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IMPACTO E RELEVANCIA DA PESQUISA PARA A SOCIEDADE

Esta pesquisa investigou como a Hidroxicloroquina (HCQ), um remédio usado
ha muitos anos para tratar doencas reumaticas, como maléaria, lipus e artrite
reumatoide, afeta o coracdo e alguns processos relacionados ao metabolismo.
Embora esse medicamento seja amplamente utilizado, seus efeitos no corpo ainda
geram duvidas. Alguns estudos indicam que ele pode causar problemas no coracao e
no metabolismo, enquanto outros sugerem que pode ter efeitos protetores. No
entanto, ha poucas pesquisas analisando como a HCQ age especificamente em
pessoas com pressao alta (hipertensao), uma condigcdo muito comum e que aumenta
o risco de doencas cardiovasculares.

Os resultados deste estudo mostraram que a HCQ age de forma diferente
dependendo do nivel da presséo arterial. Essas descobertas sdo importantes porque
mostram que a HCQ pode influenciar no tratamento de problemas do coracdo em
pessoas com hipertensdo. Saber exatamente como esse medicamento age no
organismo € essencial para garantir que ele seja usado de forma segura,
especialmente por quem precisa toma-lo por muito tempo.

Além disso, essa pesquisa abre caminho para novos estudos em humanos, que
poderdo confirmar se esses efeitos observados em ratos também acontecem em
pessoas hipertensas. Isso pode ajudar a melhorar a forma como a HCQ é usada,
garantindo que seus beneficios sejam aproveitados enquanto se evitam possiveis
riscos. Assim, este estudo tem um impacto tanto na ciéncia basica quanto na pratica

médica, auxiliando no uso mais seguro e eficiente desse medicamento.



“A tarefa nao é tanto ver aquilo que
ninguém viu, mas pensar 0 que ninguém
ainda pensou sobre aquilo que todo mundo

ve.

Arthur Schopenhauer

“O primeiro gole do copo das ciéncias
naturais o tornara um ateu. Mas, no fundo do
copo, Deus estara esperando por vocé.”

Werner Heisenberg
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RESUMO

A Hidroxicloroquina (HCQ) é amplamente utilizada para o tratamento de doencas
reumaticas. Estudos mostram que pacientes que utilizam essa medicacdo podem
apresentar alteracfes cardiovasculares e metabdlicas. Por outro lado, pesquisas
indicam que a HCQ pode ter efeitos protetores sobre o coracdo e o metabolismo. No
entanto, h& poucos estudos avaliando seus efeitos em condi¢bes de hipertensao.
Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos cardiovasculares
da HCQ e se esses efeitos diferem em animais hipertensos. Foram utilizados ratos
machos normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR, spontaneously hypertensive rats),
com 16 semanas de vida. Os grupos experimentais foram divididos em Wistar veiculo,
Wistar HCQ, SHR veiculo e SHR HCQ. Os animais receberam solucao salina ou HCQ
(40mg/kg/dia) por gavagem, durante 30 dias. O peso corporal, 0 consumo de agua e
racdo, a pressao arterial sistolica (PAS) e a frequéncia cardiaca (FC) foram avaliados
semanalmente. A PAS e FC foram analisadas por pletismografia de cauda. A
contratilidade cardiaca foi avaliada pela técnica de coracdo isolado com pressao
constante. A reatividade aortica foi avaliada em anéis isolados de aorta em sistema
de banho de 6rgéos. Os seguintes 6rgaos foram coletados para pesagem e/ou analise
histoldgica e molecular: ventriculo esquerdo (VE), figado, pancreas e tecidos adiposos
branco e marrom. Os animais normotensos tratados com HCQ apresentaram reducao
no peso corporal em comparacao ao basal e ao grupo veiculo no mesmo periodo.
Tanto os animais hipertensos tratados quanto os animais néo tratados apresentaram
aumento semelhante do peso corporal. Os ratos Wistar tratados com HCQ
consumiram menos racao e agua do que seu grupo controle, e houve reducdo na
ingestdo hidrica em SHR tratado. O tratamento com HCQ nao alterou
significativamente a PAS em nenhuma das linhagens; no entanto, aumentou a FC nos
ratos Wistar. A funcdo ventricular esquerda, a reatividade coronariana e adrtica nao
foram alteradas pela HCQ. O indice de massa ventricular (IMV) foi menor nos ratos
Wistar HCQ e o diametro dos cardiomidcitos foi reduzido tanto nos animais
normotensos quanto nos hipertensos tratados. A HCQ nao alterou a expressao ou a
fosforilacdo da ERK1/2, nem a atividade da metaloproteinase de matriz 2 em nenhuma
das linhagens. A expressdo das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT) foi maior nos animais Wistar HCQ, mas néo nos hipertensos. A HCQ aumentou
0s niveis de peroxidagéo lipidica e a atividade da SOD, CAT e glutationa peroxidase



tanto nos ratos Wistar quanto nos SHR. O tratamento também reduziu o colageno
perivascular nos Wistar e o colageno intersticial nos SHR. A HCQ reduziu a marcacao
imuno-histoquimica para interleucina-1 beta (IL-1 B) no tecido cardiaco de ratos
normotensos e hipertensos. A HCQ reduziu a massa de gordura mesentérica,
retroperitoneal e epididimal nos animais normotensos, mas nao nos hipertensos. O
peso do figado e do pancreas nao foi afetado pela HCQ em nenhuma das linhagens.
Assim, pode-se concluir que o tratamento com HCQ afeta de maneira distinta o perfil
metabolico e a morfologia cardiaca em animais normotensos e hipertensos.
Notavelmente, a HCQ demonstrou beneficios mais significativos nos SHR,

promovendo maior protecao contra hipertrofia, fibrose cardiaca e estresse oxidativo.

Palavras-Chave: Hidroxicloroquina; alteragdes cardiovasculares; alteracdes

metabdlicas; contratilidade cardiaca; hipertenséo; tecido adiposo.



ABSTRACT

Hydroxychloroquine (HCQ) is widely used for the treatment of rheumatic diseases.
Studies show that patients using this medication may experience cardiovascular and
metabolic alterations. On the other hand, studies indicate that HCQ may have
protective effects on the heart and metabolism. However, there are not many studies
evaluating its effects under hypertensive conditions. Thus, the present study aimed to
evaluate the cardiovascular effects of HCQ and whether these effects differ in
hypertensive animals. Male normotensive (Wistar) and hypertensive (SHR,
spontaneously hypertensive rats) rats, aged 16 weeks, were used. The experimental
groups were divided into Wistar vehicle, Wistar HCQ, SHR vehicle, and SHR HCQ
groups. The animals received either saline or HCQ (40 mg/kg/day) via gavage for 30
days. Body weight, water and food intake, systolic blood pressure (SBP), and heart
rate (HR) were assessed weekly. SBP and HR were analyzed using tail-cuff
plethysmography. Cardiac contractility was evaluated using the isolated heart
technique under constant pressure. Aortic reactivity was assessed in isolated aortic
rings using an organ bath system. The following organs were collected for weighing
and/or histological and molecular analysis: left ventricle (LV), liver, pancreas, and white
and brown adipose tissues. Normotensive animals treated with HCQ exhibited reduced
body weight during the last two weeks of treatment compared to basal and the vehicle
group at the same time. Both treated and untreated hypertensive animals showed a
similar increase in body weight. The Wistar rats treated with HCQ consumed less feed
and water than their control group, and there was a reduction in water intake in SHR.
HCQ treatment did not significantly alter SBP in either strain; however, it increased HR
in Wistar rats. Left ventricular function and coronary and aortic reactivity were not
affected by HCQ. The ventricular mass index (VMI) was lower in Wistar HCQ rats, and
cardiomyocyte diameter was reduced in both normotensive and hypertensive treated
rats. HCQ did not alter the expression or phosphorylation of ERK1/2 or the activity of
matrix metalloproteinase 2 in either strain. Superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT) expression was higher in Wistar HCQ animals but not in hypertensive ones.
HCQ increased lipid peroxidation levels and the activity of SOD, CAT, and glutathione
peroxidase in both Wistar and SHR rats. Treatment also reduced perivascular collagen
in Wistar and interstitial collagen in SHR. HCQ reduced the immunohistochemical
labeling for interleukin-1 beta (IL-1B) in the cardiac tissue of normotensive and



hypertensive rats. HCQ reduced mesenteric, retroperitoneal, and epididymal fat mass
in normotensive animals but not in hypertensive ones. Liver and pancreas weights
were not affected by HCQ in either strain. Thus, it can be concluded that HCQ
treatment affects the metabolic profile and cardiac morphology differently between
normotensive and hypertensive animals. Notably, HCQ demonstrated better benefits
in SHR, promoting greater protective effects against hypertrophy, cardiac fibrosis, and

oXidative stress.

Keywords: Hydroxychloroquine; cardiovascular changes; metabolic changes; cardiac

contractility; hypertension; adipose tissue.
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1. INTRODUCAO

A Cloroquina (CQ) € um farmaco amplamente utilizado no tratamento da
malaria e também conhecido por seu efeito anti-inflamatério, sendo utilizado para o
tratamento de Artrite Reumatoide (AR) e LUpus Eritematoso Sistémico (LES)
(Schrezenmeier & Dorner, 2020). A CQ é derivada do quinino, uma substancia
extraida da casca da arvore de quina ou arvore de Cinchona, utilizado ha centenas de
anos para o tratamento da maléaria (Wallace, 1996). O primeiro relato de uso dessa
substancia é de 1630, quando a condessa de Cinchona foi curada da maléria com o
cha da casca da arvore de quina (Mates et al., 2007). Na década de 40 a CQ foi
sintetizada e utilizada para tratar a malaria por soldados durante a Segunda Guerra
Mundial (Shippey et al., 2018). Ha relatos de que antes de ser usada na guerra, a CQ
ja havia sido estudada pelos alemaes, mas seu uso néo foi aprovado devido a sua
toxicidade em modelos aviarios (Ben-Zvi et al., 2012).

Os soldados que utilizaram a CQ apresentaram melhoras nas erupcoes
cutaneas e AR (Page, 1951). Esse achado deu origem ao primeiro ensaio clinico para
investigar o uso de antimalaricos para o tratamento do LES, comprovando
posteriormente a sua eficacia no tratamento de doencas autoimunes (Clark et al.,
1993; Tsakonas et al., 1998). Em 1955 a forma sintética da Hidroxicloroquina (HCQ)
foi introduzida, diferindo da CQ apenas por um grupo hidroxila (Figura 1), mantendo a
eficacia e reduzindo a toxicidade (Ben-Zvi et al., 2012). Atualmente, a HCQ é um
farmaco amplamente reconhecido por sua a¢do imunomoduladora, desempenhando

um papel fundamental no tratamento de doencgas autoimunes.
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Figura 1 - llustracdo representativa da estrutura quimica da Cloroquina e

Hidroxicloroquina.



Durante a pandemia de COVID-19, a HCQ foi amplamente estudada como um
possivel tratamento para a doenca. Inicialmente, alguns estudos preliminares
sugeriram que o medicamento poderia ter efeitos benéficos contra 0 SARS-CoV-2
(Andreani et al., 2020; J. Liu et al., 2020; Yao et al., 2020). Esses estudos iniciais
geraram grande interesse e foram seguidos por varios ensaios clinicos em todo o
mundo. No entanto, a medida que mais dados foram coletados, os resultados néao
conseguiram demonstrar beneficios significativos da HCQ no tratamento de COVID-
19 (Boulware et al., 2020; Rosenberg et al., 2020) e, em alguns casos, apontaram
para possiveis efeitos adversos. Como resultado, a maioria das principais
organizacdes de saude, incluindo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a Food
and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos, ndo recomendam o uso de
hidroxicloroquina para tratar COVID-19.

Dentre as principais indicacdes para o uso da HCQ, além da malaria, pode-se
destacar o LES, AR e Sindrome de Sjogren. O LES é uma doenca autoimune cronica,
que ocorre quando o sistema imunologico ataca seus proprios tecidos, gerando
inflamacdo em diversas partes do corpo (Kaul et al., 2016). Essa inflamacao
multissistémica esta relacionada a erupcbes cutaneas, danos renais, danos
pulmonares e cardiovasculares, dentre 0s quais podemos destacar aterosclerose e
doenca arterial coronariana (Sticherling & Kuhn, 2022). Assim como o LES, a AR
também é uma doenca inflamatdria cronica e autoimune. A AR impacta o revestimento
das articulagbes, ocasionando um inchac¢o doloroso que, com o tempo, pode levar a
erosdo Ossea e deformidades articulares (Smolen et al., 2018). Além dos danos
articulares, a AR esta relacionada a danos nos olhos, pulmdes, coracdo e vasos
sanguineos. A Sindrome de Sjogren é uma patologia autoimune inflamatoria
caracterizada por envolvimento de glandulas exdcrinas. Tem como sinais clinicos
boca e olhos secos, febre, dores nas articulagdes e sintomas neuroldgicos (Tian et al.,
2021). Além disso, 6rgaos como pulmdes, rins, figado e pancreas também podem ser
afetados. Essa sindrome € classificada em primaria, quando ndo ha associa¢cdo com
outras doencgas autoimunes e secundaria, quando ha associa¢cdo com outras doencas
autoimunes, como LES e AR (Qin et al., 2015).



1.1. Mecanismo de acdo da HCQ

Os mecanismos de acao da HCQ tém sido objeto de investigacao cientifica ao
longo dos anos. Este composto tem demonstrado impacto significativo em diversos
processos celulares. Uma das vias de acdo da HCQ envolve a inibicdo da atividade
lisossomal e da autofagia. Estudos prévios (Frustaci et al., 2012; Mauthe et al., 2018)
evidenciaram que a HCQ se acumula nos lisossomos, levando ao aumento do pH
dessas organelas e, consequentemente, inibindo a atividade enzimatica lisossomal.
Isso leva a disfuncédo da autofagia e ao processamento de antigenos, mecanismos
cruciais em doencas autoimunes como o LES e a artrite reumatoide (Gies et al., 2020;
Schrezenmeier & Ddrner, 2020). A HCQ também afeta proteinas relacionadas a
autofagia, como NQO2 e SEC23A, e modula o microambiente tumoral, influenciando
fibroblastos e macrofagos associados ao cancer, o que pode explicar seu potencial na
terapia oncologica (Low et al., 2023).

Além disso, a HCQ é conhecida por afetar as vias de sinalizacdo do receptor
Toll-like (TLR) por alteracdes no pH (Ewald et al.,, 2008). Este farmaco modula
respostas imunoldgicas ao inibir a sinalizacdo dos receptores Toll-like (TLR),
particularmente TLR7 e TLR9, reduzindo a producdo de citocinas e respostas
inflamatorias (Aliede E. in ‘t Veld. et al., 2023; Kyburz et al., 2006). Ela afeta o equilibrio
das células T auxiliares, promovendo células T reguladoras e inibindo células T
efetoras, 0 que é benéfico em doencas autoimunes (Long et al., 2024; Martinez et al.,
2020). Aleém disso, a HCQ induz apoptose em células supressoras derivadas de
células mieloides, aliviando sintomas do LES por meio da regulacdo positiva da
expressao de CD81 (Ni et al., 2022).

A HCQ apresenta potenciais efeitos antivirais ao interferir na via endocitica e
bloguear receptores de acido sialico, o que pode inibir a entrada e a replicacéo viral
(Satarker et al., 2020). Estudos mostram que a HCQ reduz a sinalizagdo pro-
inflamatoria ao inibir a NADPH oxidase endossomal, envolvida na transducéo de
sinais de citocinas (Muller-Calleja et al., 2017). Ademais, An et al. (2015) destacaram
a influéncia da HCQ na atividade da GMP-AMP ciclico sintase, inibindo a ligacéo de
seu ligante (An et al., 2015).



1.2. Impacto cardiovascular e metabdlico das doencas reumaéticas

O LES e a AR sao doengas autoimunes cronicas que afetam
predominantemente mulheres em idade reprodutiva. Ambas sdo doengas autoimunes
que desencadeiam respostas inflamatérias multissistémicas, causando danos
progressivos aos orgaos afetados (Kaul et al., 2016). O impacto dessas condi¢des vai
além das manifestacfes articulares, estendendo-se ao sistema cardiovascular, o que
tem se tornado uma preocupacéao para pacientes com essas patologias (Avifia-Zubieta
et al., 2017; Lazzerini et al., 2014; Munguia-Realpozo et al., 2019).

Estudos epidemiologicos tém estabelecido uma relacdo entre LES, AR e
doencas cardiovasculares. Mulheres diagnosticadas com LES, conforme observado
por (Tselios et al., 2017), enfrentam um aumento a longo prazo no niumero de eventos
cardiovasculares aterosclerdticos, levantando a hipotese de que o uso de
medicamentos destinados ao controle do LES possa contribuir para esse fenémeno.
Avifia-Zubieta et al. (2017) corroboraram essas descobertas, destacando um risco
ampliado de doencas cardiovasculares, especialmente no primeiro ano apo6s o
diagnéstico de LES (Avifia-Zubieta et al., 2017).

As alteracdes cardiovasculares nao se limitam ao LES, estendendo-se a AR.
Ahlers et al. (2020) observaram um aumento significativo no risco de insuficiéncia
cardiaca em pacientes com AR (Ahlers et al., 2020). Estudos de Mantel et al. (2015)
evidenciaram uma sindrome coronariana aguda mais grave em pacientes com AR,
além de um risco aumentado de mortalidade a curto prazo (Mantel et al., 2015).

Além das repercussdes no sistema cardiovascular, esses disturbios
autoimunes também induzem alterag6es metabdlicas. Em pacientes com LES foi
observada uma associacdo entre sindrome metabdlica (SM) e sindrome coronariana
(Sabio et al., 2009). Vadacca et al. (2009) sugeriram que niveis elevados de leptina
podem servir como fator de risco adicional para doencas cardiovasculares em
pacientes com LES e AR (Vadacca et al., 2009). Ja foi descrito também que pacientes
com AR exibem resisténcia a insulina e reducdo da atividade das células 3,
predispondo-os a SM e a formacao de placas ateroscleroticas (Dessein et al., 2006).

Embora a HCQ tenha sido tradicionalmente reconhecida por seus efeitos
benéficos na modulacédo do sistema imunologico, recentes descobertas destacam a
complexidade das interacdes dessa substancia com o sistema cardiovascular e

metabdlico. Dentre as complica¢gfes cardiovasculares relacionadas ao uso da HCQ,



destaca-se as arritmias ventriculares refratarias, hipertrofia ventricular, prolongamento
do intervalo QT, insuficiéncia cardiaca com severa reducdo da fracdo de ejecédo do
ventriculo esquerdo, hipertenséo arterial pulmonar e disfungéo valvular (Chatre et al.,
2018; Chen et al., 2006). Essas manifestac6es séo ligadas a formacdo de corpos
mieloides sarcoplasmaticos e curvilineos, induzindo espessamento da parede
ventricular e, consequentemente, disfuncdo dos miécitos (Manohar et al., 2009).

Contrastando esses achados, estudos recentes apresentam evidéncias que
apontam para um papel protetor da HCQ contra distirbios cardiovasculares,
especialmente em contextos inflamatorios como os observados no LES e na AR
(Fasano et al., 2017). Bourke et al. (2015) demonstraram, em um modelo in vivo de
lesdo isquemia/reperfusdo em ratos, que a HCQ promove uma protecdo semelhante
ao pré-condicionamento, mediada pelo aumento da fosforilagcdo da quinase pro-
sobrevivéncia ERK1/2 (Bourke et al., 2015).

Além dos potenciais beneficios cardiovasculares, a HCQ também exibe
propriedades metabolicas benéficas. Estudos documentaram a capacidade da HCQ
em reduzir os niveis de colesterol e diminuir o risco de diabetes mellitus tipo 2 (Sharma
et al., 2016). Penn et al. (2010) relataram a associacao entre o tratamento com HCQ
e a reducéo do indice glicémico em mulheres nao diabéticas com LES ou AR (Penn
et al.,, 2010). Além disso, Solomon et al. (2014) observaram melhorias nos perfis
lipidicos em pacientes diabéticos com AR apds 8 semanas de tratamento com HCQ
(Solomon et al.,, 2014). Recentes descobertas também sugerem que a HCQ
desempenha um papel crucial na melhoria da resisténcia a insulina e na atenuacgéo
da lipotoxicidade associada a obesidade (Qiao et al., 2019). J& foi descrito também a
capacidade da HCQ em melhorar a obesidade induzida por dieta hipercalorica, por
meio da estabilizacdo do equilibrio redox e da modulacdo da resposta inflamatoria
(Hasan et al., 2023a).

1.3. Hipertenséao arterial sistémica

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) € uma condicdo meédica crbnica
globalmente prevalente, caracterizada por niveis elevados e persistentes da pressao
arterial, afetando significativamente o sistema cardiovascular. E uma das principais
causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo. Segundo a Organizacao

Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 1,28 milhdo de individuos entre 30 e 79



anos séo impactados por essa doenca (World Health Organization, 2023). No Brasil,
a situacao € igualmente alarmante, com estimativas de 667.184 mortes relacionadas
a HAS entre 2008 e 2017, conforme as Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial
da Sociedade Brasileira de Cardiologia 2020 (Barroso et al., 2021).

A hipertenséo clinica pode ser classificada como primaria ou essencial e
secundaria (Nadella & Howell, 2015). A hipertensdo priméaria ou essencial abrange
entre 85%-95% dos casos e tem sua origem nao identificada. J& a hipertenséo
secundéria é causada por condi¢cdes subjacentes identificaveis, tais como estenose
da artéria renal, adenoma adrenal, mutacdes de um Unico gene, entre outras (Harrison
et al., 2021).

A fisiopatologia da HAS € multifatorial e envolve complexas intera¢des entre
fatores genéticos, ambientais e comportamentais (Foéx & Sear, 2004). Alteracdes na
regulacdo do sistema renina-angiotensina, disfuncdo endotelial, aumento na
resisténcia vascular periférica e desequilibrio no sistema nervoso autbnomo
desempenham papéis importantes. Além disso, a inflamacao cronica e a disfungéo
metabolica contribuem para a progressao da doenca (Harrison et al., 2021).

Varios fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento da HAS. Entre
eles, destacam-se a idade avancada, histérico familiar, obesidade, sedentarismo,
consumo excessivo de sédio, tabagismo e ingestao excessiva de alcool (World Health
Organization, 2023). Além desses, condi¢cdes médicas subjacentes, como diabetes
mellitus (Tsimihodimos et al., 2018), dislipidemia (Otsuka et al., 2015) e doenca renal
cronica (Burnier & Damianaki, 2023), também aumentam o risco de desenvolver
hipertenséo. A hipertensao também é reconhecida como um fator de risco significativo
para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, incluindo o infarto agudo do
miocardio (IAM) (Yan et al., 2021), acidente vascular cerebral (AVC) (Gorelick et al.,
2020), insuficiéncia cardiaca (Rodeheffer, 2011) e também diabetes (Jia & Sowers,
2021) e doenga renal cronica (Burnier & Damianaki, 2023).

A HAS tem estreita relacdo com as doencas metabdlicas, uma vez que a
obesidade e alta ingestdo de sodio estdo entre os principais fatores de risco para a
hipertensédo (Stanciu et al., 2023). A SM caracterizada pela presenca de diversos
fatores de risco, dentre eles a resisténcia a insulina, dislipidemia, e hipertenséo,
aumentam o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares em pacientes
com obesidade (Mottillo et al., 2010). Ja foi demonstrado que a insulina possui acao

anti-natriurética ao promover reabsorcéo de sodio e dessa forma pode contribuir para



o desenvolvimento da hipertensdo em individuos com SM (Soleimani et al., 2023). O
aumento na concentracdo de acidos graxos livres promove estresse oxidativo e uma
resposta pro-inflamatoria (Tripathy et al., 2003), levando a um prejuizo na
vasodilatacado dependente de endotélio (Steinberg et al., 1997).

Varios modelos animais tém sido utilizados para estudar a HAS, como os de
hipertensdo neurogénica, renovascular, DOCA-Sal, coarctacdo da aorta e genéticos
(Jr. et al.,, 2001). Dentre esses o0s ratos espontaneamente hipertensos (SHR) se
destacam pela semelhanca com a hipertensdo essencial em humanos (Takeshi,
1977). Nos primeiros estagios da hipertensdo, os SHR apresentam um aumento no
débito cardiaco (DC) e uma resisténcia periférica total (RPT) normal; no entanto, a
medida que o estado hipertensivo se estabiliza, o débito cardiaco retorna ao normal e
0S vasos sanguineos hipertrofiados resultam em uma resisténcia periférica total mais
elevada (Dickhout & Lee, 1997; Mohammed-Ali et al., 2017; Smith & Hutchins, 1979).
Além das alteracdes no DC e RPT, os SHR apresentam modificacdes na musculatura
lisa vascular, culminando em hipertrofia ventricular esquerda e hiperatividade do
sistema nervoso simpatico e expressdo elevada da enzima conversora de
angiotensina (ECA) em 6rgdos como coracao, rins e adrenais (Jr. et al., 2001; Lee et
al., 2012).

O LES e a AR tém sido associados a diversas doencas cardiovasculares, sendo
considerados fatores de risco para o desenvolvimento da HAS. Tratamentos com
corticoides, imunossupressores e anti-inflamatérios ndo esteroides, comumente
utilizados para controlar sintomas inflamatérios nessas condi¢cdes, tém sido
relacionados ao aumento da pressao arterial (Munguia-Realpozo et al., 2019;
Panoulas et al., 2008). Estudos sugerem que a HAS em pacientes com AR pode néao
estar diretamente associada a inflamacao sistémica ou a resisténcia a insulina, mas
sim a disfuncdo da homeostase vascular e lipidica, que parecem desempenhar um
papel relevante na patogénese da HAS nesse contexto (Siriporn Manavathongchai et
al., 2015).

Pesquisas realizadas por Taylor and Ryan (2017), utilizando um modelo de
camundongos fémeas (NZBWF1), que desenvolvem LES espontaneamente,
revelaram multiplos fatores contribuintes para a patogénese da hipertensao, incluindo
citocinas inflamatérias, fator de necrose tumoral-alfa ((TNF)-a), estresse oxidativo,

hiperatividade de células B e producéo de autoanticorpos (Taylor & Ryan, 2017).



Apesar de estudos prévios ja terem explorado a relagéo entre o uso da HCQ,
doencas cardiovasculares e metabdlicas, h4 uma lacuna sobre os efeitos desse
farmaco em individuos hipertensos. Ademais, a dualidade dos efeitos da HCQ instiga
uma analise aprofundada e uma compreensao mais completa buscando esclarecer se

este farmaco pode apresentar efeitos prejudiciais adicionais na hipertensao arterial.



2.0BJETIVOS

2.1. Gerais

Ampliar os conhecimentos sobre os efeitos da Hidroxicloroquina na funcéo
cardiovascular e avaliar se estes efeitos sao diferentes entre animais hormotensos e

hipertensos.

2.2. Especificos

e Avaliar os efeitos do tratamento com a Hidroxicloroquina em animais
normotensos e hipertensos sobre os seguintes parametros:
o Pressao arterial e frequéncia cardiaca;
o Funcéo ventricular esquerda;
o Reatividade vascular adrtica e coronariana;
o Alteracdes morfolodgicas no coragao;
o Comportamento alimentar, evolucdo do peso corporal, adiposidade
visceral e subcutanea;

o Estresse oxidativo no coragéo.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Para este estudo foram utilizados ratos machos adultos normotensos da
linhagem Wistar e ratos hipertensos da linhagem SHR com 16 semanas de idade,
provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Goias (UFG). Os animais foram alocados no Departamento de Ciéncias
Fisiologicas/ICB/UFG, com temperatura ambiente de aproximadamente 23°, ciclo de
12h claro/12h escuro e livre acesso a agua e comida. Os animais foram mantidos em
caixas de polipropileno, medindo 41cmx35cmx16cm, com no maximo 5 ratos por
caixa. Todos os protocolos utilizados foram submetidos & aprovacédo da Comissao de
Etica no Uso de Animais da Pré-Reitoria de Pesquisa da UFG (CEUA/UFG), sob
ndmero 087/22.

3.2. Tratamento

ApG6s completarem 16 semanas de vida, os animais foram tratados com HCQ
diariamente (40 mg/kg/dia), por gavagem durante 30 dias, sendo eutanasiados ao final
do tratamento. Esta dose foi escolhida baseando-se em estudos prévios que
avaliaram o efeito da HCQ em diferentes condi¢cdes (Wang, Xi and Kukreja, 2017; Bai
et al., 2019).

Desta forma, os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

Wistar:

e Veiculo;
e HCQ;

SHR:

e Veiculo;
e HCQ;

3.3. Massa corporal e ingestéo alimentar

Durante todo o periodo experimental os animais tiveram o seu peso corporal e

a ingestdo de 4gua e racéo aferidos semanalmente. O consumo semanal médio de



cada caixa foi dividido pela quantidade de animais nela alojados e a quantidade de

dias em que a racdo e agua estavam disponiveis.

3.4. Pletismografia de cauda

A presséo arterial sistolica e frequéncia cardiaca de todos os animais foram
mensuradas por pletismografia de cauda (PowerLab/400 ADInstruments) sem
contencado, duas vezes por semana, durante todo o periodo experimental. Em cada
dia de afericdo, foram realizadas trés medidas em cada animal, sendo o valor final a

média aritmética destas trés medidas.

Figura 2 - llustracao representativa da pletismografia de cauda.

3.5. Coracgéo Isolado

Para avaliagdo da contratilidade cardiaca ex-vivo, os animais foram
eutanasiados por decaptagdo, 10 minutos apos terem sido heparinizados (200 U.l./mL
de heparina) e foi utilizada a técnica de Langendorff, com presséo constante (Figura
2). A caixa toracica foi aberta, o coracao retirado e colocado em um béquer com
solugdo nutridora gelada de Krebs-Ringer (SKR) (Tabela 1) para diminuir o
metabolismo miocéardico durante a canulacdo. O coracédo foi transferido para uma
placa de Petri, também com solugdo nutridora gelada e os tecidos pulmonar e
vascular, esdfago e traqueia, anexos ao coracao, foram removidos. A artéria aorta
ascendente foi seccionada na altura de sua primeira ramificacéo e fixada a uma agulha

de aco inoxidavel conectada ao sistema de perfusdo (Figura 3), com solugdo SKR



gaseificada (95% O2, 5% CO2), com temperatura regulada a 37°C. Apos ter sido
conectado ao sistema de perfusdo, um dreno de polietileno PE-50 foi introduzido pelo
atrio esquerdo (AE), conduzido até o ventriculo esquerdo (VE) e exteriorizado. Para
andlise da contratilidade cardiaca foi introduzido no VE, via AE, um baldo conectado
a um transdutor de pressao para registro da pressao intraventricular sistolica (PIVS),

pressao intraventricular diastdlica (PIVD), dP/dt maxima e minima e FC.
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Figura 3 - llustracdo representativa da preparacdo de coracao isolado de rato em
sistema de presséo constante (técnica de Langendorff).



Tabela 1 - Composicao da Solucéo de Krebs-Ringer.

COMPOSTO CONCENTRACAO (mM)
NaCl 118,41
KClI 4,69
KH2POa4 1,17
MgS04.7H20 1,17
CaCl2.2H20 1,25
CeH120s6 11,65
NaHCOs 26,24

3.5.1. Protocolo experimental de isquemia

Ap6s um periodo de estabilizacdo de 20 a 30 minutos, os coragfes isolados
dos ratos foram submetidos ao protocolo de isquemia regional, pela oclusao da artéria
coronaria descendente anterior esquerda, durante 15 minutos. Apés 15 minutos de
isquemia, o fluxo para a artéria coronaria foi liberado e os coragdes foram

reperfundidos por mais 30 minutos (Figura 4).

Estabilizacdo Basal Isquemia Reperfusdo

20-30 min 10 min 15 min 30 min

Figura 4 - Esquema do protocolo experimental de isquemia-reperfusdo em coragao
isolado.

3.6. Reatividade vascular adrtica

Para a avaliacdo da reatividade vascular aortica, anéis de aorta toracica
descendente, livre de tecido adiposo e conectivo, foram montados em cubas contendo
Solucéo de Krebs-Henseleit (SKH) (Tabela 2) gaseificada (95% Oz e 5% CO32), com
temperatura a 37°C, fixados & hastes metalicas acopladas a transdutores de forga

(Figura 5). Os animais foram eutanasiados por decapitacdo 10 minutos apos serem



heparinizados (200 U.l./mL de heparina). A cavidade toracica foi exposta e a aorta
toracica descendente foi retirada e dividida em quatro anéis de 4 mm. Dois anéis
tiveram o endotélio preservado e os outros dois foram retirados por friccdo do
endotélio com a haste metdlica. Os anéis foram estabilizados por um periodo de 1
hora a uma tenséo de 1,5 g. Para avaliacdo do relaxamento dependente de endotélio
foi realizada curva dose-resposta cumulativas de acetilcolina (ACh 10-9 a 10-5mol/L)
em vasos com endotélio. O relaxamento independente de endotélio foi avaliado
realizado por curva cumulativa de nitroprussiato de sédio (NPS 10-11 a 10-6 mol/L).
Para avaliacdo da contracdo em vasos com endotélio e sem endotélio preservado, foi

realizada curva dose-resposta cumulativa de fenilefrina (Phe 10-9 a 10-5).
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Figura5 - llustracao representativa da preparacao de aorta isolada de rato em sistema
de banho de 6rgéos (Yildiz, Seyrek and Gul, 2013).



Tabela 2 - Composicao da Solucédo Krebs-Henseleit.

COMPOSTO CONCENTRACAO (mmol/L)
NaCl 118,6
KCI 4,6
KH2POa4 0,9
MgS0Oa4.7H20 2,4
CaCl2.2H20 3,3
CsH1206 11,1
NaHCOs3 24,9

3.7. Histologia

3.7.1. Analise morfoldgica do ventriculo esquerdo

As analises morfologicas foram realizadas em tecidos de um segundo grupo de
animais, cujos corag¢des ndo foram utilizados para a técnica de coragéo isolado. Os
animais foram submetidos a eutanasia por Tribromoetanol 2,5% (1ml/100gr). A caixa
toracica foi aberta para extracdo do coracdo e o mesmo foi colocado em solucéao de
cloreto de potassio (KCl, 4mM) para o relaxamento total das fibras cardiacas.
Posteriormente, o VE foi dissecado e pesado separadamente. O terco médio do VE
foi colocado em solucgéo fixadora de Bouin (tabela 3) por um periodo de 4 horas para
fixacdo do tecido e realizacdo de processos histolégicos. Apds um periodo de fixacdo
em Bouin por 4 horas, o material foi lavado com dgua destilada a cada 1 hora, durante
8 horas (sempre na geladeira). Passado esse tempo, os tecidos foram colocados em
alcool 70% até o processamento histoldgico.



Tabela 3 - Composicdo da solucao de Bouin.
Bouin (fixador)

Reagente Volume
Acido picrico concentrado 75ml
Formol 25ml
Acido acético 5ml

Apés ser retirado do alcool 70%, os tecidos passaram por solucdes de
concentracfbes crescentes de alcool (descritos na tabela 4) para o processo de

desidratacédo, diafanizacdo em Xilol e por fim inclusdo em Paraplast.

Tabela 4 - Etapas realizadas para o processo de desidratacédo e diafanizacdo do
tecido até o emblocamento.

Bateria de desidratacao

Reagente Periodo
Alcool 80% Overnight
Alcool 95% 1 hora
Alcool Absoluto | 1 hora
Alcool Absoluto I 1 hora
Alcool Absoluto I 1 hora

Diafanizacao

Reagente Periodo
Xilol | 1 hora
Xilol 11 1 hora
Parafina | 1 hora
Parafina Il 1 hora
Paraplast Emblocamento

Posteriormente ao emblocamento, os blocos foram seccionados em microtomo
(Leica RM2155, Nussloch, Germany) com cortes de 5um de espessura, sendo 3
cortes (com intervalos de aproximadamente 100 um entre eles) por lamina de cada
animal. ApoGs os cortes, o material foi fixado as laminas (Exacta 26x76x1x1.2m.m). As

laminas passaram por uma bateria de reidratacéo, posteriormente pela coloragdo com



picrossirius/hematoxilina (Tabela 5) para tecido cardiaco e hematoxilina/eosina

(Tabela 6) para os demais tecidos e montagem utilizando-se Entellan® para aderirem

a laminulas (Precision®).

Tabela 5 - Procedimentos utilizados para desparafinizacdo, coloracdo e montagem

das laminas.
Coloracao Picrossirius/ Hematoxilina
Reagente Funcéo Periodo
Xilol | Desparafinizacao 20 minutos
Xilol 11 Desparafinizacao 20 minutos
Xilol 11 Desparafinizacao 20 minutos
Alcool 100% | Desparafinizacao 1 minuto
Alcool 100% II Desparafinizacao 2 minutos
Alcool 70% Hidratac&o 1 minuto
Alcool 50% Hidratac&o 1 minuto
Agua corrente Hidratagéo 2 minutos
Picrossirius Coloracéao 1 hora
Agua corrente Lavagem 2 segundos
Hematoxilina Coloracéao 8 minutos
Agua corrente Lavagem 10 minutos
Alcool 95% Desidratacao 1 minuto
Alcool 100% (Absoluto I) Desidratacao 1 minuto
Alcool 100% (Absoluto I1) Desidratacao 1 minuto
Alcool 100% (Absoluto 111) Desidratacao 1 minuto
Xilol | Diafanizagéo 1 minuto
Xilol 1 Diafanizacéo 1 minuto
Xilol 11 Diafanizagéo 1 minuto
Entellan Montagem

Para captura das imagens histolégicas foi utilizado o microscopio Zeiss
AxioScope Al e o software Zen Lite 2012. Assim, realizou-se 15 fotomicrografias (com
objetiva de 40x) de cortes longitudinais dos cardiomiécitos para mensuracdo do
diametro destas células cardiacas para determinacdo de hipertrofia celular.

Estabeleceu-se um total de 40 cardiomidcitos por cada animal, considerando-se



apenas aqueles que apresentaram limites identificaveis e nudcleos visiveis, excluindo
regioes de grandes vasos. Para analise de colageno intersticial e perivascular utilizou-
se a objetiva de 20x e lente polarizada. Para andlise do coldgeno intersticial realizou-
se 15 fotomicrografias e para o colageno perivascular 5 fotomicrografias. Para
quantificar o percentual de colageno intersticial, foi aplicada uma grade-teste com
sistema de 130 pontos. Os pontos coincidentes com colageno foram quantificados,
relativizados e expressos em valores percentuais por campo fotomicrogréfico. A
fibrose perivascular foi avaliada por meio da razdo da area do colageno dividida pela
area do lumem vascular. A analise das imagens capturadas foi realizada pelo software

Image Pro-Plus v 6.0.

3.7.2. Imuno-histoquimica

Os cortes histologicos de coracdo (n = 4 animais por grupo) foram submetidos a
reacdo de imuno-histoquimica para detectar 1L-1B. Depois de desparafinizados, os
cortes foram reidratados em série decrescente de etanol, e submetidos a recuperacao
antigénica em tampao citrato (pH 6,0) a 100°C por 1 hora. Em seguida, foram lavados
em tampdao fosfato salino (PBS) por 3 vezes de 5 minutos. Para a deteccdo do
anticorpo primario foi utilizado o kit Leica BIOSYSTEMS NovoLink Polymer Detection
System (RE7150-K) que incluiu etapas sequenciais intercaladas com etapas de
lavagem (PBS 3 x 5 minutos). O bloqueio da atividade enddgena da peroxidase foi
realizado pela aplicacdo do Novocastra Protein Block, por 5 minutos. Depois disso, 0s
cortes foram incubados com o anticorpo primario (Anti-human interleukin-1beta,
P420B/Invitrogen) diluido em albumina sérica bovina (BSA) a 1%, na concentracao de
1:100 a 4 °C overnight. O controle negativo da reacédo foi obtido pela omissdo do
anticorpo primario. No dia seguinte, os cortes foram incubados com o Post Primary
Block e o polimero, ambos por 1 hora cada. Por fim, os cortes foram revelados com
diaminobenzidizina (DAB Chromogen e NovoLink DAB Substrate Buffer),
contrastados com hematoxilina, desidratados em série crescente de etanol e
montados em Entellan (MERK). Para quantificar as areas como marcacao positiva
para IL-1B8, foram capturadas 25 fotomicrografias por grupo experimental em
microscopio Zeiss Axioscope (Zeiss, Germany). Todas as fotomicrografias foram

obtidas com os mesmos padrbes de iluminacdo e contrate. As imagens foram



analisadas no software Fiji (Image J). Foi realizada deconvolugcédo das imagens para
separacao dos canais DAB/hematoxilina e, em seguida, as areas castanhas positivas

(um2) para IL-18 foram mensuradas por meio da ferramenta color threshold.

3.8. Western Blotting

Para andlise da expressdo proteica (figura 9), fragmentos dos ventriculos
esquerdos foram retirados da regido do apice e da base e homogeneizados em
tampéo de digestdo contendo PBS (NaCl 100 mM, Tris-base 50 mM, EDTA 2 H20
mM, Na4P207 10 H20 50 mM, e MgCI2 1 mM, pH 8.0), 0.3% Triton X-100, 1% Nonidet
P40, 0.5% deoxicolato de sédio, e NaF 20 mM. Também foi adicionado ao tampéo,
inibidores de protease e fosfatase (aprotinina, leupeptina, ortovanadato de sédio,
PMSF).

As proteinas foram quantificadas utilizando o método de Bradford (Bradford,
1976), para separacdo em gel de SDS-PAGE. Posteriormente, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose por eletroforese, incubadas com solugéo
de blogueio (leite desnatado, 5%) e detergente para evitar ligacdes inespecificas. As
membranas foram incubadas na presenca do anticorpo primario contra as proteinas
selecionadas (Tabela 6) e, posteriormente, com anticorpo secundario (anti-rabbit ou
anti-mouse) para direcionamento de por¢cdes do anticorpo primario.

A reacéo foi revelada por quimioluminescéncia utilizando o kit ECL (Thermo
Scientific®). Em todos o0s experimentos as concentracfes de proteina foram
normalizadas pelos niveis de expressdo de GAPDH e analisados pelo software

ImageJ (verséo 1.54m).

Tabela 6 - Lista de anticorpos utilizados para o western blot.

Anticorpo No. catalogo Diluicao Anticorpo Diluicédo
primario Secundario
pERK1/2 4370 (Cell Signaling) 1:3000 Anti-rabbit 1:4000
ERK1/2 9102L (Cell Signaling) 1:3000 Anti-rabbit 1:4000
Catalase PA5-29650 (Invitrogen) 1:500 Anti-rabbit 1:500
SOD 13119 (Santa Cruz) 1:500 Anti-rabbit 1:500

GAPDH 32233 (Santa Cruz) 1:15000 Anti-mouse 1:30000




3.9. Zimografia

As amostras de ventriculo esquerdo foram homogeneizadas em tampé&o de
Lise, como descrito acima na técnica de western blotting. A quantificacdo de proteinas
foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e as amostras foram separadas
por eletroforese em gel de 8% de bis-acrilamida contendo gelatina 1%. Para retirada
do SDS apos a eletroforese, os géis foram agitados em solug&o de Triton (2,5% Triton
X-100; 50 mM Tris, pH 7,4; 5 mM CacCl2). A ativacdo de MMPs foram induzidas pela
incubacédo dos géis em solucéo de Tris (pH 7,4), CaCl2 e NaCl a 37 °C por 20 horas.
Apoés esse periodo foi realizada a coloracdo (0,5% Coomassie Brilliant Blue, 30%
metanol e 10% acido acético e descorados (35% de metanol e 10% &cido acético).

Os géis foram fotografados e a atividade das MMPs foi determinada pela
intensidade de bandas claras (por degradacédo da gelatina) identificadas de acordo
com os pesos moleculares especificos (MMPs 130 kD, MMP-9 84 kD e MMP-2 62 kD)
e analisadas pelo software ImageJ (versao 1.54m).

3.10. Andlise do estresse oxidativo

3.10.1. Determinacéo do Teor de Proteina

A concentracao total de proteina foi medida pelo método descrito por Bradford
(1976) (Bradford, 1976) utilizando BSA como padréo.

3.10.2. Niveis de Peroxidacéo Lipidica

Para a mensuracédo da peroxidacgéo lipidica (LPO), foi utilizado o método de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). A estimativa de TBARS foi
realizada por espectrofotometria, seguindo o método descrito por Ohkawa et al. (1979)
(Ohkawa et al., 1979) com algumas modificagdes. As amostras foram incubadas com
acido tiobarbiturico, acido acético (pH 3,4) e SDS a 95 °C por 60 minutos. O produto
da reacao foi determinado em 532 nm. Para interpretacéo dos resultados, foi realizada
uma curva de MDA, e os dados sdo expressos como equivalentes de MDA em

nmol/mg de proteina.



3.10.3. Determinacéo da Atividade da Glutationa Peroxidase

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi determinada com base no
método descrito por Wendel (1981) (Wendel, 1981), com algumas modificagbes. As
amostras foram adicionados 50 mM de tampé&o fosfato de potassio, 4,28 mM de azida
de sodio, 6 mM de glutationa reduzida (GSH), 0,9 mM de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), 2 U/mL de glutationa redutase (GR) e 4 mM de
perdxido de hidrogénio (H202). As reac¢fes foram lidas a cada 15 segundos por um
periodo de 5 minutos a 340 nm. A atividade especifica foi definida em unidades (U)
de GPx/mg de proteina. Uma unidade (U) da enzima consome 1 pmol de NADPH/min
a 25 °C.

3.10.4. Atividade da Superoxido Dismutase

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada por
espectrofotometria. O principio deste método é a capacidade da enzima superoxido
dismutase de inibir a auto-oxidacdo da adrenalina. A amostra foi incubada com
bitartarato de adrenalina a 60 mmol/L, e a intensidade da cor foi medida em 480 nm,
segundo o método de Misra e Fridovich (1972) (Misra & Fridovich, 1972), com algumas
modificacdes. A atividade enzimatica é expressa em unidades (U) de SOD/mg de
proteina.

3.10.5. Atividade da Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada espectrofotometricamente pela
decomposicao do H202 em 240 nm, de acordo com o método descrito por Aebi (1984)
(Aebi, 1984) com algumas modificagdes. A amostra foi incubada com 86 mmol/L de
H202 e tampao fosfato de soédio (pH 7,0). A atividade enzimatica é expressa em
unidades (U) de CAT/mg de proteina. Uma unidade (U) da enzima decompde 1 pmol
de H202/minapH 7,0 e 25 °C.



3.11. Andalise estatistica

Os dados estdo expressos com média + erro padrdo da média. Os dados da
pressédo arterial sistélica e frequéncia cardiaca in vivo, acompanhamento de peso e
ingestao alimentar foram analisados usando two-way ANOVA seguido pelo pos-teste
de Sidak e Dunnett. Os dados do experimento de coracdo e vaso isolados foram
analisados usando two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Sidak. Para analise
dos parametros basais do coracdo isolado, peso dos tecidos e parametros
morfolégicos, expressdes e atividades proteicas, estresse oxidativo e imuno-
histoquimica foi utilizado teste t de student ndo pareado. Para as analises estatisticas

e a construcao dos graficos foi utilizado o software GraphPad Prism (verséo 9.0.2).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da HCQ no peso corporal

O peso corporal dos animais foi avaliado durante todo o periodo
experimental. O grupo Wistar veiculo apresentou aumento do peso corporal nas duas
tltimas semanas de tratamento quando comparados a semana 0 de tratamento
(Figura 6A). Os animais normotensos tratados com HCQ apresentaram um peso
corporal menor nas duas Ultimas semanas de tratamento em comparacao ao grupo
veiculo e a semana 0 de tratamento (Figura 6A). Nos animais hipertensos nédo houve
diferenca entre o peso dos animais controles e tratados com HCQ, mas ambos os
grupos apresentaram aumento do peso corporal em comparacdo com a semana 0 de

tratamento (Figura 6B).
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Figura 6 - Efeito da HCQ no peso corporal de ratos normotensos (A) e hipertensos
(B). A seta indica o inicio do tratamento com salina ou HCQ. Os dados sdo expressos
como meédia = erro padrdo da média. Two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Sidak (para comparacgdo com o basal) *P<0,05 vs veiculo. #P<0,05 vs semana 0.

A ingestéo de agua e racdo também foi acompanhada durante todo periodo
experimental. Foi observada reducéo na ingestéo de racéo e agua dos Wistar tratados
com HCQ quando comparados ao grupo veiculo e nas semanas 1, 3 e 4 quando
comparados a semana 0 de tratamento (Figura 7A e C). O tratamento ndo alterou a



ingestdo de racédo dos SHR, mas reduziu a ingestao de agua desses animais (Figura
7B e D).
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Figura 7 - Efeito da HCQ na ingestdo de racédo (A e B) e agua (C e D) de ratos
normotensos e hipertensos. A seta indica o inicio do tratamento com salina ou HCQ.
Os dados sao expressos como média + erro padrdo da média. Two-way ANOVA
seguido pelo pés-teste de Sidak (para comparacao entre os grupos) e Dunnett (para
comparacdo com o basal). ®P<0,05 vs veiculo. ¥P<0,05 vs semana 0. *P<0,04.
***P<0,0003. ***P<0,0001.

4.2. Efeito da HCQ na pressao arterial sistélica e frequéncia cardiaca in vivo em

ratos normotensos e hipertensos

Com o objetivo de avaliar os efeitos da HCQ na pressao arterial (PA) e
frequéncia cardiaca (FC) in vivo, de modo nao invasivo, foi feita pletismografia de
cauda durante todo periodo experimental. Nao foi observada nenhuma diferenca na
PA (Figura 8A) dos Wistar HCQ. Em relacéo a FC houve um aumento no grupo Wistar

HCQ na segunda semana de tratamento em comparacdo com 0 grupo veiculo, e



guando comparados a semana 0 de tratamento houve aumento da FC nas semanas
2 e 4 (Figura 8C). Nao houve diferenca na PA e FC dos SHR (Figura 8B e D).
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Figura 8 - Efeito da HCQ na PA (A e B) e FC (C e D) de ratos normotensos e
hipertensos. A seta indica o inicio do tratamento com salina ou HCQ. Os dados séo
expressos como média + erro padrdo da média. Two-way ANOVA seguido pelo pos-
teste de Sidak (para comparacédo entre os grupos) e Dunnett (para comparacao com
o basal). *P<0,05 vs veiculo. #P<0,05 vs semana 0.

4.3. Efeito da HCQ nafuncéo ventricular esquerda ex vivo em ratos normotensos

e hipertensos

Os efeitos da HCQ na funcao ventricular ex vivo foram avaliados em
coracgOes isolados, utilizando a técnica de Langendorff com pressao constante. Os
parametros basais da funcao ventricular esquerda de ratos normotensos e hipertensos
estdo apresentados na tabela 6. Nao foram observadas diferengas significativas entre

0S grupos nos parametros avaliados.



Tabela 7 - Parametros basais da funcéo ventricular esquerda dos coracdes isolados

dos ratos.
Wistar SHR
Veiculo (n=8) HCQ (n=5) Veiculo (n=6) HCQ (n=7)
AEE 13,7+0.9 128+ 2.2 159+34 129+13
(mL/min)
PIVS 97.7+64 975+12.1 1200+97 1110 +12.2
(mmHg)
PIVD 11,9 +0,6 11,8 +0,6 10,8 + 0.6 10,6 +0,5
(mmHgQ)
dP/dtmax o/ 11210 1841+1994 2113+1628 2012 +214.4
(mmHg/s)
dPidtmin ) /014913 1495+ 1458 1649 + 113.3 1608 + 1952
(mmHg/s)
FC
2415+97  2389+83 2092 +5.4 2296 +97
(Bpm)

Os dados estdo expressos em média + erro padrdo da média e analisados por teste
T de student ndo pareado. PIVS, presséo intraventricular sistélica; PIVD, pressao
intraventricular diastdlica; FC, frequéncia cardiaca.

Durante a isquemia do grupo veiculo, foi observada uma reducdo na

pressdo intraventricular sistélica (PIVS), que retornou proximo aos valores basais

durante a reperfuséo nos dois grupos de animais. O tratamento com HCQ nao alterou

estas variagfes da PIVS tanto em Wistar como em SHR (Figura 9A e B). A pressao

intraventricular diastolica (PIVD) foi aumentada durante a isquemia e retornou aos

valores basais durante a reperfusdo, tanto em coracdes de ratos Wistar como em

SHR. O tratamento com HCQ nao alterou essas variacoes (Figura 9C e D).
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Figura 9 - Efeito da HCQ na PIVS (A e B) e PIVD (C e D) do coracao isolado de ratos
normotensos e hipertensos. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da
média. Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Sidak para comparagdo entre 0s
grupos.

Durante a isquemia do grupo veiculo, foi observada uma reducédo da dP/dt
maxima e minima que retornou proximo aos valores basais durante a reperfusao nos
dois grupos de animais. O tratamento com HCQ né&o alterou estas variagdes da dP/dt
maxima e minima em Wistar como em SHR (Figura 10A e B). A dP/dt minima foi
reduzida durante a isquemia e retornou aos valores basais durante a reperfusao tanto
em coracdes de ratos Wistar como em SHR e o tratamento com HCQ também né&o

alterou estas variagdes (Figura 10C e D).
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Figura 10 - Efeito da HCQ na dP/dt maxima (A e B) e dP/dt minima (C e D) do coracéo
isolado de ratos normotensos e hipertensos. Os dados sdo expressos como média +
erro padrdo da média. Two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Sidak para
comparagao entre 0S grupos.

Todos os grupos apresentaram reducao do fluxo coronariano durante o
periodo de isquémico, retornando aos valores basais na reperfusdo, mas nao houve
diferenca entre os grupos (Figura 11A e B). A FC foi aumentada em resposta a
isquemia, retornando aos valores basais na reperfusdo e também nao foi observada

nenhuma diferenca entre os grupos (Figura 11C e D).
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Figura 11 - Efeito da HCQ no fluxo coronariano (A e B) e FC (C e D) do coracgéo
isolado de ratos normotensos e hipertensos. Os dados sédo expressos como média +
erro padrdo da média. Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Sidak para
comparacao entre 0S grupos.

N&ao foi observada nenhuma diferenca significativa no tempo de arritmia de

reperfusao (fibrilacdo e/ou taquicardia ventricular) (Figura 12A e B) entre 0S grupos

experime

ntais.
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Figura 12 - Efeito da HCQ no tempo de fibrilacdo do coracédo isolado de ratos
normotensos (A) e hipertensos (B). Os valores estdo expressos como meédia + erro
padrdo da média e analisados por teste t de student ndo pareado.

4.3. Efeito da HCQ em anéis de aorta toracica isolada de ratos normotensos e
hipertensos

Com o objetivo de avaliar os efeitos do tratamento cronico com HCQ na
reatividade vascular adrtica, anéis de aorta toracica descendente, na presenca ou
auséncia de endotélio, foram montados em um sistema de banho de 6rgdos. Nao
houve diferenca entre os grupos tanto no relaxamento dependente de endotélio
(Figura 13A e B) como independente de endotélio (Figura 13C e D). Na contragdo em
resposta a fenilefrina também nao foi observada nenhuma diferenca entre os grupos

na presenca (Figura 13E e F) ou auséncia de endotélio (Figura 13G e H).
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Figura 13 - Efeito da HCQ em anéis de aorta isolados de ratos normotensos e
hipertensos. Vasorrelaxamento de anéis de aorta toracica induzido por ACh (A e B) e
NPS (C eD). Vasoconstricdo induzida por Phe na presenca (E e F) e auséncia de
endotélio (G e H). Os valores estdo expressos como média + erro padrado da média e
analisados por Two-Way ANOVA seguido do pds-teste de Sidak.
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4.4. Efeito da HCQ no indice de massa ventricular e morfologia do ventriculo

esquerdo

O indice de massa ventricular (IMV) dos ratos Wistar tratados foi menor em
relacdo ao grupo veiculo (Figura 14A). JA nos SHR néo houve diferenca entre os
grupos (Figura 14B).
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Figura 14 - Efeito da HCQ no IMV do ventriculo esquerdo de ratos normotensos (A) e
hipertensos (B). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média e
analisados por teste t de student ndo pareado. *P<0,05.

O diametro dos cardiomidcitos foi reduzido apés o tratamento com HCQ, tanto
nos animais normotensos (Figura 15A-C) como nos hipertensos (Figura 16A-C). O
tratamento com HCQ néo foi capaz de reduzir o colageno intersticial no VE dos Wistar
(Figura 15D-F), mas reduziu esse parametro no VE dos SHR (Figura 16D-F). Também
foi observada reducdo do colageno perivascular no VE dos animais normotensos
(Figura 15G-I), o0 mesmo efeito ndo foi observado nos animais hipertensos (Figura
16G-I).
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Figura 15 - Efeito da HCQ na morfologia do VE de ratos normotensos. Os valores
estdo expressos como média + erro padrdo da média e analisados por teste t de
student ndo pareado. *P<0,05.
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Figura 16 - Efeito da HCQ na morfologia do VE de ratos hipertensos. Os valores estéao
expressos como média + erro padrao da média e analisados por teste t de student nédo
pareado. *P<0,05.
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4.5. Efeito da HCQ na atividade de MMPs no tecido cardiaco de ratos

normotensos e hipertensos

Foi avaliada a atividade das MMP no VE, no entanto foram detectadas apenas
a pro-MMP2 (Figura 17A e B) e a MMP2 (Figura 17C e D). Nenhuma diferenca

estatistica foi identificada entre os grupos.
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Figura 17 - Efeito da HCQ na atividade de MMPs (A-D) no tecido cardiaco de ratos
normotensos e hipertensos. Os valores estdo expressos como média + erro padréo
da média e analisados por teste t de student ndo pareado. *P<0,05.

4.6. Efeito da HCQ nos niveis de LPO, GPx, SOD e CAT no tecido cardiaco de

ratos normotensos e hipertensos

Os niveis de LPO no ventriculo esquerdo de ratos normotensos e hipertensos
€ apresentado na figura 18. O tratamento com a HCQ aumentou os niveis de LPO em
Wistar (Figura 18A) e SHR (Figura 18B) quando comparado ao grupo veiculo. O
tratamento com a HCQ também aumentou a atividade das enzimas GPx, SOD e CAT
em Wistar (Figura 18C, E e G) e SHR (Figura 18D, F e H) quando comparados ao

grupo veiculo.
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Figura 18 - Efeito da HCQ nos niveis de LPO (A e B), GPx (Ce D), SOD (Ee F) e
CAT (G e H) no tecido cardiaco de ratos normotensos e hipertensos. Os valores estao
expressos como média + erro padrao da média e analisados por teste t de student ndo
pareado. *P<0,05, **P<0,01, **P< 0,00.



4.7. Efeito da HCQ na expressdo de proteinas no tecido cardiaco de ratos

normotensos e hipertensos

Para avaliagdo de proteinas no tecido cardiaco, foi realizada a técnica de
western blotting. A figura 19 mostra a expresséao de proteinas SOD. O tratamento com
HCQ aumentou a expressao dessas proteinas em Wistar (Figura 19A), mas nao houve
alteracdo em SHR (Figura 19B). Avaliou-se ainda a expressdo de proteinas CAT
(Figura 20). O tratamento aumentou a expressdo dessa proteina nos animais
normotensos (Figura 20A), mas ndo houve alteracdo nos animais hipertensos (Figura
20B). Foi avaliada também a expresséo das proteinas fosfo-ERK1/2 e ERK1/2 total,
porém suas expressdes ndo foram diferentes nos animais normotensos (Figura 21A e

C) e hipertensos (Figura 21B e D).
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Figura 19 - Efeito da HCQ na expressao da proteina SOD (A e B) no tecido cardiaco
de ratos normotensos e hipertensos. Os valores estdo expressos como media * erro
padrdo da média e analisados por teste t de student ndo pareado. *P<0,05.
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Figura 20 - Efeito da HCQ na expressédo da proteina CAT (A e B) no tecido cardiaco
de ratos normotensos e hipertensos. Os valores estdo expressos como meédia * erro
padrdo da média e analisados por teste t de student ndo pareado. *P<0,05.
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Figura 21 - Efeito da HCQ na expressao da proteina ERK 1/2 fosforilada (A e B) e
ERK 1/2 total (C e D) no tecido cardiaco de ratos normotensos e hipertensos. Os
valores estdo expressos como média + erro padrdao da média e analisados por teste t
de student ndo pareado.



4.8. Efeito da HCQ na expressédo de IL-18 beta no tecido cardiaco de ratos

normotensos e hipertensos

Marcac¢des imuno-histoquimicas para interleucina-1 (IL-18) foram observadas
nas ceélulas do intersticio cardiaco e no citoplasma dos cardiomidcitos de todos os
grupos experimentais (Figura 22). O tratamento com HCQ diminuiu a area de IL-1
nas linhagens Wistar (Figura 22A-C) e SHR (Figura 22D-F), contudo esta reducéo foi

mais expressiva no grupo SHR tratado.
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Figura 22 - Efeito da HCQ na marcacao imuno-histoquimica para IL-1p no tecido
cardiaco de ratos normotensos (A-C) e hipertensos (D-F). Reac¢do imuno-histoquimica
para IL-1B. Contra-coloracdo por hematoxilina. Marcac¢des positivas (em castanho)
estdo indicadas pelas setas. (F) Controle negativo da reacdo. Os valores estédo
expressos como média + erro padrdo da média e analisados por teste t de student nédo
pareado. *P< 0,04, ****P< 0,0001.



4.9. Efeito da HCQ no peso do figado e pancreas de ratos normotensos e
hipertensos

Para avaliar se o tratamento com HCQ estaria repercutindo em 0rgaos
relacionados ao metabolismo, foi avaliado o peso de alguns desses 6rgdos. Nao
houve diferenca entre os grupos nos indices de massa hepatica (IMH) (Figura 23A e

B) e massa do pancreas (IMP) (Figura 23D e C).
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Figura 23 - Efeito da HCQ no IMH (A e B) e IMP (C e D) de ratos normotensos e
hipertensos. Os valores estdo expressos como média = erro padrdo da média e
analisados por teste t de student ndo pareado.

Foi realizada também a pesagem do tecido adiposo marrom e branco. Nao
houve diferenca entre os grupos em relagéo ao peso do tecido adiposo marrom (Figura
24A e B). A relacdo entre o peso da gordura inguinal e a medida da tibia ndo foi
diferente entre os grupos (Figura 24C e D). A relacdo entre o peso da gordura
mesentérica e a medida da tibia foi menor no grupo Wistar tratado quando comparada
ao grupo veiculo (Figura 24E), no entanto ndo houve diferenca nos grupos de
hipertensos (Figura 24F). A relacdo entre o peso da gordura e a medida da tibia

também foi menor para as gorduras retroperitoneal (Figura 24G) e epididimal (Figura



241) dos ratos normotensos tratados com HCQ em comparagdo aos seus controles.
N&o houve diferenca entre os grupos de hipertensos para esses parametros (Figura
24H e J).
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Figura 24 - Efeito da HCQ na relagéo entre o peso do tecido e o tamanho da tibia para
a gordura marrom (A e B), gordura inguinal (C e D), gordura mesentérica (E e F),
gordura retroperitoneal (G e H) e gordura epididimal (I e J) de ratos normotensos e
hipertensos. Os valores estdo expressos como media = erro padrdo da média e
analisados por teste t de student ndo pareado. *P<0,05.



5. DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo indicaram que a HCQ nao promoveu
alteracdes na funcdo cardiaca e vascular. Além disso, a HCQ reduziu o IMV em
animais normotensos, o didmetro dos cardiomiocitos em ratos Wistar e SHR, bem
como o contetdo de colageno perivascular e intersticial em animais normotensos e
hipertensos, respectivamente. O tratamento com HCQ também diminuiu a massa das
gorduras mesentérica, retroperitoneal e epididimal em animais normotensos.
Observou-se ainda que a HCQ aumentou os niveis de peroxidacao lipidica e a
atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx tanto nos ratos Wistar quanto
nos SHR. No entanto, a expressao de SOD e CAT foi maior apenas nos animais Wistar
HCQ, sem alteracdes nos hipertensos. Além disso, a HCQ reduziu a expressao IL-13
no ventriculo em ambas linhagens, com essa reducdo sendo mais significativa no
grupo SHR.

O tratamento com a HCQ reduziu o peso corporal de animais normotensos nas
duas ultimas semanas de tratamento. Esse resultado ndo foi observado nos animais
hipertensos. Observou-se também reducdo no consumo alimentar e hidrico em
Wistar, e reducdo da ingestdo de agua em SHR. Estudos anteriores demonstraram
que a HCQ induz reducao do peso corporal, sem afetar o apetite. A HCQ promoveu
reducdo do peso corporal, mitigou a esteatose hepatica e aumentou a sensibilidade a
insulina, sem alterar a ingestdo alimentar em um modelo de camundongo com
obesidade (Qiao et al., 2019). Neste estudo os autores demonstraram que a HCQ
diminuiu a adipogénese por ativacdo dos receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma tipo gama (PPARYy), no entanto o mecanismo pelo qual a HCQ regula a
lipogénese dependente de PPARy permanece desconhecido. Em ratos Wistar
obesos, a HCQ, também reduziu o ganho de peso corporal, melhorou o estresse
oxidativo, diminuiu a producdo de adipocinas inflamatorias e reduziu o
armazenamento de gordura (Hasan et al., 2023b). Os autores sugerem que esses
efeitos da HCQ na obesidade sdo mediados pela adiponectina. A adiponectina € uma
adipocitocina, liberada pelo tecido adiposo, que regula diversos processos
metabalicos, tais como o controle da glicose e a oxidacdo de acidos graxos e sua
deficiéncia esta relacionada com patologias como diabetes mellitus tipo 2 (Diez &
Iglesias, 2003; Ghoshal et al., 2021). Desta forma uma possivel explicagdo para a
reducdo de peso dos ratos tratados com HCQ observada em nosso estudo poderia



ser a modulacdo da adipogénese. No entanto, mais experimentos S840 necessarios
para confirmar essa hipotese e também para investigar porque esse efeito nao foi
observado em SHR.

Para avaliar o possivel efeito modulatério da HCQ sobre o sistema
cardiovascular, a PA e FC in vivo foi acompanhada por pletismografia de cauda, além
da avaliacédo da funcéo do VE por preparacao de coracao isolado e reatividade adrtica
por preparacao de vaso isolado em banho de 6rgédos isolados. O tratamento com HCQ
nao promoveu nenhuma alteragéo na PA e FC, tanto em animais normotensos, como
em hipertensos. Estes resultados corroboram com um estudo anterior que mostrou
gue a administracdo de HCQ na agua dos animais, nao foi capaz de alterar a PA e a
funcéo contrétil do VE, assim como observado no presente estudo (Capel et al., 2015).
A funcéo do VE e fluxo coronariano também néo foram alteradas pelo tratamento,
tanto em Wistar como em SHR. Esses resultados contrastam com estudos anteriores
gue mostraram que a HCQ influencia a funcédo cardiovascular. Um estudo recente
mostrou que a HCQ reduziu a presséao arterial e a proteiniria em ratas nhormotensas
gravidas com pré-eclampsia e que esse efeito pode ser devido a restauracdo da
disfuncéo endotelial (Choi et al., 2022). Um outro estudo utilizando camundongos com
LES, o tratamento com HCQ durante 5 semanas, reduziu a PAS sem influenciar a FC
(Gomez-Guzman et al., 2014). Em um estudo com fatias de coragéo suina, a HCQ
reduziu a forca contrétil de forma dependente da concentracdo. Os autores sugeriram
que o0 mecanismo de acédo por tras desse efeito envolve a inibicdo dos canais de calcio
do tipo L (Wu et al., 2023). Os resultados contrastantes do presente estudo podem ser
devido ao modelo animal utilizado, a dose de HCQ utilizada ou mesmo a duracao do
tratamento.

O tratamento com HCQ néo induziu nenhuma alteracao no tempo de arritmias
no presente estudo. Varios estudos associaram o uso da HCQ ao prolongamento do
intervalo QT, e incidéncias de arritmias (Chen et al., 2006; O’Laughlin et al., 2016; Villa
Zapata et al., 2022). Em um estudo que analisou o eletrocardiograma de 819 pacientes
com doencas reumaticas, tratados com HCQ, foi observada associagéo do tratamento
ao prolongamento do intervalo QT em uma fragéo significativa dos pacientes (Hooks
et al., 2020). Em outro estudo com pacientes com COVID-19 que fizeram o0 uso de
HCQ durante internacdo, também foi observado prolongamento do intervalo QT, além
de arritmia ventricular (Jankelson et al., 2020). No entanto, em um estudo de coorte

com pacientes diagnosticados com LES, AR e Sindrome de Sjogren tratados com



HCQ, néo foi observado aumento do risco de arritmias em comparacao com pacientes
gue nédo fazem uso desse medicamento (Lo et al., 2021). Em outro estudo com 85
pacientes com LES e doencgas do tecido conjuntivo, ndo houve aumento do intervalo
PR e QTc associado ao tratamento com HCQ (Costedoat-Chalumeau et al., 2007).
Apesar de haverem muitos estudos avaliando o risco de arritmias cardiacas
associadas ao tratamento com HCQ, nenhum estudo avaliou esse risco no cenario da
hipertensdo. O fato de a HCQ néo ter aumentado as arritmias cardiacas em SHR é
um importante resultado, uma vez que a hipertensdo é um fator de risco para o
desenvolvimento de arritmias e que muitos pacientes que fazem uso de HCQ também
tem diagndstico de HAS.

A HCQ néo alterou o relaxamento induzido pela Ach (dependente de endotélio)
e NPS (independente de endotélio) nos animais normotensos e hipertensos. Da
mesma forma, ndo houve nenhuma alteracdo na contracdo em resposta a Phe, tanto
nos vasos com endotélio, como nos sem endotélio. Um estudo com camundongos
fémeas NZBWF1, uma linhagem que desenvolve LES espontaneamente, tratadas
com HCQ apresentaram melhora na disfuncdo endotelial devido a hipertensao
(Gomez-Guzman et al.,, 2014). Neste estudo, foi observado que as aortas de
camundongos NBWF1 exibiram uma diminuicdo na resposta vasodilatadora a Ach e
um aumento na contracdo em resposta a Phe, ambos normalizados pela HCQ. Um
outro estudo com pacientes com LES que fazem uso de medicacdo antimalarica,
demonstrou aumento da vasodilatacdo da microvasculatura cutanea de forma
independente do endotélio (Bengtsson et al., 2010). J& o estudo de Arslan et al. (2022)
observou uma resposta vasodilatadora da HCQ em aorta isolada de ratos Wistar, de
forma dependente e independente de endotélio (Arslan et al., 2022). O motivo pelo
qual a HCQ n&o modificou a reatividade adrtica no presente estudo pode ser devido
ao modelo animal utilizado, a via de administracdo ou até mesmo a dose utilizada.

O tratamento com HCQ reduziu o IMV dos animais normotensos, mas nao
alterou esse indice nos animais hipertensos. Ja4 em relagcdo ao diametro dos
cardiomidcitos, o tratamento reduziu esse parametro em ambas linhagens. Além
disso, houve reducgéo do colageno perivascular em Wistar e intersticial em SHR. Sabe-
se que os SHR desenvolvem hipertrofia do VE e fibrose do tecido cardiaco em
resposta a sobrecarga pressorica induzida pela hipertensédo. A hipertrofia cardiaca
induzida pela hipertenséo é classificada como hipertrofia patoldgica, pois além de

apresentar crescimento celular e sintese proteica, sdo observadas alteracbes como



fibrose, morte celular, reativacdo da expresséo de genes fetais, alteracdo estrutural
dos sarcomeros, angiogénese insuficiente e aumento na producéo de citocinas pro-
inflamatdrias (Barry et al., 2008; Nakamura & Sadoshima, 2018; Samak et al., 2016).
Um dos mecanismos de acdo da HCQ é a modulacdo da resposta inflamatéria e
estudos anteriores ja mostraram que ela inibe a funcéo dos receptores Toll-like (TLR).
Foi sugerido que essa inibicdo se da por meio do efeito da HCQ no pH
endossomal/lisossémico e também por ela se ligar aos acidos nucleicos, inibindo a
ligagdo do acido nucleico ao TLR (Kuznik et al., 2011). Estudos anteriores
demonstraram que a HCQ inibe a ativacdo dos macréfagos, além de diminuir a
liberacdo de fatores inflamatérios e a apoptose durante a fibrose renal, através das
vias de sinalizacéo do TLR-9 e PISK/AKT e fator nuclear kappa B (NF-kB) (D. Li et al.,
2022; Zheng et al., 2021). Entre os mecanismos relacionados com a patogénese da
hipertrofia e da fibrose, a via inflamatéria desempenha importante papel, uma vez que
citocinas inflamatérias como IL-1 e 6, TNF-a e as vias de sinalizagao ativadas pelo
NF-kB e pelos TLR’s, sdo frequentemente relacionados a essas condi¢des (Zhang et
al., 2023). De acordo com estes achados prévios, foi observado no presente estudo
gue a HCQ diminuiu a marcacédo imuno-histoquimica para IL-1B no ventriculo de ratos
Wistar e SHR.

A fibrose cardiaca é caracterizada pela deposicdo excessiva de matriz
extracelular (MEC), incluindo proteinas fibrilares (colagenos | e Ill) e néo fibrilares e
isso se da principalmente devido a um desequilibrio entre a sintese e a degradacéo
da MEC (Giannandrea & Parks, 2014; Kong et al., 2014). As MMP’s sao as principais
proteases que degradam a MEC e tem sua atividade regulada pelos inibidores
teciduais endogenos de metaloproteinases (TIMPs) (DeLeon-Pennell et al., 2017). Um
desequilibrio entre MMP/TIMP leva a renovacéo desregulada da MEC, resultando em
alteracdes estruturais e funcionais do VE (Kremastiotis et al., 2021). A HCQ também
regula a atividade das MMP’s. A expressdao da MMP-1 foi regulada positivamente em
fibroblastos com neurofibromatose tipo 1, através da atividade inibitéria lisossomal da
HCQ, de forma dependente do receptor de hidrocarboneto de arila e da fosforilacéo
de ERK (Tsuiji et al., 2021; Yumine & Tsuji, 2021). No entanto, em células tipo 5637 e
T24 com cancer de bexiga, a HCQ blogueia a autofagia e inibe a MMP-2, inibindo
assim a invasividade do cancer (Chou et al., 2021). Sendo assim, um dos mecanismos
pelo qual a HCQ reduziu a fibrose no presente estudo poderia ser devido a regulacao

da HCQ sobre a atividade das MMP’s. No entanto, os resultados do experimento de



zimografia do presenete estudo, demonstraram que o tratamento com HCQ n&o foi
capaz de alterar a atividade da pro-MMP2 e da MMP2 em animais normotensos e
hipertensos. A MMP-2, especificamente, esta envolvida no metabolismo do colageno
tipo | e Ill, que sdo os principais tipos encontrados no coragédo (DeCoux et al., 2014;
Spinale, 2002). A auséncia de alteracdo na atividade da MMP-2 sugere que a reducéo
da fibrose induzida pela HCQ pode estar mais relacionada a diminui¢cdo da sintese de
coldgeno do que ao aumento da degradacdo da matriz extracelular. A HCQ tem
propriedades anti-inflamatdrias e pode inibir a ativacdo de fibroblastos e
miofibroblastos, reduzindo a producdo de coldgeno em resposta a estimulos
inflamatorios e ao estresse oxidativo (Ramser et al., 2009; Torigoe et al., 2018; Wang
et al., 2023). Outra possibilidade € que a HCQ possa estar regulando outras MMPs
nao detectadas neste estudo, como a MMP-9, ou inibindo TIMPs, modulando
indiretamente o remodelamento tecidual. Essa reducdo na deposicao de colageno
intersticial no VE de SHR é algo benéfico, ja que ele esta aumentado na hipertensao.
No entanto, nos animais normotensos ndo, pois normalmente ndo ha fibrose
perivascular nesses animais, € nesse caso a HCQ poderia tornar 0s vasos mais
suscetiveis a lesbes ou disfungcdes ao longo do tempo. Desta forma, mais
experimentos sao necessarios para investigar as vias utilizadas pela HCQ para
reducdo do colageno em animais normotensos e hipertensos.

O estresse oxidativo, caracterizado pelo desequilibrio entre ERO e defesas
antioxidantes, desempenha um papel significativo na génese de diversas patologias
como cancer, disturbios neurodegenerativos e doencas cardiovasculares (Chandimali
et al., 2025; K. Li et al., 2024; Uremis & Uremis, 2025). Esse desequilibrio leva a
disfuncdo endotelial, remodelamento vascular e aumento da presséo arterial,
contribuindo para a hipertensdo e suas complicacbes (Arendshorst et al., 2024;
Griendling et al., 2021; C. Liu et al., 2025). Ja foi demonstrado que a hipertenséo
causada por angiotensina Il cronicamente elevada € mediada em parte pelo radical
superoxido (O,7¢), provavelmente por degradacdo do NO derivado do endotélio
(Laursen et al., 1997). O estudo de Silva e et.al. mostrou que a disfungéo endotelial
nas artérias mesentéricas de camundongos hipertensos DOCA-Sal esta associada a
expressado e ao funcionamento reduzidos da éxido nitrico sintase neuronal (NNOS) e
a producao prejudicada de H20:2 derivado da nNOS (Silva et al., 2015). No presente
estudo a HCQ apresentou um efeito paradoxal no equilibrio redox de ratos Wistar e

SHR. Embora tenha ocorrido um aumento nos niveis de LPO, sugerindo maior



estresse oxidativo, também houve um aumento das enzimas antioxidantes GPx, SOD
e CAT, que sdo mecanismos de defesa celular contra o dano oxidativo. Esses achados
estdo de acordo com a literatura que demonstram que a interacdo da HCQ com as
vias do estresse oxidativo € complexa, envolvendo efeitos pro-oxidantes e
antioxidantes, dependendo do contexto. A HCQ pode aumentar os niveis de MDA e
NO nos tecidos, indicando peroxidacéao lipidica e danos oxidativos (Uzar et al., 2012).
Em modelos de esclerose multipla em camundongos a HCQ reduziu a peroxidagéo
lipidica in vivo, atenuando a neurodegeneragdo (Brown et al.,, 2021). A HCQ
demonstrou reduzir os niveis de ROS em células endoteliais sob condi¢cdes de alta
glicose, mitigando o estresse oxidativo/nitrosativo (Rezabakhsh et al., 2017). No
presente estudo a HCQ néo alterou a expressdao da ERK1/2 total e fosforilada em
Wistar e SHR. A proteina ERK1/2 € uma molécula crucial na sinalizagdo celular,
envolvida em diversos processos fisiologicos, incluindo crescimento, proliferacao,
diferenciacéo, sobrevivéncia celular e estresse oxidativo (Martin-Vega & Cobb, 2023;
Postiglione et al., 2023). Pesquisas indicam que a HCQ pode aumentar a fosforilagéo
de ERK1/2, promovendo a sobrevivéncia celular e proporcionando efeitos protetores
contra a lesédo por isquemia/reperfuséo cardiaca (Bourke et al., 2015). O tratamento
com HCQ leva a diminuicdo da fibrose muscular e ao aumento da regeneracéo de
miofibras apds lesdo por isquemia/reperfusdo do musculo esquelético por meio da
diminuicao da fosforilagdo de ERK1/2 (Edwards et al., 2020). A auséncia de alteracéo
na expressao total e fosforilada da ERK1/2 sugere que, apesar do estresse oxidativo
induzido pela HCQ, essa via de sinalizacdo especifica ndo foi ativada. I1sso pode
indicar que a HCQ néo regula a resposta ao estresse oxidativo por meio da via
ERK1/2, ou que a ativacdo dessa via depende de outros fatores que ndo foram
avaliados no presente estudo.

A HCQ promoveu reducgdao significativa na relacéo entre o peso da gordurae o
tamanho da tibia das gorduras mesentérica, retroperitoneal e epididimal. Essas
gorduras séo classificadas como tecido adiposo branco. O tecido adiposo branco nao
se limita apenas a ser um 6rgdo de armazenamento, mas tem a capacidade de
produzir uma ampla gama de moléculas biologicamente ativas, incluindo numerosas
adipocinas (Carbone et al., 2012). As adipocinas inflamatérias estimulam a formacao
de espécies reativas de oxigénio (ERO), desencadeando uma alteracdo no estado
redox denominado estresse oxidativo. Dado que o tecido adiposo secreta adipocinas
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que geram ERO, ele é reconhecido como um local para a geracdo de estresse



oxidativo sistémico (Hasan et al., 2023a). Dadas as propriedades anti-inflamatérias e
a regulacao da atividade redox induzidas pela HCQ, que ja foram mencionadas no
presente estudo, esse medicamento pode ter reduzido o peso das gorduras do tecido
adiposo branco por essas vias. No entanto, experimentos complementares sao
necessarios para elucidar os mecanismos de acdo exatos da HCQ no presente

estudo.



6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que a HCQ néo altera
significativamente a pressao arterial, frequéncia cardiaca, funcéo ventricular esquerda
ou reatividade vascular de ratos normotensos ou hipertensos. No entanto, observou-
se gue o tratamento com HCQ promoveu reducdo do peso corporal e da ingestao de
racdo em ratos normotensos e de dgua em Wistar e SHR. Este farmaco diminuiu o
indice de massa ventricular em Wistar e o diametro dos cardiomiocitos em ambas as
linhagens, mas reduziu o colageno perivascular apenas em Wistar e intersticial em
SHR. Além disso, o tratamento aumentou a peroxidagdo lipidica e a atividade de
enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e GPx, em ambos 0s grupos, sugerindo uma
possivel modulacdo do estresse oxidativo. A IL-1B foi reduzida no tecido cardiaco de
ratos normotensos e hipertensos, sugerindo uma possivel modulacdo da via
inflamatoéria. A massa de tecido adiposo foi reduzida pela HCQ apenas em animais
normotensos.

Esses resultados indicam que, embora a HCQ néo altere diretamente a funcéao
cardiovascular, ela pode induzir alteracdes diferentes entre animais normotensos e
hipertensos. Portanto, sao necessarios mais estudos para compreender o0s
mecanismos subjacentes a esses efeitos e suas implicagbes, especialmente em

condi¢bes de hipertenséo.
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