAMA 

Para este procedimento, os animais foram anestesiados com a combinação de dois 

anestésicos cetamina (90 mg/kg, I.P) e xilazina (10 mg/kg, I.P), submetidos à tricotomia da 

região torácica e colocados em posição de decúbito lateral. As imagens foram obtidas através 

do modo bidimensional e Doppler pulsátil (Philips HD7 Ultrasound System), com o uso de um 

transdutor S12-4 (Philips). Foram avaliados a mudança de área fracional (MAF) e o débito 

cardíaco (DC) do VD. 

4.4 PREPARAÇÃO DO TECIDO 

O coração foi imediatamente armazenado em nitrogênio líquido após retirado e estocado 

em freezer (-80°C) até análises. A homogeneização do coração foi realizada por 40 segundos 

com o homogeneizador de tecidos Ultra-Turrax (OMNI Tissue Homogeneizer, OMNI 

International, EUA), na presença de KCl 1,15% (5 ml/g de tecido) e fluoreto de fenil metil 

sulfonil (PMSF) na concentração de 100 mmol/L. Em seguida, os homogeneizados foram 

centrifugados por 20 minutos a 10000 g a 4°C.  O sobrenadante foi retirado e armazenado em 

freezer (-80°C) para posteriores análises do estado redox. As proteínas foram quantificadas pelo 

método descrito por Lowry e colaboradores (LOWRY et al., 1951). 
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4.5 BALANÇO REDOX 

4.5.1 Conteúdo de espécies reativas totais 

O método baseia-se na mensuração da fluorescência produzida pela oxidação do DCFH-

DA (diacetato de 2, 7-diclorofluoresceína) pelas espécies reativas de oxigênio presentes na 

amostra. Para a quantificação, foi utilizada uma curva padrão com concentrações conhecidas 

de DCF. A fluorescência foi medida usando comprimentos de onda de excitação (480nm) e 

emissão (535nm) (LS 55 Fluorescence Spectrometer, Perkin Elmer, MA, EUA). Os resultados 

foram expressos em pmol de DCF formado/mg de proteína (LEBEL; ISCHIROPOULOS; 

BONDY, 1992).  

4.5.2 Peroxidação de lipídeos 

 A peroxidação lipídica foi avaliada por meio da quimioluminescência (QL) conforme 

descrito por (REPETTO; SEMPRINE; BOVERIS, 2012). A quimioluminescência foi iniciada 

pela adição de hidróxido de tert-butil (TBOOH) e quantificada em cintilador (LKB Wallac 

RackBeta Liquid Scintillation Spectrometer 1215, AUS) operando como luminômetro com 

fototubos sensíveis a emissões na faixa de 380-620 nm. Os resultados foram expressos como 

CPS/mg proteína. 

4.5.3 Conteúdo de sulfidrilas 

O conteúdo de sulfidrilas, que representa uma defesa antioxidante não enzimática, está 

inversamente correlacionado com a o dano oxidativo a proteínas. Para o ensaio de sulfidrilas, 

foram adicionados 0,1 mM de DTNB a 15 uL de amostra, que foram incubados durante 30 min 

à temperatura ambiente no escuro, tal como descrito (AKSENOV; MARKESBERY, 2001). A 

absorbância (medição da formação de TNB) foi medida espectrofotometricamente a 412 nm 

(Anthos Zenyth 200 RT, Biochrom, Reino Unido) e os resultados expressos como nmol 

TNB/mg proteína. 

4.5.4 Atividade da CAT 

A atividade da enzima catalase foi determinada espectrofotometricamente observando-

se o decaimento da concentração de peróxido de hidrogênio durante 10 minutos. Para esse 

ensaio, foram utilizados 10 µl de amostra na presença de 995 µl de tampão fosfato 50 mM pH 

7,0 com 35 µl de peróxido de hidrogênio. Os resultados foram expressos em consumo de 

H2O2/min/mg proteína. 

4.5.5 Atividade da GPX 

A atividade de GPx foi medida avaliando a taxa de oxidação de NADPH a 340 nm na 

presença de glutationa reduzida (GSH) e enzima glutationa redutase, usando azida (N3Na) para 
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inibição de catalase e hidroperóxido de tert-butil (TBOOH) como o iniciador da reação 

(MILLS, 1957). Os resultados foram expressos como nmol NADPH/min/mg de proteína. 

4.5.6 Atividade da SOD 

A técnica para determinação da SOD baseou-se na inibição da reação do ânion radical 

superóxido com o composto pirogalol. Utilizou-se uma solução tampão (Tris-base 50 mmol/L; 

EDTA 1 mmol/L, pH 8,2), pirogalol 24 mmol/L (em ácido clorídrico a 10 mmol/L) e catalase 

30 µmol/L. Para se ter o resultado em unidades de SOD, necessita-se de um fator de calibração. 

Portanto, fez-se necessário a construção de uma curva padrão com concentrações conhecidas 

de SOD (Superoxide Dismutase from bovine, lyophilized powder, ≥ 1500 units/mg protein, 

Sigma Aldrich, MI, EUA). A oxidação do pirogalol leva à formação de um produto colorido, 

detectado espectrofotometricamente a 420 nm (Cary 1E UV-Visible Spectrophotometer, 

Varian, CA, EUA). A atividade da SOD pode ser determinada medindo-se a velocidade de 

formação do pirogalol oxidado. Os resultados foram expressos em U SOD/mg de proteína. 

4.5.7 Atividade da NADPH oxidase 

A atividade da enzima NADPH oxidase foi determinada espectrofotometricamente 

observando-se o consumo de NADPH a 340 nm durante um intervalo de 20 minutos. Para esse 

ensaio, foram utilizados 25 µl de amostra na presença de 925 µl de tampão fosfato de sódio 100 

mM, adicionando-se 50 µl de NADPH 1 mg/mL (N1630 Sigma Aldrich, MI, EUA) (WEI et 

al., 2006). Os resultados foram expressos como nmol NADPH/min/mg proteína. 

4.6 EXPRESSÃO PROTEICA (WESTERN BLOT) 

Para o isolamento das proteínas, as amostras de tecido cardíaco direito foram 

descongeladas em tampão Tris-EDTA gelado (Tris HCl 100mM, EDTA 5mM, pH=7,4) e 

homogeneizadas com a utilização do homogeneizador Ultra-Turrax (Tissue Homogeneizer, 

OMNI International, EUA) em dois pulsos de 15 segundos com intervalos de 10 segundos. 

Foram adicionados ao tampão aprotinina (10μg/ml) e fluoreto de fenilmetilsulfonil (20µM), 

para prevenir degeneração proteica. As concentrações de proteína foram analisadas e utilizadas 

para normalizar a quantidade de proteína carregada nos géis (LOWRY et al., 1951). 

Foram expostas 100µg de proteína à eletroforese de gel monodimensional de dodecil 

sulfato de sódio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema descontínuo usando diferentes 

porcentagens de gel fixador. As proteínas separadas foram transferidas através de eletroforese 

para membrana usando tampão Towbin modificado, contendo Tris 20mM, glicina 150mM, 

metanol 20% (V/V), SDS 0,02% (P/V) (pH=8,3) em uma cuba de transferência resfriada. Após, 

os sítios de proteínas inespecíficas foram bloqueados através de 1 hora de incubação com 
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solução bloqueadora (5% (P/V) de leite desnatado) em tampão Tris salina 0,1% (P/V), tween-

20. As membranas foram processadas por imunodetecção usando os seguintes anticorpos 

primários: anti-Nrf2, anti-TLR4, anti-MyD88, anti-SOD1, anti-Catalase, anti-Xantina oxidase, 

anti-Glutationa peroxidase, (Santa Cruz Biotechnology). Os anticorpos primários foram 

detectados usando os seguintes anticorpos secundários: “goat anti-rabbit ou rabbit anti-goat 

horseradish peroxidase” e as membranas foram reveladas por quimiluminescência com auxílio 

do fotodocumentador GE ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, IL, EUA). Os pesos 

moleculares das bandas de proteínas foram determinados em referência a um marcador de peso 

molecular (RPN 800 rainbow full range Bio-Rad, CA, EUA). Os resultados de cada membrana 

foram normalizados pelo método de Ponceau (KLEIN et al., 1995). 

4.7 ESTATÍSTICA 

As médias e desvios-padrão foram calculados para cada uma das medidas realizadas e 

para cada um dos grupos estudados. O teste de Shapiro-Wilk foi usado para determinar a 

normalidade dos dados. Para os dados com distribuição normal, as comparações foram feitas 

através de ANOVA de uma via complementada com o pós-teste de Tukey. Kruskal-Wallis foi 

usado para comparar dados não paramétricos, complementado com o pós-teste de Dunn. As 

diferenças foram consideradas significativas quando a análise estatística mostrou P <0,05. O 

software GraphPad Instat 6.01 para Windows foi utilizado como ferramenta de análise 

estatística. 

5. RESULTADOS 

5.1 PARÂMETROS MORFOMÉTRICOS DO VENTRÍCULO DIREITO 

O tratamento com extrato de mirtilo na dose de 100 mg/kg/dia (MCT + BB100) atenuou os 

índices de hipertrofia cardíaca direita (VD/massa corporal - MC - e VD/comprimento da tíbia) 

quando comparado com o grupo MCT (Figura 6). 

Figura 6 - Efeitos do extrato de Mirtilo (BB) sobre a hipertrofia cardíaca explicitada como (A) razão 

VD/MC e (B) razão VD/comprimento da tíbia.



32 

 

(A) 

  

(B) 

 

Nota: Grupo Controle (CTR, n= 8), Monocrotalina (MCT, n = 8) e Monocrotalina + Mirtilo (MCT + BB100, n = 

7) tratados durante 35 dias via gavagem. Os valores representam a média ± desvio padrão. ANOVA de uma via 

seguido do pós-teste de Tukey para múltiplas comparações entre os grupos. a- diferente de CTR; b- diferente de 

MCT. 

 

5.2 PARÂMETROS FUNCIONAIS DO VENTRÍCULO DIREITO 

Os animais do grupo MCT apresentaram diminuição da mudança de área fracional 

(MAF) e do débito cardíaco (DC) ventricular direito em comparação com o grupo CTR, 

enquanto o tratamento com extrato de mirtilo 100 mg/kg/dia melhorou esses parâmetros (Figura 

7). 

Figura 7 - Efeitos do extrato de Mirtilo (BB) sobre parâmetros funcionais do VD (A) mudança de área fracional 

(MAF) e (B) débito cardíaco (DC).

(A) 

 

(B) 

 

Nota: Grupo Controle (CTR, n = 8), Monocrotalina (MCT, n = 8) e Monocrotalina + Mirtilo (MCT + BB100, n = 

8) tratados durante 35 dias via gavagem. Os valores representam a média ± desvio padrão. ANOVA de uma via 

seguido do pós-teste de Tukey para múltiplas comparações entre os grupos. a- diferente de CTR; b- diferente de 

MCT. 
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5.3 BALANÇO REDOX NO VENTRÍCULO DIREITO 

5.3.1 Estresse oxidativo 

Em relação ao conteúdo total de espécies reativas, não se observou diferença entre os 

grupos experimentais (Figura 8A). No entanto, o tratamento com extrato de mirtilo na dose de 

100 mg/kg/dia (MCT + BB100) foi capaz de atenuar o aumento da oxidação lipídica 

evidenciado no grupo MCT (Figura 8B). Da mesma forma, o tratamento com extrato de mirtilo 

na dose de 100 mg/kg/dia (MCT + BB100) reduziu a atividade da enzima NADPH oxidase 

(importante fonte formadora do ânion radical superóxido), a qual se encontra aumentada no 

grupo MCT (Figura 8C). Não se observou diferenças na expressão da enzima xantina oxidase 

entre os grupos (Figura 8D). 

Figura 8 - Efeitos do extrato de Mirtilo (BB) sobre (A) produção de espécies reativas totais; (B) oxidação 

lipídica; (C) atividade da enzima NADPH oxidase; (D) expressão proteica da enzima xantina oxidase no 

ventrículo direito.

(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

 

 

 

 

 

 

(D)
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Nota: Animais do grupo Controle (CTR, na = 9; nb = 10; nc = 9; nd = 6), Monocrotalina (MCT, na = 8; nb = 9; nc = 

8; nd = 6) e Monocrotalina + Mirtilo (MCT + BB100, na = 6; nb = 7; nc = 7; nd = 6) tratados durante 35 dias via 

gavagem. Os valores representam a média ± desvio padrão. ANOVA de uma via seguido do pós-teste de Tukey 

para múltiplas comparações entre os grupos para (A), (B) e (C). Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn para 

(D) - Western Blot. a- diferente de CTR; b- diferente de MCT. 

5.3.2 Defesas antioxidantes 

 O tratamento com extrato de mirtilo na dose de 100 mg/kg/dia (MCT + BB100) foi 

capaz de aumentar a atividade da enzima catalase em comparação com o grupo CTR. Porém, 

não se observou diferenças na expressão proteica entre os diferentes grupos experimentais 

(Figura 9A). Além disso, a atividade da enzima superóxido dismutase se mostrou reduzida nos 

grupos MCT +BB100 e MCT em comparação com o grupo CTR. Não se observou diferenças 

na expressão proteica da enzima SOD1 entre os diferentes grupos experimentais (Figura 9B). 

Não foram observadas diferenças na atividade e expressão proteicas da enzima glutationa 

peroxidase, bem como no conteúdo de sulfidrilas entre os diferentes grupos experimentais 

(Figura 9C e 9D). 

Figura 9 - Efeitos do extrato de Mirtilo (BB) sobre (A) atividade e expressão proteica da enzima catalase; (B) 

atividade e expressão proteica da enzima superóxido dismutase Cu/Zn; (C) atividade e expressão proteica da 

enzima glutationa peroxidase; (D) conteúdo de sulfidrilas no ventrículo direito. 

(A) 
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                                              (D) 

 



36 

 

Nota: Animais do grupo Controle (CTR, na = 9 - atividade enzimática; 6 - Western blot; nb = 8 - atividade 

enzimática; 6 - Western blot; nc = 8 - atividade enzimática; 6 - Western blot; nd = 9), Monocrotalina (MCT, na = 

10 - atividade enzimática; 6 - Western blot; nb = 9 - atividade enzimática; 6 - Western blot; nc = 8 - atividade 

enzimática; 6 - Western blot; nd = 10) e Monocrotalina + Mirtilo (MCT + BB100, na = 9 - atividade enzimática; 6 

- Western blot; nb = 9 - atividade enzimática; 6 - Western blot; nc = 8 - atividade enzimática; 6 - Western blot; nd 

=9) tratados durante 35 dias via gavagem. Os valores representam a média ± desvio padrão. ANOVA de uma via 

seguido do pós-teste de Tukey para múltiplas comparações entre os grupos para (A), (B), (C) - atividades 

enzimáticas e (D). Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn para múltiplas comparações entre os grupos para 

(A), (B) e (C) - Western Blots. a- diferente de CTR; b- diferente de MCT. 

5.4 INFLAMAÇÃO 

Não se observou diferença na expressão do receptor tipo Toll 4 e da proteína moduladora 

de inflamação MyD88 entre os diferentes grupos experimentais (Figura 10). 

Figura 10 - Efeitos do extrato de Mirtilo (BB) sobre a expressão do receptor do tipo Toll 4 (TLR4) no ventrículo 

direito.

(A) 

 

(B) 

Nota: Animais do grupo Controle (CTR, n = 6), Monocrotalina (MCT, n = 6) e Monocrotalina + Mirtilo (MCT + 

BB100, n = 6) tratados durante 35 dias via gavagem. Os valores representam a média ± desvio padrão. Kruskal-

Wallis seguido do pós-teste de Dunn para múltiplas comparações entre os grupos. a- diferente de CTR; b- diferente 

de MCT. 

6. DISCUSSÃO 

A HAP é uma doença marcada por alterações cardiopulmonares que aumentam a 

resistência vascular pulmonar e de forma progressiva levam à disfunção endotelial, associado 

com o estresse oxidativo e o processo inflamatório, que estimulam o quadro de severidade da 

doença (ABBAS K. ABUL, KUMAR; JON, 2013), contribuindo assim para a disfunção do VD 

e levando a uma insuficiência cardíaca direita (GALIÈ et al., 2016). O mirtilo é considerado 

uma fruta com forte característica antioxidante por possuir altas concentrações de compostos 

fenólicos e está atrelado à melhora de indicadores de estresse oxidativo em cardiomiócitos 
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(HUANG et al., 2016). Este estudo, sendo precursor em explorar uma alternativa terapêutica 

natural para o tratamento da HAP, demonstrou que o extrato do mirtilo foi capaz de promover 

uma melhora no equilíbrio redox do VD associado à atenuação dos parâmetros funcionais e 

morfométricos, evidenciados pela diminuição do remodelamento ventricular direito e 

indicadores de injúria celular, como também o aumento de DC e MAF. 

A hipertrofia gradual do VD desenvolvida na HAP pelo aumento de sobrecarga de 

pressão sustentada leva à redução da fração de ejeção e do DC, essa sendo descrita como 

hipertrofia mal adaptativa (RYAN et al., 2015). No nosso trabalho, os parâmetros 

morfométricos evidenciaram o aumento de massa do VD no grupo MCT, comparado ao grupo 

CTR, concordando com os resultados do estudo de (DE LIMA-SEOLIN et al., 2018). No 

entanto, no grupo tratado, o extrato de mirtilo foi capaz de atenuar os índices de hipertrofia 

cardíaca direita, sugerindo uma melhora desse indicativo. Com relação aos parâmetros 

funcionais do VD, na HAP descompensada há uma diminuição importante do DC, 

comprometendo a funcionalidade do coração (VONK NOORDEGRAAF; GALIE, 2011). No 

presente estudo, foi encontrada diminuição na MAF e no DC no grupo MCT comparada ao 

CTR, enquanto que no grupo tratado, o extrato do mirtilo melhorou as medidas funcionais do 

VD, indicando menor esforço do coração. A melhora desses fatores no tratamento com o extrato 

do mirtilo pode ser explicado pelo fato do mirtilo conter em sua composição nutricional 

compostos fenólicos com potenciais antioxidantes, como apresentado no estudo de (LEE et al., 

2017). Lee e colaboradores (2017) descreveram resultados similares ao nosso, nos quais ratos 

hipertensos com insuficiência cardíaca apresentaram melhora do remodelamento mal 

adaptativo do ventrículo esquerdo, quando tratados com compostos fenólicos estilbenoides por 

gavagem. A habilidade de compostos estilbenos, presentes no mirtilo, de atenuar alterações 

vasculares, assim como de aumentar a sobrevivência  celular dos  cardiomiócitos em modelo 

de isquemia cardíaca, quando administrados na dieta,  também devem ser relatadas (AHMET 

et al., 2009). Dessa forma, o mirtilo destaca-se pelo seu papel de protelar a progressão das 

doenças cardiovasculares em modelos experimentais, principalmente devido à ação 

antioxidante derivadas de seus componentes químico constituintes com potenciais 

farmacológicos. 

O EO pode provocar sérios danos aos componentes celulares por meio de EROs, sendo 

resultado da exacerbação da maquinaria enzimática da fosforilação oxidativa, em que existe um 

desequilíbrio entre a produção de espécies reativas e sua eliminação por um sistema de enzimas 

antioxidantes (NELSON; COX, 2014). A injúria do endotélio causada pela MCT está associada 

à concentração aumentada do O2
·-, resultando em perda do equilíbrio redox (DEMARCO, 
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2010). Uma fonte importante de O2
·- na HAP é a enzima NADPH oxidase encontrada nas 

células musculares lisas das artérias pulmonares, que catalisa a transferência de um elétron do 

NADPH para o O2 formando O2
·-. Dados da literatura já evidenciaram o aumento da atividade 

e expressão dessa enzima em modelo de hipertensão em ratos induzida pela MCT (VEIT et al., 

2013)(HUETSCH; SURESH; SHIMODA, 2019). Nossos resultados corroboram com 

resultados previamente apresentados pela bibliografia científica, uma vez que o grupo MCT 

apresentou maior atividade desta enzima pró-oxidante. Por outro lado, os ratos com hipertensão 

pulmonar tratados com o extrato de mirtilo demonstraram redução na atividade da NADPH 

oxidase. Este resultado justifica-se devido ao mirtilo possuir a capacidade antioxidante que 

inibe a atividade dessa enzima. Nesse contexto, o efeito cardioprotetor do extrato em questão 

pode ser mediado pelas ações do composto psterostilbeno (um tipo de estilbeno) nele presente, 

o qual pode ser capaz de reduzir a atividade da NADPH oxidase e, consequentemente, diminuir 

a produção de O2
·- no VD, como já evidenciado em outro estudo no modelo de HAP do nosso 

grupo de pesquisa (DOS SANTOS LACERDA et al., 2017). A diminuição das ERO’s na HAP 

é de suma importância, pois essas espécies reativas podem inibir os canais de potássio 

dependentes de voltagem existentes nas artérias pulmonares. Tais canais ao serem ativados, 

hiperpolarizam a célula fazendo com que haja relaxamento do vaso. Por outro lado, com altas 

concentrações de ERO’s, ocorre um bloqueio desses canais, promovendo vasoconstrição no 

leito pulmonar (COGOLLUDO et al., 2006). Dessa forma, há um aumento da resistência 

vascular pulmonar e também da pós-carga no VD, exigindo mais esforço do mesmo. Assim, o 

interesse no estudo de intervenções que atuam melhorando os mecanismos antioxidantes, a fim 

de manter a homeostase celular, é fundamental. 

O uso do mirtilo está ganhando destaque devido ao seu papel protetor em diversos 

modelos de doenças cardíacas, como foram evidenciados seus efeitos sobre o EO e defesas 

antioxidantes. Em um trabalho que induziu hipertrofia cardíaca com isoprelina (agonista β1) 

em ratos e utilizou o extrato das folhas da fruta para avaliar seus efeitos (ELADWY et al., 2018) 

foi demonstrado melhora na atividade da enzima CAT e diminuição da peroxidação lipídica 

nos grupos tratados com o extrato das folhas do mirtilo, resultado similar ao que encontramos 

em nosso trabalho nos animais tratados com o extrato de mirtilo. Em nosso estudo, foi 

encontrada diminuição da peroxidação lipídica no grupo tratado em comparação ao grupo 

MCT; além disso foi observado que no grupo MCT+BB100 apresentou também aumento da 

atividade da enzima CAT em comparação ao grupo CRT.  Esse resultado sugere que o uso do 

mirtilo gerou uma proteção antioxidante adicional com o aumento da atividade da enzima CAT, 

uma vez que a redução dessa enzima está relacionada com a progressão da HAP (AGGARWAL 
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et al., 2013). Em um outro estudo de lesão cardíaca induzida por ciclofosfamida, que usou 

extrato de mirtilo enriquecido com antocianinas (LIU et al., 2015) para avaliar a atividade da 

enzima SOD e GPx, observou-se a melhora da atividade da enzima SOD e da GPx no grupo 

tratado com o extrato enriquecido. Contudo, no presente estudo, a redução da atividade da SOD, 

induzida pela hipertensão pulmonar, não foi mitigada pelo tratamento com o extrato de mirtilo. 

O desencontro com os dados desse estudo pode ser explicado em virtude do protocolo 

experimental implementado ser distinto, no que se refere a dose do extrato administrada, o 

tempo de tratamento e o agente indutor do dano cardíaco, caracterizado por acometer com mais 

severidade o VE, enquanto que a MCT causa dano potencialmente no VD. Além disso, em um 

modelo de insuficiência cardíaca por deficiência de NO, constatou-se que o VD foi mais 

submetido a um EO em comparação ao VE juntamente com a incapacidade do VD em regular 

a SOD2 (SCHRECKENBERG et al., 2015). Esse estudo apresenta uma possível razão para o 

tratamento do extrato do mirtilo não ser capaz de aumentar a atividade da enzima SOD, visto 

que na HAP o VD está sob um elevado EO. Com relação à atividade e expressão da enzima 

GPx, a qual reduz a concentração de peróxido de hidrogênio, em nosso estudo, não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos experimentais. Esse resultado pode ser 

explicado pelo aumento da atividade de CAT, uma vez que essa enzima é importante no 

metabolismo do peróxido de hidrogênio, e como consequência disso a CAT poderia estar 

compensando a atividade da enzima GPx, metabolizando o peróxido de hidrogênio (SMITH; 

MARKS; LIEBERMAN, 2007). Existe uma interação entre o estresse oxidativo e o 

estabelecimento da inflamação na hipertensão pulmonar (WEN et al., 2019). 

O processo inflamatório é um componente importante que está envolvido no 

desenvolvimento e progressão da HAP, visto que a maior produção de citocinas inflamatórias, 

como IL-1β, IL-6 e TNF-α, também aumenta a produção de ERO’s. A produção dessas 

citocinas são mediadas pela cascata de inflamação, podendo ser iniciada pelo receptor TLR4 e 

a proteína MyD88. Em modelo de hipóxia crônica, um estudo demonstrou que os animais que 

possuíam a expressão do receptor, desenvolveram HAP, apresentando alterações 

cardiopulmonares em comparação aos ratos com ausência do receptor (YOUNG et al., 2010). 

Liu e colaboradores observaram aumento da expressão de TLR4 no grupo com lesão cardíaca 

induzida por ciclofofasmida, enquanto houve diminuição dessa expressão nos grupos tratados 

com o extrato de mirtilo enriquecido com antocianinas. Nosso trabalho verificou a expressão 

do receptor TLR4 e da proteína MyD88 no VD, sendo que não houve diferença entre os grupos 

experimentais. A incompatibilidade com os dados da literatura pode ser explicada de forma que 

a inflamação seja um fenômeno que se pronuncia mais ativamente no início do 
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desenvolvimento da HAP; diferentemente, nossa janela temporal de análise foi 21 dias pós-

indução com monocrotalina, período no qual os animais possivelmente já não apresentem um 

quadro inflamatório tão severo.  

7. CONCLUSÃO 

O uso de antioxidantes naturais tem demonstrado benefícios quando associado às doenças 

cardiovasculares. Em especial o mirtilo, por apresentar uma elevada capacidade antioxidante 

com grandes concentrações de compostos fenólicos em sua composição nutricional, pode ser 

considerado uma alternativa de método terapêutico natural na HAP. Até o presente estudo, 

intervenções dietoterápicas com alimentos ricos em antioxidantes ainda não haviam sido 

exploradas na HAP. Com isso, considerando os resultados obtidos, podemos destacar que o 

extrato de mirtilo atenuou a piora dos parâmetros funcionais do VD na HAP, associado à 

melhora do estado redox do VD (Figura 11). 

Sendo assim, o hábito de uma ingestão regular de alimentos ricos em antioxidantes na 

dieta, como o mirtilo, pode ser considerada uma estratégia dietoterápica eficaz para promover 

benefícios e proteção contra o desenvolvimento de doenças cardiovasculares crônicas que 

comprometem o equilíbrio redox, como é o caso da HAP. 

Figura 11 – Efeitos do extrato do mirtilo no VD. 

Fonte: Da autora. 
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