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APRESENTACAO

Esta tese é o resultado da pesquisa do: 1) papel da tiorredoxina-1 (Trx-1) nas vias de
sinalizacdo celular (proliferacdo, apoptose e inflamagdo) envolvidas com o remodelamento
vascular pulmonar observada na hipertensdo arterial pulmonar (HAP); 2) papel do estresse
oxidativo e nitrosativo pulmonar na progressdéo da HAP experimental e; 3) papel da
inflamacédo, estresse oxidativo e do balango autonémico no ventriculo direito (VD) e

ventriculo esquerdo (VE) ao longo da progressdo da HAP experimental.

A tese esta estruturada em nove capitulos, onde inicialmente se apresenta a introducao
ao tema, que estd organizada em trés subitens de revisdo bibliogréfica que abordam a
patologia, os mecanismos envolvidos no seu desenvolvimento e o modelo experimental para
inducdo da doenca em ratos, oriundos da literatura cientifica atual. Em seguida, sdo
apresentadas a justificativa, as hipoteses e 0s objetivos (gerais e especificos para cada estudo).
Os materiais e métodos, englobando todas as metodologias e os procedimentos realizados nos
diferentes estudos que compdem esta tese, sdo exibidos no capitulo cinco. No capitulo seis,

estdo apresentados os resultados na forma de trés artigos cientificos.

O primeiro artigo exibe os resultados do papel da Trx-1 nas vias de sinalizacdo celular
(proliferacdo, apoptose e inflamacdo) envolvidas no remodelamento vascular pulmonar
observada na HAP. Além disso, o artigo evidencia parametros que confirmam a instalacdo da
HAP, com aumento da resisténcia vascular pulmonar e do esforco miocardico, além da
deposicdo de colageno no tecido cardiaco. Este trabalho é pioneiro, pois apresenta pela
primeira vez o papel do sistema Trx-1, incluindo seu inibidor enddgeno, na homeostase redox
e na sinalizagéo celular de processos como proliferagéo, apoptose e inflamacgdo. O manuscrito

esta em andlise na revista Life Sciences (Fator de impacto = 3.647).

O segundo artigo aponta os resultados do papel do estresse oxidativo e nitrosativo
pulmonar na progressdo da HAP induzida por monocrotalina (MCT). Também apresenta
resultados do efeito da administracdo de MCT na disfuncgdo endotelial pulmonar e na resposta
da artéria pulmonar a vasoativos nos diferentes tempos de analises (1, 2 e 3 semanas). Este
trabalho tem como inovacdo o estudo temporal das alteracdes induzidas pela MCT no leito
pulmonar, considerando estresse oxidativo e nitrosativo, inflamacédo, disfuncdo endotelial e

responsividade da artéria pulmonar, evidenciando as alteracbes em estagios precoces,



intermediérios e avancados da doenca. Este artigo esta in press na revista European Journal of
Pharmacology (fator de impacto=3.263), doi: https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2020.173699.

O terceiro artigo denota os achados referentes ao efeito da administracdo
intraperitoneal de MCT no VD e VE ao longo da progressdo da HAP, levando em
consideracdo a) estresse oxidativo, através da analise de espécies reativas, fontes dessas
espécies, antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos e dano oxidativo a lipidios; b) presenca
de infiltrado inflamatério em ambos os ventriculos cardiacos, c¢) efeito da HAP na modulacéo
autondmica cardiaca e d) resultados funcionais e morfométricos de ambos os ventriculos.
Como inovacdo, este trabalho versa sobre dados referentes aos diferentes estagios da doenca
(1, 2, 3 e 4 semanas), em um ventriculo que € diretamente afetado pela doenca e em um que
ndo é diretamente afetado. Este artigo foi publicado na revista Molecular and Cellular
Biochemistry (fator de impacto=2.795), doi: https://doi.org/10.1007/s11010-019-03652-2, em
janeiro de 2020.

Em seguida, no capitulo sete, apresenta-se uma discussdo conclusiva, englobando os
principais achados dos trés artigos cientificos, alicercada pela literatura. O capitulo oito
apresenta as conclusfes deste trabalho de doutorado, enquanto no capitulo nove exibe as
principais perspectivas sobre o tema desta tese. Logo depois, encontram-se as referéncias
bibliograficas dos textos cientificos consultados para a redacdo dos capitulos Introducéo,
Material e Métodos e Discussdo, enquanto as referéncias bibliograficas dos artigos cientificos

encontram-se apresentadas ao final de cada artigo.


https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2020.173699
https://doi.org/10.1007/s11010-019-03652-2

RESUMO

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) é uma doenca progressiva e fatal, que promove um
remodelamento vascular pulmonar obstrutivo, culminando no aumento da resisténcia vascular
pulmonar (PVR) e da pressdo arterial pulmonar média (mPAP). Como consequéncia, ha
sobrecarga de pressdo para 0 VD que hipertrofia (HVD) e, em estagios avancados, desenvolve
insuficiéncia cardiaca direita (ICD). A monocrotalina (MCT) corresponde ao principal
modelo experimental de estudo da patologia e de novos alvos terapéuticos para a HAP. No
entanto, poucos estudos focaram na andlise da progressdo da HAP induzida por MCT e seus
efeitos em diferentes tecidos. Por isso, 0 objetivo desta tese foi avaliar a progressdo da HAP
induzida por MCT através da analise de parametros morfométricos, ecocardiograficos,
hemodinamicos, bioguimicos, moleculares e histoldgicos, a fim de caracterizar a evolucdo da
doenca em diferentes tecidos. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFRGS (numero 32151). Ratos machos foram divididos em dois grupos: MCT e controle. O
grupo MCT recebeu uma Unica injecdo (60 mg / kg, i.p.) de MCT, enquanto o controle
recebeu solucdo salina na mesma dose. Na sequéncia, 0s grupos MCT e controle foram
divididos em 3 grupos: 1, 2, e 3 semanas (primeiro protocolo experimental) ou em 4 grupos:
1, 2, 3 e 4 semanas (segundo protocolo experimental). Para o primeiro protocolo
experimental, as seguintes analises foram realizadas: ecocardiografica (indice de performance
miocardica (MPI) e relacdo entre tempo de aceleracdo e tempo de ejecdo pela artéria
pulmonar (AT/ET), hemodin&dmica (pressdo arterial pulmonar média-mPAP) e morfométrica
(hipertrofia do ventriculo direito-HVD). O pulmédo foi usado para analises histoldgicas
(determinacdo da espessura da parede pulmonar, extensdo do dano tecidual, quantificacéo
celular e deposicdo de colageno), bioquimicas (atividade da NADPH oxidase —Nox, catalase —
CAT, superdxido dismutase —SOD, glutationa peroxidase —GPX, tiorredoxina redutase —
TrxR, glutationa redutase ~GR e 6xido nitrico sintase —NOS, concentracdo de sulfidrila,
espécies reativas de oxigénio total -ROS e TBARS), moleculares (expressdo da eNOS,
relacdo entre os receptores da endotelina-1 [ETAR e ETBR], expressdo de Trx-1 e seu
regulador VDUP-1- vitamina D (3) proteina regulada positivamente 1; fator nuclear 2
relacionado ao fator eritroide; proliferagédo celular [razdo entre Akt total e fosforilada], vias de
morte celular [caspase-3, razdo entre JNK total e fosforilada e razdo entre p38 total e
fosforilada] e inflamacdo [razdo entre NF-xp 65 total e fosforilado, HSP70]) e
imunohistoquimica (marcag¢do com nitrotirosina). O segundo protocolo experimental consistiu
na submissdo dos animais ao exame ecocardiografico (excursdo sistolica do plano anular
trictspide (TAPSE), velocidade méaxima de enchimento rapido e lento do ventriculo direito
(relacdo E / A), mudanca da &rea fracional do ventriculo esquerdo (FAC) e fracdo de ejecdo
ventricular (FE) e analise hemodindmica (pressdes sistélica e diastolica de VD e VE e suas
derivadas de contratilidade e relaxamento), seguida de eutanasia. A modulacdo autonémica
foi avaliada pela analise espectral considerando dois componentes espectrais: baixa
frequéncia (LF) e alta frequéncia (HF). VD e VE foram usados, ainda, para analises
morfométricas (HVD), bioquimicas (concentracdo de peroxido de hidrogénio (H,O;) e
TBARS, atividade da SOD, CAT, GPx e contetdo de sulfidrila) e histolégicas (determinar o
infiltrado inflamatorio). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk.
Os resultados com distribuicdo normal foram analisados pela ANOVA de duas vias,



complementada pelo teste de Student-Newman-Keuls, enquanto os resultados sem
distribuicdo normal foram analisados pelo teste de comparacdo multipla de Kruskal-Wallis (P
<0,05). No pulméo, a HAP promoveu aumento nas atividades da Nox e SOD, aumento de
ROS, expressdo de eNOS e dano nitrosativo na primeira semana. Além disso, houve aumento
da atividade de TrxR, da expressdo de Trx-1 e VDUP-1, e reducao da atividade da GR. Apds
duas semanas da administracdo de MCT, mostrou-se aumento da NOS e reducdo da atividade
da CAT. Foi observada, também, reducdo da expressao da Trx-1, Nrf2 e HSP70, bem como
aumento da expressdo de VDUP-1 e das vias de proliferacdo, inflamacdo e apoptose. Na
terceira semana, a HAP aumentou a atividade de SOD e NOS, diminuiu a expressdo de eNOS
e o contetdo de sulfidrilas, aumentou a razdo ETAR/ETBR, a concentracdo de ROS e do dano
oxidativo (TBARS) e nitrosativo (nitrotirosina). Somado a isso, foi observado aumento da
atividade de TrxR, reducéo da expressdo de Trx-1, Nrf2 e HSP70, aumento da expressédo de
VDUP-1, ativacdo de proliferacdo celular e inflamacdo. Nenhuma diferenca significativa foi
encontrada nas vias apoptdticas. Todas essas alteracbes foram acompanhadas por
remodelamento dos vasos pulmonares e extensa lesdo no parénquima pulmonar. Além disso,
deposicdo de colageno foi encontrada em estagios avancados. Como consequéncia desse
remodelamento pulmonar, houve aumento da mPAP e desenvolvimento de HVD ap6s 2 e 3
semanas em comparacdo aos seus grupos controles. O desenvolvimento de HAP induziu
reducdo da razdo AT/ET e aumento do MPI na terceira semana. No tecido cardiaco, a inducdo
com MCT promoveu aumento na pressao sistélica do VD, na concentracdo de H,0,, atividade
de CAT e TBARS, e diminuicdo do contetido de sulfidrilas no VD, associado a inflamacéo
leve, enquanto no VE foi encontrado apenas aumento no conteido de sulfidrilas. Apo6s duas
semanas, houve, aumento da pressdo sistdlica do VD, conteido de sulfidrilas no VD,
inflamacdo leve a moderada, HVD, enquanto no VE foi constatada inflamacdo leve e
diminuicdo do conteudo de sulfidrilas. Apds trés semanas, a HAP, no VD, levou a inflamacéo
moderada a acentuada, diminui¢do da atividade da SOD e aumento da atividade da GPx e do
dano oxidativo a lipidios. No VE, foi encontrado aumento de dano oxidativo e inflamagéo
leve. Esta fase também foi caracterizada pelo aumento do tonus simpatico e diminui¢do do
tdnus parassimpatico. Dessa forma, no tecido pulmonar, a primeira semana foi marcada pela
presenca de estresse nitrosativo, que levou a uma adaptacdo apds 2 semanas. O estresse
oxidativo pulmonar foi evidente na terceira semana, provavelmente por um desequilibrio
entre os receptores da endotelina-1, resultando em remodelamento da matriz extracelular,
disfungéo endotelial e HVD. Assim, acredita-se que essas alteragdes no VD sejam decorrentes
de alteracbes pulmonares anteriores. Aqui demonstramos essas alteracGes pulmonares através
de um desequilibrio na expressdo das defesas antioxidantes, destacando uma reducdo na
expressao de Trx-1 e um aumento no seu inibidor intrinseco, VDUP-1. Também
demonstramos um envolvimento temporal das vias de sinalizacdo relacionadas a proliferacao
e inflamacdo. No tecido cardiaco, é plausivel supor que as mudangas observadas no estresse
oxidativo e na inflamagdo estejam intimamente relacionadas as alterac@es iniciais induzidas
pela HAP no VD, enquanto o desequilibrio autondmico parece contribuir para a exacerbagdo
dessa conversa cruzada nas fases avancadas da doenca. Em contrapartida, devido a falta de
efeito direto, o VE sofreu poucas alteracdes em resposta a administracdo da MCT.



Palavras chaves: analise temporal, MCT, estresse oxidativo/nitrosativo, disfuncao endotelial,
inflamacéo, disfuncdo autonémica, interdependéncia ventricular.



ABSTRACT

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a progressive and fatal disease that promotes an
obstructive pulmonary vascular remodeling, culminating in an increase in pulmonary vascular
resistance (PVR) and mean pulmonary arterial pressure (mPAP). As a consequence, there is
pressure afterload for the right ventricle (RV), which hypertrophies (RVH) and, in advanced
stages, develops right heart failure (RVF). Monocrotaline (MCT) corresponds to the main
experimental model for studying pathology and new therapeutic targets for PAH. Few studies
have focused on analyzing the progression of PAH induced by MCT and its effects on
different tissues. Therefore, the objective of this thesis was to evaluate the progression of
PAH induced by MCT through the analysis of morphometric, echocardiographic,
hemodynamic, biochemical, molecular and histological parameters, in order to characterize
the evolution of the disease in different tissues (lung, RV and left ventricle (LV), pulmonary
artery). This study was approved by the UFRGS Research Ethics Committee (number 32151).
Male rats were divided into two groups: MCT and control. The MCT group received a single
injection (60 mg / kg, i.p.) of MCT, while the control received saline in the same dose. Then,
the MCT and control groups were divided into 3 groups: 1, 2, and 3 weeks (first experimental
protocol) or 4 groups: 1, 2, 3, and 4 weeks (according to the experimental protocol). For the
first experimental protocol, the following analyzes were performed: echocardiography
(myocardial performance index - MPI and relationship between acceleration time and ejection
time through the pulmonary artery (AT/ET), hemodynamics (mPAP), and morphometry
(RVH). Lung was used for histological analysis (determination of the thickness of the
pulmonary wall, extent of tissue damage, cell quantification and collagen deposition),
biochemical analysis (NADPH oxidase —Nox, catalase —CAT, superoxide dismutase —SOD,
glutathione peroxidase —GPx activity, thioredoxin reductase - TrxR, glutathione reductase —
GR and nitric oxide synthase -NOS, sulfhydryl concentration, reactive total oxygen species —
ROS and TBARS), molecular (expression of eNOS, relationship between endothelin-1
receptors [ETAR and ETBR] , expression of Trx-1 and its regulator VDUP-1- vitamin D (3)
positively regulated protein 1; nuclear factor 2 related to erythroid factor; cell proliferation
[ratio between total and phosphorylated Akt] , cell death pathways [caspase-3, ratio between
total and phosphorylated JNK and ratio between total and phosphorylated p38] and
inflammation [ratio between total and phosphorylated NF-xf 65, HSP70]) and
immunohistochemistry (nitrotyrosine labeling). The second experimental protocol consisted
of submitting the animals to echocardiographic examination (systolic excursion of the
tricuspid annular plane (TAPSE), maximum speed of fast and slow filling of the RV (E/A
ratio), alteration of the fractional area of the left ventricle (FAC) and ventricular ejection
fraction (EF)) and hemodynamic analysis (systolic and diastolic pressures of RV and LV and
their derivatives of contractility and relaxation), followed by euthanasia. Autonomic
modulation was evaluated by spectral analysis considering two spectral components: low
frequency (LF) and high frequency (HF). RV and LV were also used for morphometric
(RVH), biochemical (hydrogen peroxide (H,0,) and TBARS, activity of SOD, CAT, GPx and
sulfhydryl content) and histological analyzes (to determine the inflammatory infiltrate). The
data were submitted to the Shapiro-Wilk normality test. The results with normal distribution
were analyzed by two-way ANOVA, complemented by the Student-Newman-Keuls test,
while the results without normal distribution were analyzed by the Kruskal-Wallis multiple
comparison test (P<0.05). In the lung, PAH increased the activities of Nox and SOD,
increased ROS, eNOS expression and nitrosative damage in the first week. In addition, there
was an increase in TrxR activity, Trx-1 and VDUP-1 expression, and a decrease in GR
activity. After two weeks of MCT administration, there was an increase in NOS and a
reduction in CAT activity. It was also observed a reduction in the expression of Trx-1, Nrf2



and HSP70, as well as an increase in the expression of VDUP-1 and the proliferation,
inflammation and apoptosis pathways. In the third week, HAP increased SOD and NOS
activity, decreased eNOS expression and sulfhydryl content, increased the ETAR / ETBR
ratio, the concentration of ROS and oxidative damage (TBARS) and nitrosative
(nitrotyrosine). In addition, increased activity of TrxR, reduced expression of Trx-1, Nrf2 and
HSP70, increased expression of VDUP-1, activation of cell proliferation and inflammation
were observed. No significant differences were found in the apoptotic pathways. All of these
changes were accompanied by remodeling of the pulmonary vessels and extensive injury to
the lung parenchyma. In addition, collagen deposition has been found in advanced stages. As
a consequence of this pulmonary remodeling, there was an increase in mPAP and
development of RVH after 2 and 3 weeks compared to its control groups. The development of
PAH induced a reduction in the AT/ET ratio and an increase in MPI in the third week. In
cardiac tissue, induction with MCT promoted an increase in RV systolic pressure, H,0,
concentration, CAT and TBARS activity, and a decrease in the sulfhydryl content in the RV,
associated with mild inflammation, whereas in the LV, only an increase in the content was
found sulfhydryl. After two weeks, there was an increase in RV systolic pressure, content of
sulfhydryl in RV, mild to moderate inflammation, RVH, while in LV there was mild
inflammation and decreased content of sulfhydryl. After three weeks, PAH, in the RV, led to
moderate to severe inflammation, decreased SOD activity and increased GPx activity and
oxidative damage to lipids. In the LV, increased oxidative damage and mild inflammation
were found. This phase was also characterized by an increase in sympathetic tone and a
decrease in parasympathetic tone. Thus, in the lung tissue, the first week was marked by the
presence of nitrosative stress, which led to an adaptation after 2 weeks. Oxidative pulmonary
stress was evident in the third week, probably due to an imbalance between endothelin-1
receptors, resulting in remodeling of the extracellular matrix, endothelial dysfunction and
RVH. Thus, it is believed that these changes in the RV are due to previous pulmonary
changes. Here we demonstrate these pulmonary changes through an imbalance in the
expression of antioxidant defenses, highlighting a reduction in the expression of Trx-1 and an
increase in its intrinsic inhibitor, VDUP-1. We also demonstrated a temporal involvement of
the signaling pathways related to proliferation and inflammation. In cardiac tissue, it is
plausible to assume that the changes observed in oxidative stress and inflammation are closely
related to the initial changes induced by PAH in the RV, while the autonomic imbalance
seems to contribute to the exacerbation of this cross-talk in the advanced stages of the disease.
On the other hand, due to the lack of direct effect, the LV underwent few changes in response
to the administration of MCT.

Key-words: temporal analysis, MCT, oxidative / nitrosative stress, endothelial dysfunction,
inflammation, autonomic dysfunction, ventricular interdependence.
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1 INTRODUCAO

1.1 HIPERTENSAO PULMONAR

A hipertensdo pulmonar (HP) é uma doenca progressiva, que induz um
remodelamento vascular pulmonar irreversivel, responsavel pela obstru¢do gradativa do
lumen, e consequentemente, pelo aumento da resisténcia vascular pulmonar (PVR) e da
pressdo arterial pulmonar média (mPAP). Todas essas modificacbes pulmonares geram
aumento na pos-carga ao lado direito do coracdo, que, em estagios mais avancados, podem
induzir insuficiéncia cardiaca direita (ICD) e morte (LAN et al., 2018; LAU et al., 2017).
Clinicamente, a HP é diagnosticada quando a mPAP for > 20 mmHg, por meio do cateterismo
do ventriculo direito (VD) (SIMONNEAU et al., 2019). Posteriormente, os pacientes sao
subclassificados de acordo com a pressdo capilar pulmonar e com a PVR, conforme
apresentado na tabela 1 (CONDON et al., 2019; SAHAY, 2019; SIMONNEAU et al., 2019).

Tabela 1. Pardmetros hemodinamicos utilizados para diagnostico de HP.

Definicao Caracteristicas

mMPAP > 20 mmHg
HP Pré—capilar Pressdo capilar pulmonar < 15 mmHg

PVR > 3 unidades Woods

MPAP > 20 mmHg
HP pds—capilar isolada Pressdo capilar pulmonar > 15 mmHg

PVR < 3 unidades Woods

mPAP > 20 mmHg
HP pré e pos- capilar

. Pressdo capilar pulmonar > 15 mmH
combinadas P P g

PVR > 3 unidades Woods

Fonte: adaptado e modificado de CONDON et al., 2019. HP: hipertensdo pulmonar; mPAP: pressdo
média na artéria pulmonar; PVR: resisténcia vascular pulmonar; mmHg: milimetros de mercurio.
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A atual classificacdo da HP, conforme evidenciada na figura 1, € proveniente do 6°

Simpo6sio Mundial de HP, ocorrido em 2018, dividindo-a em cinco grupos que compartilham

semelhancas na sua etiologia, prognostico e tratamentos (SIMONNEAU et al., 2019). O

grupo 1, hipertensdo arterial pulmonar (HAP), corresponde a um grupo de doencas que

apresentam mudancas patoldgicas similares na vasculatura pulmonar, enquanto que os demais

grupos correspondem ao desenvolvimento de HP secundério a outras patologias. O grupo 2 de

HP ¢é secundario a doenca cardiaca esquerda, como insuficiéncia cardiaca sistélica ou

diastdlica, doencas valvares do lado esquerdo e outras. Ja o grupo 3 é devido a doencas

relacionadas ao parénquima pulmonar ou hipdxia. A HP do grupo 4 é decorrente de

hipertensdo pulmonar tromboembdlica cronica e outros processos obstrutivos pulmonares,

enquanto o grupo 5 inclui doengcas com mecanismos multifatoriais ou mecanismos pouco

claros. Por mais que se saiba que a incidéncia e a prevaléncia diferem entre os cinco grupos

da HP, sendo mais frequente nos grupos 2 e 3 e mais rara nos grupos 1 e 4 (SIMONNEAU et

al., 2019), estima-se que a HP afeta 1% da populacéo global, sendo sua prevaléncia crescente

na populacdo com mais de 65 anos (HOEPER et al., 2016).

Grupo 1
Hipertensao arterial
pulmonar (HAP)

Grupo 2
Hipertensao pulmonar
decorrente de doenga

cardiaca esquerda

Grupo 3
Hipertensao
pulmonar
devido a doenga
pulmonar e / ou
hipdxia

Grupo 4
Hipertensao
pulmonar devido a
obstrugdo da
artéria pulmonar

Grupo 5
Hipertensao
pulmonar com
mecanismos
multifatoriais e/ou
desconhecidos

1.1 HAP Idiopatica

1.2 HAP Hereditaria

1.3 Induzida por drogas ou
toxinas

1.4 Associada com: Doenca
tecido conectivo; Infecgdo por
HIV; Hipertensdo portal;
Doenca cardiaca congénita;
Esquistossomose.

1.5 HAP para pacientes
tratados com bloqueadores de
canal de calcio

1.6 HAP com envolvimento
de outra caracteristica venosa
/ capilar: Doenga pulmonar

veno-oclusiva (DPVO);
Hemangiomatose capilar
pulmonar (HCP)

1.7 HAP persistente do
recém-nascido

2.1 Decorrente da insuficiéncia
cardiaca com fragdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo preservada
2.2 Decorrente da insuficiéncia
cardiaca com fracao de ejecdo do
ventriculo esquerdo reduzida

2.3 Doenga cardiaca valvar

2.4 Condicdes cardiovasculares
congénito-adquiridas levando a
HP pés-capilar

3.1 Doengas
obstrutivas

3.2  Doencas
restritivas

33 Outras doengas
pulmonares com padrdo misto
de obstrugio/restritiva

34 Hipéxia sem doenga
pulmonar

3.5 Desenvolvimento de
doengas pulmonares

pulmonares

pulmonares

4.1 HP tromboembdlica
cronica

42 Outras obstrucdes da
artéria pulmonar

43 Sarcoma ou
angiosarcoma

4.4 Outros tumores
malignos: Carcinoma
renal, Carcinoma uterino e
outros

5.1 Doengas hematoldgicas
5.2 Doencgas sistémicas

5.3 Outras

5.4 Doenga cardiaca
congénita complexa

Figura 1 — Grupos de HP, conforme divisdo estabelecida no 6°Simpdsio Mundial de HP (adaptada de

HOEPER et al., 2016).
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1.2 HIPERTENSAO ARTERIAL PULMONAR

O grupo 1 da HP, que corresponde a HAP, pode ter varias etiologias, dentre as quais a
idiopéatica (sem causa definida), em associagdo com doenca de tecido conjuntivo, induzida por
toxinas e drogas, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), esquistossomose,
doenca tromboembdlica crénica ou forma hereditaria (SIMONNEAU et al., 2019). A HAP ¢
uma doenca progressiva, que até os dias atuais nao apresenta cura. Na clinica é diagnosticada
através de um aumento anormal da mPAP (>20 mmHg) e da PVR (>3 unidades Woods),
enquanto niveis normais de pressao capilar pulmonar (<15 mmHg) sdo observados (SAHAY,
2019).

Devido a auséncia de dados documentados de doencas que séo fatores de risco para
HAP, como HIV e esquistossomose, ainda mais em paises em desenvolvimento, onde se
acredita que a carga global é muito maior do que aquela que se tem documentado, estudos
apontam que a prevaléncia global de HAP ¢é de 30 milhdes de pessoas (SISNIEGA; ZAYAS;
PULIDO, 2019). Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que dentro do grupo 1 da HP, a
HAP idiopatica (HAPI) constitui a mais comum, respondendo por cerca de 30 a 50% de todos
0s casos (BADESCH et al.,, 2007; HUMBERT et al., 2006; THENAPPAN; RYAN;
ARCHER, 2012). No entanto, mesmo sendo a mais comum entre o grupo 1, a HAPI é
considerada uma doenga rara com incidéncia estimada de 1,1 — 17,6 casos por milh&o de
adultos por ano, enquanto a prevaléncia corresponde a 4,6 — 50 casos por milhdo de habitantes
por ano (HOEPER et al., 2017; HUMBERT et al., 2006; LING et al., 2012; STRANGE et al.,
2018). Em um estudo de coorte baseado na populacdo de Ontéario no Canada, publicado em
2018, foi encontrado que tanto a incidéncia, quanto a prevaléncia de HAP aumentaram entre o
periodo de 2003 a 2012 (THIWANKA WIJERATNE et al., 2018). No Brasil, ainda nao
existem dados publicados que caracterizam a populacdo total acometida pela doenca (LAPA
et al., 2006). No entanto, um estudo epidemiologico evidenciou que a média de idade de
pacientes diagnosticados com HAP foi de 46 anos, apresentando taxa de sobrevida de 74% em
trés anos (ALVES et al., 2015).

A HAP é uma doenca incapacitante, que apresenta sintomas insidiosos, 0 que consiste
em um dos principais fatores associados ao diagndstico tardio, que varia de 18 a 32 meses
desde o tempo do estabelecimento até o diagndstico de HAP (BROWN et al., 2011) e

continua sendo uma das principais barreiras contra 0 sucesso no tratamento precoce desses
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pacientes. Enquanto dispneia tem sido o sintoma mais relatado em diferentes registros
epidemiolégicos no mundo, sincope, fadiga, edema, ascite e distensdo abdominal
normalmente aparecem quando ha prejuizo pulmonar e cardiaco e sugerem a presenca de ICD
(LAl et al., 2014; SWETZ et al., 2012). Esses sintomas e 0 alto risco de morte sdo atribuidos
ao aumento da PVR e a reducdo da complacéncia vascular, resultando em alteracbes
morfologicas do VD, que progridem para ICD (VAN DE VEERDONK et al., 2011). Devido
ao dificil diagndstico, que requer investigacdes invasivas e significativa experiéncia no
cuidado com os pacientes, as diretrizes atuais recomendam que os pacientes sejam avaliados
em centros especializados para diagndstico e tratamento de doencas pulmonares (BARST et
al., 2009; MCLAUGHLIN et al., 2009).

Na tabela 2 é possivel visualizar a evolucdo da doenca, considerando idade, género e
taxa de mortalidade. Percebe-se, que a HAP acometia, geralmente, com maior severidade
mulheres adultas (~36 anos). No entanto, estudos contemporaneos tém demonstrado que
houve uma mudanca nesse contexto, tendo em vista que o diagnostico passou a ser feito na
faixa etaria acima dos 44 anos (BROWN et al., 2011). O motivo para esse aumento na idade
média dos pacientes diagnosticados com HAP permanece desconhecido, mas se acredita que
esse possa ser parcialmente explicado pelo uso de técnicas que permitiram a avaliagdo de uma
populacdo mais idosa, bem como possivelmente muitos pacientes tenham recebido
diagndsticos errbneos antes do diagndstico correto de HAP (HALPERN; TAICHMAN, 2009;
HOEPER et al., 2013; JING et al., 2007). Outra caracteristica da doenca é que ela apresenta
prevaléncia feminina (BADESCH et al., 2010; BROWN et al., 2011; MCGOON et al., 2013;
RICH; BRUNDAGE, 1987). Isso se deve ao fato de que mulheres apresentam maior
incidéncia de mutagdes do gene do receptor de proteina morfogenética 6ssea tipo Il , presenca
de estresse nitrosativo, menopausa, e niveis reduzidos de dehidroepiandrosterona (BROWN et
al., 2017; DUMAS DE LA ROQUE; SAVINEAU; BONNET, 2010; FODERARO;
VENTETUOLO, 2016; MAIR et al., 2014; RAFIKQV et al., 2019; RUSIECKI et al., 2015).
No entanto, mesmo que ser mulher represente um fator de risco para o desenvolvimento de
HAP, homens estdo associados com piores taxas de sobrevida, uma vez que apresentam
menores niveis de estrogénio, niveis elevados de testosterona, reduzida reserva antioxidante,
diferentes niveis de fatores derivados do endotélio e ainda, diferencas estruturais e funcionais
do VD em relagéo as mulheres (JACOBS et al., 2014; LAHM et al., 2008; LAHM; KAWUT,
2017; LAHM; TUDER; PETRACHE, 2014; RYAN et al., 2015).
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Ainda conforme a tabela 2 é possivel notar que 0s primeiros registros epidemioldgicos
apresentavam taxas de mortalidade maiores (D’ALONZO et al., 1991) em relagéo aos estudos
mais contemporaneos. Em outras palavras, a taxa de sobrevida passou de 2,8 anos na década
de 1980 para 6 anos nos dias atuais, 0 que pode ser devido ao desenvolvimento e uso de
terapias mais especificas e melhor manuseio da ICD, bem como utilizagdo aprimorada de
métodos ndo invasivos para diagnostico e acompanhamento da progressdo da doenca
(THENAPPAN et al., 2010). No entanto, € importante enfatizar, que apesar desse avango, a
taxa de mortalidade ap6s um ano ainda é considerada muito alta e indesejavel (HOEPER et
al.,, 2017) sendo associada principalmente ao desenvolvimento de ICD, ou em menor
proporcdo a morte stbita ou a uma doenca intercorrente pulmonar, para a qual a HAP
predispBe piores desfechos (TONELLI et al., 2013).
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Tabela 2: Principais estudos epidemiol6gicos mundiais de HAP.

. DADE-ANOS | wceemo | *CASE
PACIENTES | (MEDIA * DESVIO) FEMININO o 1 ANO 3 ANOS 5 ANOS
m HAPI 1981 - 1985 59 75 32 52 66
HAP  2002-2003 674 50+ 15 65 75 17 a5 42
HAP 1999-2004 72 36+ 12 71 NI 32 NI 79
m HAP 1993 - 2008 685 51 +16 65 81 NI NI NI
HAP 2001 - 2009 482 50 17 70 80 7 27 40
HAP  2006-2009 2525 53 +14 83 74 9 26 a3
HAPI  2007-2011 1278 71+ 16 60 91 8 26 NI
HAPI  2008-2011 625 48+ 16 80 49 9 16 NI
HAP 1993-2012 7903 55+ 28 60 NI 36 NI 62
HAP 2008 —-2013 178 46t 15 77 46 7 26 NI
HAP 2014 1754 65+ 16 62 NI 8 32 NI
HAP  2008-2016 1307 44112 69 NI 15 46 54
HAPI 2012 - 2016 220 57+ 19 70 89 5 23 NI
m HAP 2015-2018 231 52+19 65 41 NI NI NI

Classe functional: determinada pela New York Heart functional class de cardiac failure; NIH — US: National Institutes of Health — United States; UK: United Kingdom;
REVEAL: Registry to Evaluate Early and Long-Term Pulmonary Arterial Hypertension Disease Management; COMPERA: Comparative, Prospective Registry of Newly
Initiated Therapies for Pulmonary Hypertension; KORPAH: Korean Registry of Pulmonary Arterial Hypertension; N.Z: Nova Zelandia; HOPE: Hellenic pulmOnary
hyPertension rEgistry; HAP: hipertensao arterial pulmonar; HAPI: hipertensdo arterial pulmonary idiopatica; N° : nimero; NI: ndo informado.
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A reducdo na taxa de mortalidade dos pacientes observada ao longo dos anos esta
intimamente relacionada com a disponibilidade e utilizac&o de tratamentos. Cerca de 10% dos
pacientes com HAP, apresentam efeitos benéficos do uso continuo de bloqueadores dos canais
de calcio (BCC), alcancando uma sobrevida de 95% em cinco anos (GALIE et al., 2015;
SITBON et al., 2005), enquanto que os demais pacientes (~90%), por ndo responderem ao

tratamento com BCC, utilizam uma ou mais terapias direcionadas ao tratamento da HAP.

Atualmente, as terapias aprovadas podem ser administradas por diferentes vias (oral,
inalatoria, subcutanea e intravenosa), mas tem como alvo trés vias de sinalizacdo bem

estabelecidas na doenca, conforme mostrado na figura 2 (LAU et al., 2017).
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Figura 2 — Alvos moleculares de terapias disponiveis para HAP. ET-1: endotelina-1; ARE: antagonista dos
receptores de endotelina; ETAR: receptor de endotelina A; ETBR: receptor de endotelina B; NO: 6xido nitrico;
GCs: guanilato ciclase soltvel; GTP: trifosfato de guanosina; GMPc: monofosfato ciclico de guanosina; GMP:
monofosfato de guanosina; PDES5: fosfodiesterase tipo 5; AMPc: monofosfato ciclico de adenosina; IP: receptor
da prostaciclina (adaptada de LAU et al., 2017).

A primeira via corresponde aos antagonistas dos receptores da endotelina-1 (ET-1)
(ARE): bosentan e macitentan (antagonistas nao seletivos do receptor de endotelina A
[ETAR] / receptor de endotelina B [ETBR]) e ambrisentan (antagonista seletivo de ETAR)
(KARAVOLIAS et al., 2010; PARIKH; BHARDWAJ; NAIR, 2019; PULIDO et al., 2013). A
segunda via consiste na sinalizacdo do oOxido nitrico (NO), através da inibicdo da
fosfodiesterase 5 (PDES) (sildenafil, tadalafil e vardenafil) ou agonistas da guanilato ciclase
soltvel (GCs) (GHOFRANI et al., 2013; JING et al., 2011; WEBB et al., 2015; WHITE et al.,
2019; XU et al., 2009). A terceira via de sinalizacdo envolvida no tratamento da HAP, por sua
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vez, consiste na via da prostaciclina, incluindo os analagos prostanoides epoprostenol,
treprostinil, iloprost, bem como um agonista do receptor da prostaciclina (IP), selexipag
(COGHLAN et al., 2018; MIHARA et al., 2018; OLSCHEWSKI, 2009; PATEL; RAO;
STRACHAN, 2018).

Por mais que essas terapias promovam a vasodilatacdo das arteriolas pulmonares,
induzindo melhora no desempenho fisico, na classe funcional, nos pardmetros
hemodinamicos, fica perceptivel que os diferentes tratamentos utilizados atualmente em
pacientes com HAP sdo incapazes de promover a cura da doenca, além de terem seu uso
limitado pelos efeitos colaterais (LAN et al., 2018; PARIKH; BHARDWAJ; NAIR, 2019;
XU et al., 2009). Associado a isso, infelizmente, esses tratamentos apresentam pouco ou
nenhum efeito direto sobre a funcdo ventricular direita, uma vez que o tratamento ativo foi
associado a efeitos vasodilatadores, predominantemente pulmonares e efeitos cardiacos
especificos limitados (HANDOKO et al., 2010; VONK NOORDEGRAAF; GALIE, 2011).

1.2.1. Fisiopatologia da hipertenséo arterial pulmonar

Em situacdo fisioldgica, a circulacdo pulmonar apresenta baixa resisténcia, baixa
pressao e alto fluxo sanguineo, sendo a mPAP normal, em repouso, correspondente a 14 + 3,3

mmHg e o limite superior méximo de 20,6 mmHg (KOVACS et al., 2009).

Para garantir que a circulacdo pulmonar seja mantida como um circuito de baixa
pressdo e alto fluxo sanguineo, evitando a passagem de fluido para o espaco intersticial e
permitindo que o VD opere em condicdes ideais (CHESTER; YACOUB, 2014), a regulacéo
do tébnus vascular na circulacdo pulmonar é um processo complexo e multifatorial que
envolve a vasculatura pulmonar, a funcdo do coragéo, a concentragdo de oxigénio no sangue e
a capacidade do endotelio de liberar substancias vasoativas. Para sustentar essa regulacao
equilibrada, as paredes vasculares pulmonares sdo mais finas e as camadas de musculo liso

menos espessas, do que as da circulacdo sistémica.
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No entanto, as caracteristicas basicas da circulacdo pulmonar acabam se perdendo com
a instalacdo da HAP. As varias anormalidades histologicas e lesdes vasculares encontradas na
doenca, descritas a seguir, sd@o heterogéneas na sua distribuicéo, atingindo todas as camadas
dos vasos. O remodelamento vascular pulmonar, caracteristico da doenca é conhecido como
arteriopatia severa, que acomete, principalmente, vasos pulmonares arteriais distais e
pequenas arteriolas pré-capilares (com didmetro de 70 — 500 pum e 20 — 70 pm,
respectivamente, em humanos), mas também uma variedade de veias pds-capilares e artérias
bronquicas (TUDER et al., 2007).

1.2.1.1. Remodelamento vascular pulmonar

O remodelamento vascular pulmonar, como evidenciado na figura 3, € um processo
multicelular e multifatorial, que promove alteracbes em processos como: crescimento,
proliferacdo, migracdo e apoptose celular, além de producdo e redistribuicdo de matriz
extracelular (MEC) (AGGARWAL et al., 2013). Essas modificacGes sdo perceptiveis nos
mais diferentes tipos celulares, incluindo células endoteliais, células musculares lisas e
fibroblastos (HUMBERT et al., 2019), como sera explicado a seguir.

1. Vasculatura pulmonar 2. Vasos pulmonares 3. Area de secgdo transversal
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Figura 3 — Sequéncia de eventos do remodelamento vascular pulmonar na HAP (adaptado de Ryan et al.,
2015).
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O endotélio pode afetar o processo de remodelamento vascular e a PVR de varias
formas. Acredita-se que um sinal inflamatério inicial (LIAO, 2013), promova uma resposta
rapida através da menor biodisponibilidade de vasodilatadores (NO, prostaciclina e
polipeptideo intestinal vasoativo) e a superexpressao de substancias vasoconstritoras (ET-1,
tromboxano A, (TXA;), serotonina (5-HT), entre outros) (BUDHIRAJA; TUDER,;
HASSOUN, 2004; VAILLANCOURT et al., 2015). Esse desequilibrio, encontrado na HAP
(BUDHIRAJA; TUDER; HASSOUN, 2004), estimula a constricdo dos vasos e favorece o
aumento da proliferacdo e resisténcia a apoptose de celulas vasculares nas artérias pulmonares
distais (BOURGEOIS et al., 2018; WEDGWOOD et al., 2007). Além disso, a difuséo de ET-
1, 5-HT, mediadores inflamatorios e fatores de crescimento em direcdo a tunica média
(VAILLANCOURT et al., 2015; WEDGWOOQOD et al., 2007), promovem um aumento na
espessura dessa camada e induzem o remodelamento da membrana basal (MATA-
GREENWOOD et al., 2003).

A camada meédia dos vasos pulmonares passa por uma variedade de alteracGes na
HAP, incluindo hiperplasia, hipertrofia e extensiva deposi¢cdo de MEC (AGGARWAL et al.,
2013). Esse remodelamento vascular pulmonar é causado por um processo ambiguo entre o
excesso de proliferacdo e a resisténcia a apoptose das células musculares lisas (HUMBERT;
SITBON; SIMONNEAU, 2004; LANDSBERG; YUAN, 2004). Na HAP, a hipertrofia da
camada média é uma caracteristica predominante de vasos proximais, enquanto pequenos
vasos de resisténcia sofrem hiperplasia (MEYRICK; REID, 1979). Somado a isso, as células
musculares lisas, produzem mais colageno (tipo | e 1V) e elastina, e adquirirem um fenotipo
sintético, considerado o oposto do fenétipo contratil (FRID et al., 1997). Assim, o processo de
muscularizagdo de vasos ndo musculares é um resultado da diferenciacdo e da hipertrofia de
células precursoras de células musculares lisas e pericitos presentes na parede dos vasos, além
da migragdo e diferenciacdo de fibroblastos intersticiais (HIRSCH et al., 1996; JONES,
1992).

O remodelamento vascular pulmonar da camada adventicia, que acomete pacientes
com HAP, pode estar associado a eventos como proliferacdo e diferenciacdo anormal de
fibroblastos, aumento da deposicdo de MEC e inflamacdo crénica (HUMBERT et al., 2019).
Na HAP, a ativacdo de fibroblastos resulta na producdo de proteinas da MEC, incluindo
coldgeno, elastina, fibronectina e tenascina (KLINGBERG; HINZ; WHITE, 2013; LI et al.,
2010). Além disso, fibroblastos podem modular o remodelamento vascular através da
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regulacdo de diferentes pardmetros da camada média, incluindo conversdo do fenotipo,
proliferacdo, apoptose e migracdo (AGGARWAL et al., 2013; ZALEWSKI; SHI, 1997).
Todas essas alteracGes induzidas pelos fibroblastos promovem e contribuem para o
enrijecimento vascular (HUMBERT et al., 2019), que foi previamente associado a piora no
prognostico e indugdo da progressdo da HAP (GAN et al., 2007; SUN; CHAN, 2018).

Outro importante contribuinte para a progressdao da HAP é o processo inflamatério
(HASSOUN et al., 2009; PRICE et al., 2012; SOON et al., 2010). Avalia¢Ges histoldgicas de
tecido pulmonar de pacientes tém demonstrado a presenca de infiltrado celular, composto de
linfécitos, macrofagos, células dendriticas e mastdcitos (PERROS et al., 2007; TUDER et al.,
2007), assim como niveis plasmaticos aumentados de componentes inflamatorios
(HUMBERT et al., 1995; SOON et al., 2010). O envolvimento de componentes inflamatérios
na HAP é tdo relevante que algumas terapias anti-inflamatorias ja foram propostas e
apresentaram efeitos benéficos em modelos animais (PRICE et al., 2012; VOELKEL et al.,
1994).

Nas fases finais da HAP, a proliferacio monoclonal desorganizada de células
endoteliais, migracdo e proliferacdo de células musculares lisas e acimulo de células
progenitoras e circulantes inflamatérios promovem a formag&o de lesbes plexiformes (RICH
et al.,, 2010; XU et al., 2007). Essas lesbes que sdo encontradas em 15% dos pacientes
representam um importante fator de risco para esses individuos. Em associacdo com o
desenvolvimento de lesdes plexiformes, existe a formagdo da camada neointima (uma camada
de células e MEC entre o endotélio e a lamina elastica interna) em estagios avancados da
doenca (YI et al., 2000). A formacdo da neointima, ativacdo plaquetaria, coagulacdo
intravascular continua e o desenvolvimento de trombose in situ ocluem o lumen vascular e

contribuem para o aumento da PVR.

Ainda ndo se sabe exatamente quais sdo as vias de sinalizacdo envolvidas nesse
remodelamento vascular pulmonar encontrado na HAP. Porém, estudos vém apontando para o
envolvimento da via da proteina quinase B (Akt). A Akt pode desempenhar um papel
fundamental na proliferagéo celular, uma vez que o uso de tratamentos que inibiram essa via
resultaram na atenuacdo da doenga (CAI et al., 2019; MA et al., 2017; SILVA et al., 2019).
Um estudo evidenciou que utilizando um tratamento com propriedades inibitorias de
proliferacdo e inducédo de apoptose de células tumorais, chamado formononetina, promoveu
atenuacdo da HAP por meio da atenuagdo de vias como Akt e aumento de vias pro-
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apoptdticas, reforcando o papel dessas vias nesta patologia (CAI et al., 2019). Melhora no
remodelamento vascular pulmonar através da ingestdo de cerveja fortificada com
xanthohumol, foi relacionado a regulacdo negativa da expressdo de proteinas como a Akt,
apos 4 semanas (SILVA et al., 2019).

Dessa forma, o remodelamento vascular pulmonar é considerado a base patologica da
HAP e, uma vez instalado, reforca a consolidacdo da doenca, onde a interrupcdo da mesma ja
é pouco provavel (SAKAO; TATSUMI, 2011; SCHERMULY et al., 2011). Esse
remodelamento vascular pulmonar na HAP induz: (a) enrijecimento e a reducdo da
complacéncia vascular pulmonar, (b) obstrucao e obliteracdo das artérias pulmonares devido a
perda de volume vascular arterial, (c) inducdo da vasoconstri¢do, (d) fluxo sanguineo restrito
através dos vasos pulmonares e (e) aumento da PVR e da mPAP. Consequentemente, 0
aumento da pds-carga € direcionado para a parede fina do VD, que inicialmente hipertrofia,
mas, com o passar do tempo leva ao declinio da funcdo e do débito cardiaco e ao
desenvolvimento de ICD (HUMBERT et al., 2019; LAl et al., 2014).

1.2.1.2. Remodelamento do ventriculo direito

Acoplado com o retorno venoso sistémico de um lado e com a circulacdo pulmonar do
outro, o VD apresenta formato decrescente ou de meia-lua e pode ser dividido
anatomicamente em trés por¢des: a entrada, 0 apice trabeculado e a saida ou infundibulo.
Morfologicamente, o VD apresenta trabeculacfes uniformemente grosseiras, multiplos
musculos papilares, banda moderadora e uma valva atrio-ventricular com trés folhetos. Sua
parede livre é fina e normalmente apresenta 1 — 5 mm de espessura, sendo que
funcionalmente o septo constitui a sua outra metade (KONSTAM et al., 2018). E
caracterizado por apresentar cardiomiécitos dispostos longitudinalmente, com tamanho cerca
de 15% menor do que os do ventriculo esquerdo (VE). O VD apresenta ainda uma maior
resisténcia a isquemia do que o VE, devido ao seu menor tamanho (correspondente a 1/6 da
massa do VE), menor carga de trabalho (cerca de 1/4 em comparagdo com a do VE), perfuséo
sanguinea continua ao longo de todo o ciclo cardiaco (em razdo da menor pressao
intramiocardica em relacdo a pressao aortica) e maior concentracdo de enzimas glicoliticas

anaerobicas (maior reserva de oxigénio) (SANZ et al., 2019).
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A ejecdo normal de sangue do VD precede uma contra¢do sincronizada peristaltica,
comecando nas regides do seio e &pice em direcdo ao infundibulo. Devido a presenca de
cardiomidcitos longitudinais, o encurtamento longitudinal representa aproximadamente 75%
da contracdo ventricular direita. Somado a isso, parte da pressdo desenvolvida pelo VD ¢é
proveniente da contragcdo do septo interventricular (KLIMA; GUERRERO; VLAHAKES,
1998). Dessa forma, o desenvolvimento de pressdo no VD é dependente da interacdo entre a
parede livre do VD, o septo interventricular e a parede livre do VE e, ainda, a importancia da
funcdo contratil da parede livre do VD depende, em grande parte, da PVR e das pressfes do
VD (SANZ et al., 2019).

Atualmente, sabe-se que o papel do VD é sustentar um débito cardiaco eficiente para
minimizar a variacdo do retorno venoso sisttmico para o coragdo (que pode sofrer variagoes
de até 200%) e, dessa forma, ndo limitar o enchimento do VE (PINSKY, 2016). Sua parede
mais fina torna o VD mais complacente e capaz de acomodar o aumento da pré-carga, mas
incapaz de lidar com aumentos repentinos nas pressdes da artéria pulmonar (SANZ et al.,
2019).

O aumento da PVR e da mPAP, decorrentes do desenvolvimento de HAP, induzem
aumento da pés-carga ao VD que, ao longo do tempo, sofrera alteracBes, conforme resumido
na figura 4. Inicialmente, o aumento da pds-carga promove aumento no trabalho cardiaco e na
demanda de oxigénio. Como consequéncia, hd aumento na contratilidade, desenvolvimento de
hipertrofia cardiaca adaptativa concéntrica e manutencdo do status funcional (RICH et al.,
2010).
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Figura 4 — Sequéncia de eventos cardiacos que acometem o VD e VE. HAP: hipertensdo arterial pulmonar;
AP: artéria pulmonar; VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo. Art: artéria (adaptado de Ryan et al.,
2015).

O aumento cronico da pos-carga para o VD, no entanto, induz continuamente um
aumento do estresse de parede associado a um desequilibrio na oferta e demanda de oxigénio,
levando a ineficiéncia mecanica, diminuicdo da capacidade funcional, da fracdo de ejecdo
(EF) deste ventriculo (KLINGER, 2009) e ao aparecimento de sintomas como falta de ar.
Consequentemente, com a progressao da doenca, acredita-se que a hipertrofia torna-se mal
adaptativa, através da substituicdo de cardiomidcitos por fibroblastos, alteracdo da MEC,
prejuizos na vascularizacdo, perda de contratilidade e dilatacdo excéntrica (RICH et al., 2010;
RYAN; ARCHER, 2014). Nessa etapa, a forma do VD torna-se mais similar a do VE (figura
4). Ainda, ha mudanca no fluxo coronariano para 0 VD que passa a Ser presente apenas na
diastole, devido aos aumentos da pressdo sistdlica do VD e de sua massa muscular
(KONSTAM et al., 2018; VAN DE VEERDONK et al., 2011). Nos casos mais severos de
ICD, pode ocorrer morte subita, devido ao enchimento inadequado do VE, resultando em

perda de fluxo sanguineo para o cérebro, o que é seguido de assistolia (JARDIN et al., 1987).

Atualmente, sabe-se que a ICD ou Cor pulmonale é a principal causa de morte em
pacientes com HAP, e a capacidade do VD se adaptar ao aumento progressivo da PVR,
associada com alteracbes na vasculatura pulmonar, sdo os principais determinantes da
capacidade funcional e sobrevida desses pacientes (HADDAD et al., 2008; LAl et al., 2014).
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O diagndstico clinico de remodelamento ventricular é baseado na sintomatologia e na
deteccdo de alteracdes morfoldgicas, incluindo alteracbes no didmetro da cavidade, massa
(hipertrofia e atrofia), geometria (espessura e forma da parede de ambos ventriculos) e fibrose
(COHN; FERRARI; SHARPE, 2000). Atualmente, o cateterismo do VD é considerado
padrdo-ouro para confirmacdo e diagnéstico de HAP; no entanto, por ser invasivo e pouco
pratico, tem-se utilizado cada vez mais os resultados provenientes da ecografia do VD, como
parte da avaliacdo inicial do paciente em suspeita, na sua triagem e ainda durante o
acompanhamento do mesmo (SAHAY, 2019). Isso se deve principalmente ao fato da
ecografia ser uma técnica bem estabelecida, amplamente disponivel, barata e segura. As
diretrizes atuais recomendam a avaliagdo ecocardiografica a cada 6 a 12 meses para pacientes
estaveis e a cada 3 a 6 meses para aqueles que estdo se deteriorando clinicamente ou tém
mudancas na terapia (GALIE et al., 2015).

Importante destacar que, até 0 momento, 0s mecanismos que induzem a progressao da
HVD adaptativa para a mal adaptativa e dilatacdo ndo estdo bem definidos, mas acredita-se
que se relacionem na ativagdo neuro-hormonal, estresse oxidativo e nitrosativo, ativacdo do
sistema imune e apoptose (BOGAARD et al., 2009).

1.2.1.3. Remodelamento do ventriculo esquerdo

Embora a HAP sobrecarregue seletivamente o VD, adaptacdes neuro-hormonais
globais e a interacdo ventricular mecanica podem desencadear alteracbes no VE. Em
condicdes fisiologicas, o VE apresenta um formato concéntrico e paredes bem mais espessas
do que o VD, sendo que a perfusdo sanguinea do VE, diferentemente do VD, é limitada a
diastole. O VE apresenta trés camadas distintas de cardiomidcitos agregados e sua contragdo
causa reducdo do volume por diminuicdo da area de seccdo transversal devida ao
encurtamento das fibras circunferenciais e torcdo das fibras obliquas com encurtamento axial
longitudinal (GREYSON, 2010).

Na ultima década, a importancia da interdependéncia ventricular foi demonstrada no
cenario da HAP. A interdependéncia ventricular mecénica direta € uma consequéncia do

arranjo anatdmico dos ventriculos: o VE e o VD formam um continuo, compartilham uma
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parede septal, compartilham os cardiomidcitos circunferenciais epicardicos e estdo fechados
dentro do pericardio (SANZ et al., 2019). De fato, a sobrecarga cronica de pressdao do VD
distorce a geometria diastdlica precoce do VE, atrasando a sua fase de enchimento, sendo que
o0 comprometimento diastolico funcional do VE esta intimamente relacionado aos niveis de
HP. Em um estudo com 30 pacientes com Cor pulmonale crénico e HAP secundaria a
doencgas pulmonares obstrutivas crénicas, foi constatado que a sobrecarga cronica da pressao
do VD induziu o comprometimento do enchimento do VE, apesar de uma fase sistdlica
normal, devido ao desvio septal para a esquerda (SCHENA et al., 1996). Além de dados
clinicos, essas alteracOes estruturais e outras (aumento de ET-1 e tenascina-C, prolongamento
do potencial de acdo, mudanca da isoforma rapida para a lenta na cadeia pesada da miosina,
manutencdo da eficiéncia energética e associacao entre a disfuncdo ventricular esquerda e o
desequilibrio do balanco redox) também foram encontradas em modelos experimentais da
HAP(CORREIA-PINTO et al., 2009; HAN et al., 2018; HARDZIYENKA et al., 2012;
LEICHSENRING-SILVA et al., 2011; LOURENCO et al., 2006). Associado a isso, acredita-
se que o VE acaba sofrendo alteracGes geomeétricas e funcionais, devido a compensacao
neuro-hormonal que ocorre em ambos 0s ventriculos. Ou seja, niveis elevados de fatores
inotropicos positivos (angiotensina Il, ET-1 e noradrenalina) durante a HVD, afetardo as
condigcdes de carga do coracdo e podem contribuir para o processo de remodelamento
cardiaco.

Embora alguns estudos tenham avaliado a funcdo do VE e a sua interacdo com o VD
em condicdes de sobrecarga, pouco se sabe sobre o efeito da interdependéncia ventricular ao
longo da progressdo da HAP, levando em consideracdo funcdes estruturais e funcionais.
Dessa forma, estudar o VE, em animais que tenham sobrecarga de presséo do lado direito do
coracdo devido a HAP pode ser muito util para determinar as alteracbes dos sistemas

neuroenddécrinos e hemodindmicos em si.
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1.2.2 Mecanismos envolvidos na fisiopatologia da hipertenséo arterial pulmonar

1.2.2.1 Disfuncao endotelial

Um mecanismo envolvido na fisiopatologia da HAP ¢ a disfuncao endotelial. Sabe-se
que além de atuar como uma barreira semipermeével, o endotélio possui a capacidade de
sintetizar e liberar moléculas vasoativas que interagem com 0s elementos sanguineos e com o
masculo liso vascular subjacente. Esses mediadores atuam na regulacdo do diametro do vaso
pulmonar, induzindo vasodilatacdo ou vasoconstri¢do. Na realidade, em situaces fisiologicas,
existe um equilibrio entre os mediadores para manter o ténus vascular pulmonar em um nivel
ideal (MORRELL et al., 2009). Aumentos ou diminui¢des nas quantidades de qualquer agente
produzido ou alteragdes nos receptores / vias de sinalizagcdo que estimulam podem, portanto,

alterar o equilibrio em relacéo a vasodilatacao ou vasoconstricao.

Na HAP, no entanto, hd um desequilibrio da sintese e secrecao desses mediadores, em
favor daqueles que promovem vasoconstricdo, processo conhecido como disfuncdo endotelial.
Como resultado ha vasoconstricdo sustentada, reducdo do raio interno e aumento significativo
na PVR (HUMBERT et al., 2019). Cada vez mais, tem-se visto que alteracdes no
metabolismo dessas substancias vasoativas estdo associadas com casos clinicos de pacientes
com HAP (AGGARWAL et al.,, 2013; LAI et al.,, 2014). Reducdo nos mediadores de
vasodilatacdo como a prostaglandina I, (PGI,) ja foi encontrada na HAP, e foi relacionada
com maior producdo de TXA, ou maior agregacao plaquetaria (CHRISTMAN et al., 1992).
Em contrapartida, foi encontrado aumento na sintese de 5-HT pelas células endoteliais
pulmonares, bem como sua maior atividade paracrina sobre células musculares lisas
adjacentes (LAUNAY et al., 2002). Apesar disso, as substancias vasoativas que mais tém
ganhado destaque na patofisiologia da HAP s&o o NO e a ET-1.
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1.2.2.1.1 Papel do NO

Dentre os vasodilatores sintetizados e secretados pelo endotélio, 0 NO é considerado o
mais importante, uma vez que desempenha um papel relevante na fisiologia do pulmao,
particularmente na manutencdo de baixa pressdo no circuito pulmonar normal. O NO* é um
gas inorganico, radical livre, com meia vida muito curta e ampla capacidade de difuséo pelas
membranas plasmaticas devido a suas caracteristicas lipofilicas. Em funcéo da sua estrutura
quimica, o elétron desemparelhado confere reatividade com outras moléculas, o que leva a
inimeros e diferentes efeitos fisioldgicos e patolégicos (HUYNH; CHIN-DUSTING, 2006;
IGNARRO, 2010; MONCADA; HIGGS, 2006). O NO enddgeno é formado a partir do
aminoacido L-arginina, por meio de uma reacdo catalisada por uma familia de enzimas,
conhecidas como 6xido nitrico sintases (NOS), que incluem a isoforma neuronal (nNOS), a
isoforma endotelial (eNOS) e a isoforma induzivel (iNOS) (DIAS; CAU; TANUS-SANTOS,
2008). O processo de formacdo do NO é apresentado na figura 5. Em condi¢fes normais, a
NOS recebe elétrons do fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH) no seu
dominio redutase e os transfere para o dominio oxigenase, via transportadores redox flavina
adenina dinucleotideo e flavina mononucleotideo. Uma vez no dominio oxigenase, os elétrons
interagem com o ferro do grupo heme e com a tetrahidrobiopterina (BH,), co-fator importante
para catalisar a reacdo do oxigénio com a L-arginina, produzindo L-citrulina e NO (DOS
SANTOS et al., 2010).

nNOS
'NADPH " iNOS
o O " eNOS

BH,

L—=citrulina

Figura 5 — Representacdo do processo de biossintese do NO. NADPH: Fosfato de dinucleétideo de
nicotinamida e adenina; BH,: tetrahidrobiopterina; O,. oxigénio; nNOS: 6xido nitrico sintase neuronal; iNOS:

oxido nitrico sintase induzivel; eNOS: éxido nitrico sintase endotelial; NO: éxido nitrico; NADP: dinucleotideo
de adenina e nicotinamida (adaptada de DOS SANTOS et al., 2010).
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Em humanos, a expressdo da eNOS foi investigada, sendo encontrada pouca ou
nenhuma expressdo da enzima no endotélio vascular das artérias pulmonares com
anormalidades histologicas graves (isto é, lesdes plexiformes) em pacientes com HP (GIAID;
SALEH, 1995). Alteracdo do metabolismo do NO também é encontrada em estudos pre-
clinicos. A indugdo de HAP experimental promoveu reducdo significativa na expressdo da
eNOS, que foi relacionada com a proliferacdo e o vasoespasmo de arteriolas pulmonares
induzidos por disfuncdo endotelial (FUJI et al., 2016). Um estudo recente evidenciou o papel
benéfico da terapia génica em animais cujas células endoteliais super-expressavam a enzima
eNOS, mostrando reducdo da elevagdo da pressdo sistdlica do ventriculo direito, da HVD, da
muscularizagéo arteriolar pulmonar e da perda de densidade alveolar nos animais tratados em

comparacdo aqueles que nao receberam esse tratamento (SOMANI et al., 2019).

1.2.2.1.2 Papel da ET-1

O endotélio é também uma fonte importante de fatores vasoconstritores. As
endotelinas (1, 2 e 3) foram descobertas em 1988 e foram consideradas as substancias
vasoconstritoras mais potentes e de maior duracdo secretadas pelas células endoteliais
vasculares adrticas de porcos (YANAGISAWA et al.,, 1988). Mesmo que a ET-1 seja
sintetizada em células epiteliais, leucdcitos, macrofagos, células musculares lisas,
fibroblastos, cardiomidcitos e neurdnios, a principal fonte da sua producdo é nas células
endoteliais (HORINOUCHI et al., 2013; VAN GUILDER et al., 2007).

Todas as trés endotelinas se ligam a dois tipos de receptores denominados ETAR e
ETBR. No sistema cardiovascular, os receptores ETAR sdo encontrados nas células
musculares lisas e nos cardiomidcitos cardiacos, enquanto os receptores ETBR estéo
localizados nas células endoteliais e nas células musculares lisas. Nos pulmdes, 0s receptores
ETAR predominam nas grandes artérias pulmonares humanas, enquanto os receptores ETBR
predominam no musculo liso das vias aéreas e no tecido da parede alveolar. A figura 6
apresenta os diferentes efeitos da ET-1, através da sua interagdo com seus receptores. E
conhecido que a ligacdo da ET-1 aos receptores ETAR e ETBR das células musculares lisas
produz vasoconstri¢cdo, enquanto que a ativacdo dos receptores ETBR nas celulas endoteliais

exerce duas acgoes principais: liberacdo de vasodilatadores (NO e PGl;) e depuragéo de ET-1
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da circulagdo nos pulmdes e rins (BAGNALL et al., 2006; HORINOUCHI et al., 2013;
LUSCHER; BARTON, 2000). Ainda, nos fibroblastos, sistema imune e cardiomidcitos, a ET-
1 promove respectivamente aumento da deposicdo de colageno e fibrose, inducdo da
agregacao plaquetaria, adesao e migracdo de células inflamatorias e promogéo de inotropismo
e hipertrofia ventricular (GALIE; MANES; BRANZI, 2004; HORINOUCHI et al., 2013).

Leucdcitos, mondcitos,

C macréfagos A
) Agregacao
| Plaguetas |C7 @) (.\ _’ Adesdo
/ N Migragdo

f Y )
ETa & _@{ /:\ > Citocinas
ETB 4
Células =
St Produgdo de
sociptelisls ET o6xido nitrico e
/7 ETe ' prostaciclina;
Células de O Depuragdo
musculo liso de ET-1
vascular

A Migracdo
Vasoconstri¢gdao
Proliferagdo
Colageno
Fibrose
Inotropismo
ETg o Hipertrofia

Figura 6 — Efeitos da ligagdo da ET-1 com seus receptores em diferentes células. ET-1: endotelina-1;
ETA=ETAR: receptor de endotelina A; ETg=ETBR: receptor de endotelina B (adaptado de GALIE; MANES;
BRANZI, 2004).

Ha vérios estudos que apontam para um papel no desequilibrio na producdo de ET-1 e
seus receptores na HAP. Estudos clinicos e pré-clinicos tém evidenciado aumento nos niveis
plasméticos e teciduais de ET-1, além de correlacdo com diferentes desfechos clinicos
(RAFIKOVA et al., 2013; STEWART et al., 1991; VIZZA et al., 2013). Como pacientes com
HAP apresentam aumento na razdo ETAR/ETBR nas células musculares lisas e no VD e
reducdo do ETBR nas células endoteliais (KUC et al., 2014), tratamentos capazes de reverter
essas condicdes sdo capazes de atenuar a severidade da doenga, como demonstrado em
estudos experimentais recentes (DE LIMA-SEOLIN et al., 2018; HSU et al., 2018; TURCK
et al., 2020).
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1.2.2.2 Estresse oxidativo e nitrosativo

Outro importante mecanismo envolvido na fisiopatologia da HAP corresponde a
formacdo exacerbada de espécies reativas. A oxidacdo corresponde a um processo
fundamental da vida aerdbia e do metabolismo celular, produzindo espécies reativas de forma
natural ou devido a alguma disfuncdo biologica. As espécies reativas de oxigénio (ROS),
conforme mostrado na figura 7, incluem os radicais livres, como: oxigénio singlete sigma,
hidroxila (HO"), anion superoxido (O,"), peroxila (ROQ), alcoxila (RO"); e as espécies nédo-
radicalares: oxigénio singlet delta, peréxido de hidrogénio (H.0O,), &cido hipocloroso, entre
outros. Uma das diferencas entre estas espécies é que os radicais livres possuem elétrons
desemparelhados, enquanto as outras espécies ndo possuem (AGGARWAL et al., 2013;
FULTON etal., 2017; LUSHCHAK, 2014; MIKHAEL et al., 2019).

\ 'l' ; CAT
< GPx
L

i ( H+ ) ]
N " 4 [ |

Espontﬁnea ‘\\ b 5 /

A dismutacio [l e /

Anion L 2 < Peréxido de §

superéxido {3 /l\ .‘:H&/~ hidrogénio |u
(0,7) = e (H,0,)

Oxigénio =
molecular L4 /9
()]

\\\ . B 'f‘/'l:/'
'Reagdo
de
Fenton

Radical
hidroxila
(‘OH)

Figura 7 — Representacdo esquematica da geragdo de ROS.A redugdo monovalente gradual de O, leva a
formacdo de O," °, H,O, e 'OH e H,0. O," ~ é facilmente dismutado em H,0, por reacdo catalisada pela
superdxido dismutase (SOD). Enquanto H,0, é posteriormente convertido em H,O por acdo da catalase (CAT)
ou glutationa peroxidase (GPx). e-: elétron; H*: hidrogénio, (adaptado SHARMA et al., 2012).

Ja as espécies reativas de nitrogénio (RNS) sdo produtos reativos derivados do NO,
gue incluem o o6xido nitroso (N,O3), &cido nitroso (HNO,), nitritos (NOy"), nitratos (NO3) e
peroxinitrito (ONOQ) e estdo implicados na patogénese da HAP (HANSEN et al., 2016;

TABIMA; FRIZZELL; GLADWIN, 2012).
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Sabe-se que a sintese das espécies reativas pode ocorrer em todos os tipos celulares,
incluindo células endoteliais, células musculares lisas e fibroblastos adventicios. Os
mecanismos de geracdo de espécies reativas ocorrem, normalmente, nas mitocéndrias,
membranas celulares e no citoplasma. A mitocondria é a principal fonte geradora de espécies
reativas, por meio da cadeia de transporte de elétrons, durante a producdo de energia a partir
da glicose e do oxigénio. Outra importante fonte geradora sdo as enzimas NADPH oxidases,
que sao proteinas de membrana que tém a funcdo de transferir elétrons através das membranas
celulares. A figura 8 representa as principais fontes de espécies reativas envolvidas na HAP,
incluindo disfun¢do mitocondrial, a0 aumento da atividade da NADPH oxidase, da xantina
oxidase (XO) e, ainda, pela eNOS desacoplada (AGGARWAL et al., 2013).

& Expressdao SOD-2
Complexo | e Ill prejudicados

" % Disfun¢do mitocondrial:

NADPH oxidase:
Racl
Expressao p47,
Expressdo p67,
Expressdo gp91phox

S
pzzvhnn

Xantina oxidase
Expressdo da X
Atividade da XC

Figura 8 — Principais fontes de espécies reativas na HAP. ROS: espécies reativas de oxigénio; SOD-2:
superdxido dismutase dependente de manganés (isoforma mitocondrial); eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial;
cam: camodulina; BH,: tetrahidrobiopterina; DDAH,: dimetilarginina dimetilaminohidrolase 2; ADMA:
dimetilarginina assimétrica (adaptado de Aggarwal et al., 2013).

O desacoplamento da eNOS, apresentado na figura 9, corresponde a situacbes de

deplecdo de substrato (L-arginina) / co-fator (BH,4) ou niveis elevados de espécies reativas,
resultando em producdo de O, e NO, que podem interagir e levar a formacdo de ONOO
(HAMILTON; WATTS, 2013; GALOUGAHI et al., 2014). O ONOO' oxida proteinas tiois

formando dissulfeto e causa a nitracdo de grupos tirosil nas proteinas, resultando em proteinas
nitradas, que também contribuem para a perda de funcdo (KALYANARAMAN, 2013). Essas
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alteracOes induzem ativacdo de moléculas de sinalizacdo intracelular e fatores de transcricdo
envolvidos com o processo de inflamacdo e remodelamento vascular e, consequentemente,

participam da patofisiologia da HAP.

Figura 9 — Desacoplamento da NOS. BHj: tetraidrobiopterina; O,. oxigénio; NADPH: Fosfato de dinucledtido
de nicotinamida e adenina; NOS:dxido nitrico sintase; NO: 6xido nitrico; O,": anion superédxido; H,O,: perdxido
de hidrogénio; ONOQO': peroxinitrito, (adapatada de HAMILTON; WATTS, 2013).

Sabe-se que em concentracdes fisiologicas, as espécies reativas estdo envolvidas na
regulacdo rotineira dos processos fisiologicos e celulares, onde desempenham um papel
fisiologico no controle da funcdo endotelial e medeiam a chamada sinalizacdo redox,
principalmente por meio da a¢do do H,O,. Dentre os principais mediadores de sinalizagio
induzidos por essas espécies estdo proteinas quinases como quinase c-Jun N-terminal (JNK),
p-38 MAP-quinase (p38) e Akt (CIRCU; AW, 2010; UEDA et al., 2002). Como possuem
reatividade e instabilidade, as espécies reativas interagem com outras moléculas bioldgicas e,
quando em altas concentracdes, podem exercer efeitos prejudiciais e irreversiveis a lipidios de
membrana, proteinas e ao acido desoxirribonucleico (DNA) (GIORDANO, 2005). Além
disso, a elevada concentracdo de espécies reativas apresenta um papel fisiopatoldgico nos
processos subjacentes a HAP, como disfuncdo endotelial, hiperreatividade e remodelamento
vascular (LAl et al., 2014; RABINOVITCH, 2012).

Dessa forma, para manter concentracfes ideais de espécies reativas, bem como na
tentativa de minimizar ou até mesmo inibir seus efeitos deletérios, o organismo possui um

complexo e bastante eficiente sistema de defesa antioxidante. Este sistema é composto por
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componentes enzimaticos e ndo-enzimaticos (HALLIWELL, 2006). Os componentes
enziméticos enddgenos correspondem a primeira linha de defesa e incluem a superdéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), e encontram-se apresentadas
na figura 7. Apds sua formacéo, o Oe- é dismutado pela SOD (exrtacelular, mitocondrial ou
citosélica) para H,0O, e O, A presenca da enzima SOD permite a elimina¢do do O, mesmo
em baixas concentragbes (HALLIWELL, 2006; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). O
H.,O, resultante pode ser reduzido a agua por acdo da GPx ou da CAT (COX;
WINTERBOURN; HAMPTON, 2010). A GPx catalisa a reducédo do H,0, (isoforma selénio-
dependente) e perdxidos organicos (isoforma ndo-selénio dependente) para seus
correspondentes alcoois, as custas da conversdo da glutationa reduzida (GSH) a glutationa
oxidada (GSSG) (CIRCU; AW, 2010). Embora a GPx tenha acdo fundamentalmente
citosdlica e sua velocidade maxima de catalise ocorra em baixas concentracfes de H,O;, in
vitro ela é capaz de reduzir hidroperoxidos de membrana. A CAT, por sua vez, é uma
hemeproteina citoplasmatica encontrada em grandes concentragcbes nos peroxissomas e em
baixas concentracdes nas mitocdndrias, induz a conversdao de H,O, a agua, principalmente
guando este se encontra em altas concentracdes (POWERS; LENNON, 1999).

O sistema antioxidante ndo-enzimatico inclui, dentre outros, a GSH e a tiorredoxina
(Trx). A GSH tem amplo poder redutor devido a sua capacidade de doar prétons, combinada a
sua alta concentracédo intracelular (AQUILANO; BALDELLI; CIRIOLO, 2014). Composta
por aminoacidos (glutamato, cisteina e glicina), a GSH serve como doador de elétrons para a
reducdo de peroxidos, reacdo catalisada pela enzima GPx, sendo convertida em GSSG. A
reciclagem da glutationa ocorre pela acdo da glutationa redutase (GR), que catalisa a
conversdo de GSSG a GSH, pela transferéncia de elétrons do NADPH, conforme mostrado na
figura 10 (HALLIWELL, 2006).
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Figura 10 — Os principais sistemas de reduc¢éo celular: Trx e GSH. A GSH oxidada (dissulfeto de glutationa,
GSSG) é regenerada a sua forma reduzida pela glutationa redutase (GR) utilizando NADPH. A tiorredoxina
redutase (TrxR) usa elétrons do fosfato de dinucle6tideo de nicotinamida e adenina (NADPH) para reduzir a
Trx-1. GPx: glutationa peroxidase; Grx: glutarredoxina; H*: hidrogénio, (adaptado de CEBULA; SCHMIDT;
ARNER, 2015).

Assim como a GSH, a Trx tem merecido destaque por desempenhar importante acao
na modulacdo do estado redox celular (LEE; KIM; LEE, 2013; MAHMOOQOD et al., 2013). As
Trx s@o altamente conservadas em diferentes organismos, apresentando uma estrutura comum
(quatro a-hélices e cinco folhas-B) que através de uma ligagdo entre a segunda folha-p e a
segunda hélice-o tornam a proteina de pequeno tamanho bem compactada e globular. A Trx
foi identificada em meados da década de 1960 e sua alta conservacdo entre 0s organismos
reforca seu papel essencial na sobrevivéncia e fungdo celular (LEE; KIM; LEE, 2013;
MAHMOQOD et al., 2013). Atualmente, tem-se o conhecimento de trés isoformas da Trx: a
Trx-1, localizada no citosol, mas pode ser translocada para o ndcleo e ser passivel de secrecdo
para 0 ambiente extracelular em algumas situacdes; a Trx-2 localizada na mitocéndria e a
Trx-3, expressa nos espermatozoides (MAHMOOD et al., 2013). As Trxs sdo chamadas
oxirredutases, pois apresentam a capacidade de reduzir as ligacdes dissulfeto (S - S) das
proteinas, deixando seus grupos tiol (-SH) livres, tendo como consequéncia desse processo,
um dissulfeto no sitio ativo da Trx e um ditiol na proteina-alvo (ARNER; HOLMGREN,
2000; MAHMOOD et al., 2013). No entanto, esse processo pode ser revertido com a acdo das

tioredoxinas redutases (TrxR).

As TrxRs sdo enzimas dependentes de selénio, que usam o doador de elétrons
NADPH para regenerar as isoformas da Trx, ou seja, para retornar ao seu estado reduzido. A
Trx-1 deve ser reduzida de volta pela TrxR dependente de NADPH, como evidenciado na

figura 10 (ARNER; HOLMGREN, 2000; MAHMOOD et al., 2013).
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Além desse fator, a capacidade da Trx pode ser modulada pelo seu inibidor endégeno,
conhecido como vitamina D3-proteina-1 regulada positivamente (VDUP-1 — em animais) ou
proteina de interacdo da tiorredoxina (Txnip —em humanos) (CHUNG et al., 2006). A VDUP-
1 é uma proteina de 50 kDa que, através da sua interacdo com o sitio catalitico da Trx,
promove inibicdo da mesma. Atualmente, a VDUP-1 é considerada o unico inibidor endogeno
das Trxs (CHUNG et al., 2006; MAHMOOD et al., 2013). E importante destacar que a
interacdo entre VDUP-1 e Trx-1 somente ocorre quando esta Gltima encontra-se em seu
estado reduzido, podendo dessa forma, modular o estado redox celular, induzir o estresse
oxidativo e promover a apoptose (JUNN et al., 2000; MAHMOOD et al., 2013;
NISHIYAMA et al., 2001; YOSHIHARA et al., 2013).

Por mais que o papel fundamental da Trx-1, em geral, seja associado & manutencéo de
um ambiente redutor e de protecdo da célula dos efeitos prejudiciais do estresse oxidativo, a
Trx-1 tem sido associada a outras fungdes, como por exemplo, serve como cofator de enzimas
essenciais para producdo de precursores de DNA (HOLMGREN, 1989); fora da célula,
apresenta funcdo de sinalizadora para crescimento celular e fator quimiotdxico (MAHMOOD
et al., 2013; WAKASUGI et al., 1987); no nacleo é responsavel por regular fatores de
transcrigdo, tais como fator nuclear kappa beta (NF-kf) (SCHENK et al., 1994).

Como citado previamente, processos fisioldgicos essenciais, incluindo proliferacao e
morte celular sdo modulados por alteracdes no balanco redox e sabendo que a Trx-1 apresenta
papel crucial na manutencdo desse balanco, alguns estudos tem relacionado o envolvimento
de alteragOes na Trx-1 com o desenvolvimento da HAP. No modelo de HAP experimental, foi
relatada reducdo na expressdo de Trx-1 no VD de ratas (SIQUEIRA et al., 2018) ou nédo
alteracdo na expressdo no VD de ratos (MOSELE et al., 2012) apo6s trés semanas, ou ainda
aumento da atividade da TrxR apos 31 dias no VE de ratos (LEICHSENRING-SILVA et al.,
2011). De uma forma geral, os autores sugerem, através dos diferentes tratamentos avaliados
que, a modulagéo do sistema da Trx-1 promove atenuagdo da HAP e do remodelamento VD.
Alguns estudos avaliando o modelo de inducdo da HAP por hipdxia evidenciaram aumento da
atividade da TrxR no tecido pulmonar ap0s 4 semanas de hipoxia e aumento da atividade da
TrxR apos 48 h em células de muasculo liso vascular, sugerindo um papel central para a Trx-1
na modulacdo da proliferacdo destas células induzida por hipoxia (CHEN et al., 2013). Um
estudo mais recente, com modelo de hipdxia cronica, evidenciou redugdo da expressdo da

Trx-1 no tecido pulmonar, sendo que sua modulagéo positiva provocada pelo tratamento com
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resveratrol atenuou a severidade da doenca (XU et al., 2016). No entanto, a literatura ndo
apresenta estudos avaliando o papel da Trx-1 no balanco redox e consequentemente, na

sinalizacdo envolvida com o remodelamento pulmonar na progressao da HAP experimental.

O desequilibrio entre a sintese e a producédo de agentes oxidantes e antioxidantes, em
favor dos primeiros ou reducdo dos ultimos, que acontece na HAP é chamado de estresse
oxidativo (AGGARWAL et al., 2013; FULTON et al., 2017). O aumento do consumo de
oxigénio promove o aumento da formacgédo e liberacdo das ROS e estudos recentes tém
evidenciado que o estresse oxidativo esta intimamente ligado ao declinio funcional, sendo um
potente mediador da HAP e da disfun¢do cardiaca (BELLO-KLEIN et al., 2018; BOGAARD
et al., 2009; FARAHMAND; HILL; SINGAL, 2004). Ademais, o envolvimento do estresse
oxidativo na HAP tem sido demonstrado a partir do aumento da atividade de diferentes fontes
de ROS (HUMBERT et al., 2019; MIKHAEL et al., 2019; REIS et al., 2013), concentragédo
elevada das ROS em diferentes tecidos (MOSELE et al., 2012), reducdo das defesas
antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas (FARAHMAND; HILL; SINGAL, 2004;
WANG; SHULTS; SUZUKI, 2017) e, ainda, através da atenuacdo da doenca pelo uso de
terapias antioxidantes ou que de alguma forma reduzam a concentracdo de ROS (LUDKE et
al., 2010; MOSELE et al., 2012; NOZIK-GRAYCK et al., 2008; TURCK et al., 2020).

1.2.2.3 Disfuncéo autondmica

Assim como a disfuncdo endotelial, o0 estresse oxidativo e 0 estresse nitrosativo,
alteracfes no sistema nervoso autonémico (SNA) exercem um papel crucial na progresséo da
HAP para ICD. O SNA ou sistema neurovegetativo representa a parte do sistema nervoso
central responsavel pelo controle de grande parte das fungdes viscerais do organismo,
promovendo mudancas rapidas e intensas relacionadas ao controle dessas fungdes, através de
componentes reguladores neurais e endocrinos. Os impulsos mediados pelo SNA se originam
em centros da medula espinhal, do tronco cerebral, do hipotdlamo e do cortex cerebral. O
SNA pode ser dividido em componente simpatico (SNS) e componente parassimpatico (SNP),
cujas acOes geralmente antagonicas, geram um estado de equilibrio dindmico ou homeostase
(GORDAN; GWATHMEY; XIE, 2015).
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O coragdo € ricamente inervado pelo SNA. O SNP apresenta maior inervacdo para as
regides de controle da frequéncia cardiaca, enquanto que o SNS atua principalmente na massa
ventricular, sugerindo assim que a contracdo e o relaxamento cardiaco sdo controlados
principalmente pelo SNS (GORDAN; GWATHMEY; XIE, 2015; LYMPEROPOULOQOS;
RENGO; KOCH, 2013; WAXENBAUM; VARACALLO, 2019). Quanto as respostas do
sistema cardiovascular aos estimulos do SNA, observa-se que a ativacdo do SNS promove
aumento da velocidade de despolarizacdo diastélica com aumento da atividade do nodo
sinoatrial, maior velocidade de conducdo, aumento do cronotropismo, lusitropismo e
inotropismo; nos vasos sistémicos, através da ativacdo dos receptores alfa adrenérgicos,
acarreta vasoconstricdo arteriolar, reducdo da capacitancia venosa, aumento da PVR e da
resisténcia renal, reducdo do fluxo sanguineo e da excrecdo de sodio, gerando elevacao das
pressdes e volumes ventriculares (GORDAN; GWATHMEY; XIE, 2015; IRIGOYEN;
CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001). Ja& a estimulagdo parassimpatica apresenta
efeito oposto no coracdo e nos vasos sanguineos que a possuem. No geral, a ativacdo do SNA
é rigorosamente regulada para manter a homeostase dentro dos limites necessarios para
fornecer circulacdo sanguinea adequada a todo o corpo (GORDAN; GWATHMEY; XIE,
2015).

Inicialmente, devido ao aumento da p6s-carga imposta ao VD, ha aumento e ativacdo
do SNS de forma instantanea, a fim de normalizar a funcéo cardiaca, por meio do aumento da
frequéncia cardiaca (FC) e da contratilidade. Um dos primeiros mecanismos ativados para
controlar a funcéo cardiaca é alteracdo da FC. Sabe-se que a elevacdo desta é em maior parte
devida ao aumento da resposta simpatica e diminuicdo da resposta parassimpatica. Alteracdes
na FC, definidas como variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) indicam a habilidade do
coracdo em responder aos estimulos fisioldgicos e ambientais, bem como compensar 0s
efeitos advindos de doencgas. Ou seja, quanto mais alta a VFC, melhor € o sinal de adaptacdo,
representando mecanismos autonémicos eficientes (ACHARYA et al., 2006; AUBERT,
SEPS; BECKERS, 2003).

Na HAP, como a ativacdo adrenérgica no VD é similar ao que acontece na
insuficiéncia cardiaca esquerda, os receptores adrenérgicos do VD apresentam expressdo
diminuida (BRISTOW et al., 1986), o que € considerado um biomarcador de exposi¢do a
estimulagdo adrenérgica excessiva. Estudos recentes evidenciaram um papel central para a

hiperativagdo simpatica em pacientes com HAP, correlacionando-os com o aumento da PVR e
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menor sobrevida em um periodo de 5 anos (VAILLANCOURT et al., 2017). Intervencgdes
empregadas para diminuir a ativacdo simpética e aumentar a ativacdo parassimpatica e, com
isso melhorar a HAP, tém sido testados (WANG et al., 2019), sugerindo assim que e a
modulacdo autonémica cardiaca esta alterada na HAP. No entanto, pouco se sabe a respeito

de quando ocorre essa ativacdo na progressao da HAP.

Dessa forma, tem crescido o interesse pela utilizacdo de métodos capazes de avaliar a
funcdo autondmica na HAP. Dentre esses, destaca-se a analise espectral, que consiste num
método linear de dominio de frequéncia, onde é feita a analise estatistica dos sinais oriundos
do cateterismo ventricular por periodos variaveis (alguns minutos). A partir desse registro, 0s
intervalos entre os batimentos consecutivos sdo medidos em milissegundos, sendo os valores
plotados em um gréafico denominado tacograma. A partir deste e por intermédio de algoritmos
matematicos, obtém-se a andlise espectral. Dela deriva a densidade da poténcia espectral
(PSD, do inglés power spectral density), que é obtida a partir da razdo entre a area e a curva
no grafico. Em seguida, a PSD é decomposta em banda de alta frequéncia (HF, do inglés high
frequency), que indica a atividade parassimpatica, e em banda de baixa frequéncia (LF, do
inglés low frequency) que indica a modulacdo simpéatica (MALLIANI et al., 1991; THAYER;
HANSEN; JOHNSEN, 2010). Os valores dos componentes da analise espectral podem ser
expressos em unidades normalizadas, enquanto que a relacdo entre 0 componente de baixa
frequéncia e o de alta frequéncia — LF/HF - tem sido considerada uma medida do balango

simpato-vagal.

1.2.3. Modelo de hipertenséo arterial pulmonar induzido por monocrotalina

O uso de modelos experimentais tem sido capaz de reproduzir as principais alteracdes
induzidas por HAP e pelo Cor pulmonale e, dessa forma, tem contribuido para o atual
entendimento da fisiopatologia da HAP, bem como para a investigacdo de novos alvos
terapéuticos (MAARMAN et al., 2015; SZTUKA; JASINSKA-STROSCHEIN, 2017). Um
dos modelos mais extensivamente empregados para o estudo da HAP & o modelo de
monocrotalina (MCT) (SZTUKA; JASINSKA-STROSCHEIN, 2017).
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A MCT é um alcaloide pirrolizidinico, encontrado em uma grande variedade de
plantas, provenientes do género Crotalaria, como representado na figura 11.

\ Crotalaria

spectabilis

Crotalaria retusa
- 3

Figura 11 - O género e as espécies que mais produzem MCT (disponivel em
https://pt.wikipedia.org/wiki/Crotalaria).

Essas plantas crescem em todos 0s continentes e correspondem a um grupo
botanicamente diverso, incluindo 11 familias, mais de 60 géneros e aproximadamente 560
espécies. Alguns pesquisadores sugerem que espécies, contendo alcaloides pirrolizidinicos
potencialmente toxicos compreendem aproximadamente 3% das plantas com flores do mundo
(HUXTABLE, 1990; SMITH; CULVENOR, 1981). No Brasil, mais de quarenta espécies
crescem abundantemente em plantacdes de grdos e em pastagens e sdo conhecidas como

“xique-xique”, “gizo de cascavel” ou “chocalho de cascavel”, pois possuem vagens secas que
emitem som semelhante ao da cauda da cascavel (WILLIAMS; MOLYNEUX, 1987).

O uso da MCT como modelo experimental para inducdo de HAP e Cor pulmonale é
empregado desde 1961 (LALICH; MERKOW, 1961). A figura 12 representa a sequéncia de
eventos gerados apds a administracdo de MCT. Para gerar seus efeitos toxicos, a MCT precisa
ser ativada no figado. Nesse processo de desidrogenacdo realizada pelo citocromo P450 da
familia 3A, ocorre a formacdo de inUmeros metabdlitos toxicos, sendo o principal chamado
Dehidromonocrotalina (DMCT) (WILSON et al.,, 1992), capaz de atingir 6rgdos extra-

hepéticos, incluindo coracdo, pulmdes, rins e sistema nervoso central (YAN; HUXTABLE,
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1995). Acredita-se que o0s eritrocitos exercam um papel de transportador desses metabolitos
para os diferentes tecidos, uma vez que estudos tém demonstrado que as concentragdes
plasmaticas de MCT diminuem acentuadamente ap0s algumas horas de inducdo. Inicialmente,
a dehidromonocrotalina é transportada até os pulmdes, onde promove uma inflamacdo
vascular local, aumento da permeabilidade vascular e aumento da liberagdo de agentes
vasoconstritores. Essas alteragdes endoteliais, que se estendem a todos os niveis da
vasculatura pulmonar, sdo encontradas algumas horas ap6s a administracdo da MCT e séo
consideradas o gatilho para a vasculite pulmonar e o remodelamento pulmonar obstrutivo
(JONES et al., 2002). O espessamento da média pode ocorrer devido a uma combinagdo de
maior teor de colageno (KAMEJI; OTSUKA; HAYASHI, 1980), aumento do nimero de
laminas elasticas e aumento da massa muscular lisa entre as laminas. O espessamento medial
das artérias pequenas € proporcionalmente maior que o das artérias maiores (ALLEN;
CHESNEY, 1972; LALICH; MERKOW, 1961; SHAH; PATEL; SEHGAL, 2005). Assim, a
hipertrofia da tunica média representa o principal mecanismo pelo qual os metabdlitos toxicos
da MCT promovem alteracGes na estrutura e funcdo da vasculatura pulmonar (GOMEZ-
ARROYO et al., 2012). Associado a isso, ocorrem lesdes no limen dos vasos que consistem
em mudancas no seu tamanho ou na sua forma, devido as proje¢des das células endoteliais e
dos trombos conforme progressao da doenca. Por fim, como consequéncia do remodelamento
vascular pulmonar e com o intuito de manter o estresse de parede constante, 0 aumento da
pos-carga promove o desenvolvimento de HVD (DUMITRASCU et al., 2008; GOMEZ-
ARROYO et al., 2012), que em estagios mais tardios resulta em dilatacdo e ICD (COLOMBO
et al., 2013a; GOMEZ-ARROYO et al.,, 2012; HESSEL et al., 2006; MEYRICK; REID,
1979; NOGUEIRA-FERREIRA et al., 2015).

Devido a necessidade de metabolizacdo hepatica, a MCT apresenta resposta toxica
variavel entre espécies, linhagens e até entre animais da mesma espécie. Seu uso ja foi
verificado em primatas ndo humanos, gado, cdes, cabras, cavalos, suinos, aves, coelhos,
camundongos e ratos (FIRTH; MANDEL; YUAN, 2010). No entanto, devido a facilidade e
simplicidade de manuseio, atualmente, os animais mais utilizados para o estudo da HAP
induzida por MCT ¢é o rato (NOGUEIRA-FERREIRA et al., 2015).
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Figura 12 — Modelo de HAP induzida por MCT. Apéds a administracéo de dose Unica nos animais, a MCT é
convertida em dehidromonocrotalina (DMCT) no figado pelo complexo P-450. A DMCT &, entdo, levada até os

pulmdes, pelos eritrécitos, onde promove seus efeitos progressivos que culminardo, em estagios avancados, no
desenvolvimento de Cor pulmonale. Fonte: quadro elaborado pela autora.

Além disso, outro importante determinante das alteracbes induzidas pela
administracdo de MCT corresponde ao tempo de analise. Farahmand et al.,, 2004
(FARAHMAND; HILL; SINGAL, 2004) observaram aumento na pressdo sistélica do VD a
partir do sétimo dia apds a injecdo de MCT, sendo que aos 14 dias encontraram HVD. Estudo
feito por Daicho e colaboradores acompanhou animais injetados com MCT por 8 semanas,
onde se verificou aumento do peso pulmonar, reducdo do peso corporal e hipertrofia cardiaca
a partir de 14 dias, com sinais de ICD a partir da sexta semana (DAICHO et al., 2009). Dessa
forma, percebe-se que o0s sinais clinicos da doenca geralmente ndo sdo evidentes
imediatamente apds uma Gnica exposicio dos ratos 8 MCT. A medida que a lesdo pulmonar e
o remodelamento vascular progridem, os animais desenvolvem graus variaveis de dispneia,
fraqueza, diarreia e cianose periférica (SCHOENTAL; HEAD, 1955). Importante destacar que
a variabilidade de estudos com os efeitos da MCT deve-se ndo somente as diferentes janelas
temporais, mas também as concentragdes da droga, caracterizando-se como um modelo de
efeitos tempo e dose-dependente. A administracdo de diferentes doses de MCT (30 mg/kg ou
80 mg/kg) promoveu ap0ds 4 semanas alteragfes funcionais e estruturais no VD de ambos 0s
grupos. No entanto, a doenga foi considerada muito mais branda no grupo que recebeu a
menor dose (HESSEL et al., 2006).
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Normalmente, esse modelo € utilizado visando a melhor compreensdo dos
mecanismos patolégicos da HAP, uma vez que as alteragcGes pulmonares e cardiovasculares
sdo muito similares as encontradas em pacientes com HAP (GOMEZ-ARROYO et al., 2012).
Utilizando 0 modelo de MCT, nosso grupo de pesquisa demonstrou que, apos trés semanas de
HAP induzida por MCT (60 mg/kg) os animais apresentavam remodelamento vascular
pulmonar e disfuncdo cardiaca direita, associado principalmente com o desequilibrio do
balanco redox tanto no VD quanto no pulmao (COLOMBO et al., 2013; DE LIMA-SEOLIN
et al., 2018; LACERDA et al., 2018; LUDKE et al., 2010; MOSELE et al., 2012; TURCK et
al., 2020; ZIMMER et al., 2017). Assim como nosso grupo de pesquisa, outros estudos
envolvendo a HAP induzida por MCT sdo focados na andlise de um ponto Unico,
normalmente quando a doenca esta avancada e desenvolvida. Deste modo, € considerado um
modelo apropriado para estudar em maiores detalhes a patofisiologia do desenvolvimento de
HAP e Cor pulmonale, com a finalidade de identificar novas estratégias terapéuticas em
humanos (HILL; GILLESPIE; MCMURTRY, 2017; SEYFARTH et al., 2000).
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2 JUSTIFICATIVA

A hipertensdo arterial pulmonar € uma doenca progressiva, incapacitante e sem cura.
Ainda que estudos visando a compreensdo dessa patologia sejam comuns, percebe-se que a
literatura atual é escassa em relagdo a estudos que avaliem a progressao da doenga, bem como
0s mecanismos envolvidos em seus diferentes estagios. Somado a isso, estd o fato de que
Orgdos ndo centrais, como é o caso do VE, sdo pouco estudados nessa patologia. Dessa forma,
torna-se essencial a analise temporal da doenca, em diferentes estagios (1 semana = sem
alteracOes cardiacas, 2 semanas = presenca de HVD, 3 semanas = ICD com remodelamento
cardiaco adverso, 4 semanas = ICD descompensada) e em diferentes tecidos (artéria
pulmonar, pulmao, VD e VE), a fim de caracterizar os principais mecanismos e alteracdes
presentes em cada um desses periodos, apontando para novas escolhas terapéuticas, bem
como direcionando para a melhor janela de aplicabilidade, a fim de prevenir/tratar o
remodelamento vascular pulmonar e o remodelamento ventricular mal adaptativo e a

progresséo para ICD.
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3 HIPOTESE

3.1 ARTIGO 1: Vias de sinalizacdo envolvidas na remodelacdo pulmonar durante a

progressdo da hipertensdo arterial pulmonar experimental.

HO: ndo ha contribuicdo da tiorredoxina-1 no remodelamento vascular pulmonar dependente

do balango redox celular ao longo da progressao da HAP experimental.

H1: ha contribuicdo da tiorredoxina-1 no remodelamento vascular pulmonar dependente do

balango redox celular ao longo da progressao da HAP experimental.

3.2 ARTIGO 2: O papel do estresse oxidativo e nitrosativo pulmonar e comprometimento

da reatividade da artéria pulmonar na progressdo da HAP induzida pela MCT.

HO: a progressdo da HAP experimental ndo é marcada pela presenca de estresse nitrosativo e
oxidativo no parénquima pulmonar, e nem pelo comprometimento da reatividade vascular

pulmonar.

H1: a progressdo da HAP experimental é marcada pela presenca de estresse nitrosativo e
oxidativo no parénquima pulmonar, e pelo comprometimento da reatividade vascular

pulmonar.

3.3 ARTIGO 3: Papel da inflamagéo, estresse oxidativo e ativacdo do sistema nervoso
autbnomo durante o desenvolvimento do remodelamento cardiaco direito e esquerdo na

hipertensdo arterial pulmonar experimental.

HO: ndo héa interacdo entre SNA, inflamacdo e estresse oxidativo no VD e VE durante as

diferentes janelas temporais avaliadas na HAP;

H1: ha interacdo entre SNA, inflamacdo e estresse oxidativo no VD e VE durante as

diferentes janelas temporais avaliadas na HAP.
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4 OBJETIVO GERAL:

Avaliar a progressdo da HAP induzida por MCT através da analise de parametros

morfométricos, ecocardiograficos, hemodinamicos, bioquimicos, moleculares e histolégicos,

a fim de caracterizar a evolucdo da doenca em diferentes tecidos (artéria pulmonar, pulméo,

ventriculo direito e ventriculo esquerdo) de ratos.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

4.1.1 Artigo 1: Vias de sinalizagdo envolvidas na remodelacio pulmonar durante

a progressao da hipertensao arterial pulmonar experimental.

Todos os pardmetros serdo analisados nas diferentes janelas temporais (1, 2 e 3 semanas),

conforme protocolo experimental:

>
>

A\

Induzir o modelo de HAP por MCT em ratos machos;

Analisar a influéncia da progressdio da HAP na funcdo ventricular direita por
ecocardiografia transtoracica;

Determinar a presenca de hipertrofia cardiaca e hipertrofia ventricular direita;
Mensurar a deposicao de colageno intersticial no VD e VE;

Analisar a atividade da tiorredoxina redutase e da glutationa redutase no parénquima
pulmonar;

Determinar, por western blot, a expressdo proteica da tiorredoxina-1, vitamina D3-
proteina-1 regulada positivamente, fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2, da
razdo entre a proteina quinase B total e fosforilada, da razdo entre c-Jun N-terminal
cinase total e fosforilada, da razéo entre p38 total e fosforilada, da razdo entre fator
nuclear kappa B 65 total e fosforilado, proteinas de choque térmico de 70 kilodaltons,

caspase 3 clivada e da a- actina no parénquima pulmonar;
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4.1.2 Artigo 2: A progressdao da hipertensdo arterial pulmonar induzida pela

monocrotalina é caracterizada por estresse oxidativo e nitrosativo pulmonar e

comprometimento da reatividade da artéria pulmonar.

Todos os parametros serdo analisados nas diferentes janelas temporais (1, 2 e 3

semanas), conforme protocolo experimental:

vV V V V V

Y VvV

A\

Induzir o modelo de HAP por MCT em ratos machos;

Mensurar a massa corporal final e a ingestao alimentar dos animais;

Avaliar a pressdo média da artéria pulmonar;

Determinar a presenca de hipertrofia cardiaca e hipertrofia ventricular direita;
Caracterizar a deposicdo de colageno e a atividade das enzimas colagenase e elastase
no parénguima pulmonar;

Avaliar a extensdo do dano ao parénquima pulmonar;

Quantificar as células inflamatorias (neutréfilos e linfocitos) presentes no parénquima
pulmonar;

Determinar a espessura de parede das arteriolas pulmonares;

Analisar a atividade da NADPH oxidase, da 6xido nitrico sintase e das enzimas
antioxidantes (superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) no parénquima
pulmonar;

Verificar a concentracdo de sulfidrilas e de espécies reativas totais no parénquima
pulmonar;

Mensurar o dano oxidativo a lipidios no parénquima pulmonar;

Avaliar a marcacao de nitrotirosina presente no parénquima pulmonar;

Determinar, por western blot, a expressao proteica da enzima éxido nitrico sintase
endotelial, da xantina oxidase, da superoxido dismutase-2 e dos receptores da
endotelina-1, no parénquima pulmonar;

Caracterizar as modificagdes induzidas pela MCT na reatividade vascular da artéria

pulmonar.
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4.1.3 Artigo 3: Papel da inflamac&o, estresse oxidativo e ativagdo do sistema

nervoso autdbnomo durante o desenvolvimento da remodelacdo cardiaca direita e

esquerda na hipertenséo arterial pulmonar experimental.

Todos os parametros serdo analisados nas diferentes janelas temporais (1, 2, 3 e 4

semanas), conforme protocolo experimental:

YV V VYV V

Y VvV

Desenvolver o modelo de HAP por MCT em ratos machos;

Mensurar 0 peso corporal dos animais;

Elaborar uma curva de Kaplan — Meier;

Analisar a influéncia da progressdo da HAP na fungéo ventricular direita e esquerda
por ecocardiografia transtoracica;

Verificar a hipertrofia cardiaca direita e a congestao hepatica e pulmonar;

Avaliar o perfil hemodindmico por meio das medidas da pressdo ventricular sistolica e
diastolica final de ambos os ventriculos, e determinar o indice de contratilidade e
relaxamento do VD e VE;

Avaliar a funcdo autonémica cardiaca por meio dos componentes simpatico e
parassimpaético;

Avaliar a influéncia da progressdo da doenca sobre a concentracdo de peréxido de
hidrogénio, a atividade das enzimas antioxidantes (superdxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase), concentracdo de sulfidrilas e o dano oxidativo a lipidios de
membrana no VD e VE;

Identificar a presenca ou nao de infiltrado inflamatério no VD e VE.
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5 MATERIAIS E METODOS

Nota: os métodos descritos a seguir englobam o protocolo experimental e as analises
realizadas nos trés artigos que compdem esta tese:

Artigo 1: Vias de sinalizacdo envolvidas no remodelamento pulmonar durante a progresséo da

hipertensdo arterial pulmonar experimental.

Artigo 2: A progressdo da hipertensdo arterial pulmonar induzida por monocrotalina é
caracterizada por estresse oxidativo e nitrosativo pulmonar e comprometimento da reatividade

da artéria pulmonar.

Artigo 3: Papel da inflamac&o, estresse oxidativo e ativagdo do sistema nervoso autdbnomo
durante o desenvolvimento do remodelamento cardiaco direito e esquerdo na hipertensao

arterial pulmonar experimental

Inicialmente, sera apresentada a amostra e o0 protocolo experimental geral.

Posteriormente, serdo apresentados os métodos utilizados nos trés artigos.

5.1 BIOETICA COM OS ANIMAIS

O estudo desenvolvido seguiu a Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008, que estabelece
normas para a Pratica Didatico-Cientifica da Vivisseccdo de animais; os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, formulados pelo CONCEA, assim como aquelas normas contidas
nas Diretrizes da Pratica de Eutandsia, formulada em 2013 pela mesma instituicdo. Esse
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob o numero de homologagéo 32151.
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5.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando aproximadamente 180 + 10 gramas
advindos do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CREAL — UFRGS). Os animais foram mantidos
em caixas plasticas com medidas de 270 x 260 x 310 mm, totalizando trés ou quatro animais
por caixa. Os animais foram alojados no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia,
localizado no Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) da UFRGS e mantidos em
ambiente com temperatura controlada (21 — 25°C), ciclo “claro-escuro” de 12 horas e

umidade relativa de 70%. Agua e ragdo comercial foram ofertadas “ad libitum”.

5.3 CALCULO AMOSTRAL

O tamanho amostral foi calculado pelo programa Sigma Plot 11.0. No célculo do
tamanho da amostra, foram considerados probabilidade de erro a = 0.05 ¢ poder do teste
estatistico de 0.95. Tinhamos inicialmente 8 grupos experimentais, sendo 4 grupos controles
(CTR 1w, CTR 2w, CTR 3w e CTR 4w) e 4 grupos MCT (MCT 1w, MCT 2w, MCT 3w e
MCT 4w). Para cada grupo controle foi calculado um n de 8 animais, totalizando 32 animais.
Para trés grupos MCT foi calculado também um n de 8 animais para cada um desses grupos,
totalizando mais 24 animais. No entanto, levando em consideracdo que a administracdo de
MCT aumenta a taxa de mortalidade na fase avancada da doenca (SOUZA-RABBO et al.,
2008), foram adicionados 6 animais a mais no grupo MCT 4w, totalizando 14 animais. Ao
todo, esse protocolo experimental fez uso de 70 animais (N=70). Devido a quantidade de
andlises, a aplicacdo de técnicas invasivas e a necessidade de obter tecido suficiente, foram
realizadas duas vezes o mesmo protocolo experimental. Porém, devido a alta taxa de
mortalidade encontrada no grupo MCT 4 semanas, durante o primeiro protocolo experimental,
onde foram estabelecidos oito grupos experimentais, o segundo protocolo experimental foi
realizado somente com seis grupos experimentais (CTR 1w, CTR 2w, CTR 3w, MCT 1w,
MCT 2w, MCT 3w ), contendo 8 animais em cada grupo e totalizando um N amostral de 48
animais. Dessa forma, foram usados 118 animais para realizacdo dos trés artigos que
compdem essa tese.
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5.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram estabelecidos 8 grupos experimentais:

Grupo Controle 1 semana — CTR 1w — animais que receberam a inje¢do de solugdo salina e

que foram eutanasiados ap6s uma semana do inicio do protocolo experimental;

Grupo Monocrotalina 1 semana — MCT 1w — animais que receberam injecdo de

monocrotalina e que foram eutanasiados apdés uma semana do inicio do protocolo

experimental,

Grupo Controle 2 semanas — CTR 2w — animais que receberam a injegdo de solugdo salina e

que foram eutanasiados ap06s duas semanas do inicio do protocolo experimental;

Grupo Monocrotalina 2 semanas — MCT 2w — animais que receberam inje¢do de

monocrotalina e que foram eutanasiados ap0s duas semanas do inicio do protocolo

experimental;

Grupo Controle 3 semanas — CTR 3w — animais que receberam a inje¢do de solucgdo salina e

que foram eutanasiados ap6s trés semanas do inicio do protocolo experimental;

Grupo Monocrotalina 3 semanas — MCT 3w — animais que receberam injecdo de

monocrotalina e que foram eutanasiados apOs trés semanas do inicio do protocolo

experimental;

Grupo Controle 4 semanas — CTR 4w — animais que receberam a inje¢do de solugdo salina e

que foram eutanasiados ap6s quatro semanas do inicio do protocolo experimental;

Grupo Monocrotalina 4 semanas — MCT 4w — animais que receberam injecdo de

monocrotalina e que foram eutanasiados apds quatro semanas do inicio do protocolo

experimental.

Esses intervalos de tempo (1, 2, 3 e 4 semanas) foram escolhidos para representar a
doenca em estagios diferentes: 1 semana = sem alteracOes cardiacas, 2 semanas = presenca de
HVD, 3 semanas = ICD com remodelamento cardiaco adverso e 4 semanas = ICD

descompensada.
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5.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os protocolos experimentais sdo apresentados nas figura 13 e 14. Inicialmente, 0s
animais foram separados aleatoriamente em dois grupos, controle (CTR) ou monocrotalina
(MCT). No dia da indugéo (considerado dia 0 no protocolo experimental — figura 13 e 14) os
animais dos grupos CTR receberam solucdo salina, enquanto os animais dos grupos MCT
receberam MCT. A preparacdo da MCT esta descrita no item 5.5.1. Em seguida, 0s animais
do grupo CTR e MCT foram subdivididos em 3 ou 4 novos grupos, de acordo com a janela
temporal de 1, 2 e 3 semanas (figura 13) ou 1, 2, 3 e 4 semanas (figura 14). Durante o
protocolo experimental, os animais foram observados em relacdo ao peso corporal, a ingestao
alimentar e qualquer sinal referente a instalacdo da doenca (mudanca na coloracéo dos pelos,

presenca de pelos ouricados, dispneia, cianose e letargia).
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Figura 13 — (A) representacdo dos grupos experimentais e (B) protocolo experimental com duragéo de trés
semanas. CTR: controle; MCT: monocrotalina
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Figura 14 — (A) Corresponde aos grupos experimentais, enquanto a figura 14 (B) corresponde ao
protocolo experimental com duragdo de quatro semanas. CTR: controle; MCT: monocrotalina

Ao final de cada semana, os animais foram anestesiados com quetamina (90 mg/kg
I.p.) e xilazina (10 mg/kg i.p.), conforme o Guia de Anestesia e Analgesia para Ratos e
Camundongos, 2016 do CREAL /UFRGS e submetidos a analise ecocardiografica do VD e
VE. Ainda sob o efeito da anestesia, foram realizadas as analises hemodindmicas do VD e
VE. Com o objetivo de induzir a morte por sobrecarga anestésica, 0s animais receberam uma
nova injecdo i.p. de quetamina e xilazina. A confirmacdo da morte foi mediante decapitacao
em guilhotina manual. Esse procedimento ocorreu em ambiente apropriado, isolado da sala de

alojamento onde se encontravam o0s demais animais, com higienizacdo completa de todo o
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material entre a morte de um animal e outro, tendo o responsdvel pelo procedimento
experiéncia na sua realizagdo. Apés a eutanasia foi realizada a coleta dos tecidos (artéria
pulmonar, coracdo [VD e VE], aorta, pulmdes, figado e tibia direita). Os pulmdes, tibias e
artéria pulmonar foram utilizados para testar a hipdtese dos estudos 1 e 2, enquanto que o

coracdo, os pulmdes e os figados foram utilizados para testar a hipotese do estudo 3.

5.5.1 Inducéo de HAP atraves da administracdo de monocrotalina

Os animais receberam uma injecdo Unica de salina 0,9% (pH 7,4) ou monocrotalina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) na dose de 60 mg/kg intraperitonealmente. A
diluicdo da MCT, sendo 60 mg para 1 mL de volume final, foi realizada em 0,5 mL de HCI
IN. Apds solubilizar, o pH foi ajustado até atingir 7,4 com adicdo de NaOH 1 N e, para
complementar o volume final foi acrescentado NaCl 0,9% (FARAHMAND; HILL; SINGAL,
2004).

5.6 DESCRICAO DOS METODOS UTILIZADOS:

A metodologia descrita a seguir refere-se aos métodos utilizados nos trés estudos desta

tese.

5.6.1 Analises ecocardiograficas

As imagens ecocardiograficas do VD foram obtidas através do modo bidimensional,
modo M e do doppler pulsado (Sistema de Ultrassom Philips HD7, Andover, MA, USA),
utilizando um transdutor piezoelétrico setorial S12-4 (Philips, Andover, MA, USA) (FORFIA
et al., 2006; RUDSKI et al., 2010; URBONIENE et al., 2010).
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O seguinte parametro indireto de mensuragdo da resisténcia vascular pulmonar foi

avaliado:

e relacdo entre o tempo de aceleracdo e o tempo de ejecdo do fluxo de sangue

pela artéria pulmonar (AT/ET; s/s);
Os seguintes parametros de funcdo sistolica do VD foram avaliados:

e excursao sistélica do plano do anel da trictspide (TAPSE; cm);
e indice de performance do miocérdio (MPI) obtida através de MPI = (tempo de
fechamento da valva tricispide - tempo de ejecdo pela artéria pulmonar) /

tempo de ejecdo pela artéria pulmonar.
Como parametros diastolicos foram avaliados:

e relacdo entre a velocidade maxima do enchimento rapido e lento do VD (razéo
E/A; cm/s), e;

e diametros na sistole e na diastole do VD.

Para obtencdo das imagens cardiacas do VE, os animais foram posicionados em
decubito lateral esquerdo (45°). Foi utilizado o sistema EnVisor Philips (Andover, MA,
USA), com um transdutor de alta frequéncia e alta resolucdo (12-13 MHz), a 2 cm de
profundidade, imagem fundamental e harménica. Todos os parametros foram analisados nos
niveis basal, medial e apical do coracdo, e o valor final foi obtido pela média entre os trés
niveis (NOZAWA et al., 2006; TAVARES et al., 2010). Como parametros da funcéo sistélica

do VE foram avaliados:

e mudanca na area fracional (FAC) e,

o fracdo de ejecédo (EF).
Como parametros diastolicos foram mensurados:

e diametros diastolico e sistélico final do VE.
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5.6.2 Anélises hemodinamicas

Um cateter PE-50 foi inserido através da veia jugular direita no VD, sendo as
gravacOes obtidas utilizando uma frequéncia de amostragem de 2 kHz, conectado a um
transdutor (Strain-Gauge, transdutor de pulso miniatura PR-155 da Narco Biosystem;
Houston, TX, EUA) e amplificador de pressdo (amplificador de pressdo HP 8850C) para
registrar a pressdo sistolica do VD (PSVD; mmHg), a pressédo diastolica final do VD (PDVD;
mmHg) e suas respectivas derivadas (+ dP / dt e -dP / dt; em mmHg / s), conforme exemplo
na figura 15 (SOUZA-RABBO et al., 2008). A presséao arterial pulmonar média (mPAP) foi
mensurada através da seguinte férmula: mPAP = 0,61 x PSVD + 2 (KOSKENVUO et al.,
2010).

Para o registro da funcdo do VE, outro cateter feito de tubo de Tygon e previamente
soldado a um tubo de polietileno PE-10 (Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA) foi inserido na
artéria carétida direita e introduzido no atrio esquerdo e VE. As mesmas gravagdes foram
obtidas, usando uma frequéncia de amostragem de 2 kHz e um transdutor de pressdo
conectado a um amplificador de sinal (Windag, Datag Instruments, Inc., Akron, Ohio, EUA,
Amplificador de Pressdo HP 8805C) (PERON et al., 2006). Foram registradas presséo
sistolica e diastdlica do VE, além de suas derivadas de pressao.

Figura 15 — (A) Rato anestesiado e cateterizado e (B) equipamento utilizado para registro hemodinamico.
Fonte: autora deste trabalho.
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5.6.3 Analise espectral

Para realizacdo da andlise espectral, alguns animais tiveram seu registro
hemodindmico cardiaco gravado por 5 minutos, a fim de coletar um registro com
aproximadamente 200 - 250 batimentos estaveis. Para isso, todo o procedimento foi realizado
em sala apropriada, com o minimo possivel de ruidos, enquanto a frequéncia respiratoria e 0s
reflexos dos animais foram observados, sendo administrado 1/3 da dose anestésica total

quando necessario.

A partir dos registros cardiacos, sequéncias estaveis de 200 batimentos foram
escolhidas aleatoriamente. Com base no intervalo de tempo entre dois picos sistolicos
consecutivos, foi criada uma série de tacogramas. As sequéncias escolhidas foram, entéo,
utilizadas para a quantificacdo da FC e a analise espectral foi realizada para avaliar a
modulagcdo autonémica, considerando dois componentes espectrais: o de baixa frequéncia
(0,20 a 0,75 Hz), e o de alta frequéncia (0,75 a 4,00 Hz), os quais foram expressos em
unidades normalizadas, sendo o de baixa frequéncia (LF) correspondente a modulacédo
simpatica e o de alta frequéncia (HF) correspondente a modulacdo parassimpatica. A razédo
entre o espectro de poténcia das bandas LF e HF foi denominada indice LF / HF e representa
0 balanco simpatovagal (MALLIANI et al., 1991).

5.6.4 Reatividade vascular:

Imediatamente apds a eutanasia dos animais, o térax foi aberto, e a artéria pulmonar
foi isolada e retirada. Apos ser limpa, a artéria pulmonar foi colocada em um banho de 6rgaos
(AVS Projetos, Sao Paulo, SP, Brasil) entre dois estribos de ago inoxidavel e conectada a uma
unidade de aquisi¢do de dados computadorizada (AQCAD 2.0.5, AVS, S&o Paulo, SP) para

medir a tensdo isométrica, conforme exemplificado na figura 16.
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Figura 16 — Foto do banho de 6rgéos utilizado para reatividade vascular na artéria pulmonar
Fonte: autora deste trabalho.

Os anéis da artéria pulmonar foram colocados em uma cadmara de 6rgéos de 10 mL
contendo solucdo modificada de Tyrode (pH 7,4, a 37 ° C e gaseificados com 95% de O, e
5% de CO,) com a seguinte composi¢do (em mmol /L): NaCl 123; KCI 4,7; KH2PO4 1,2;
MgCI2 1,2; NaHCO3 15,5; dextrose 11,5; e CaCl2 1.2. Os aneis foram inicialmente esticados
até uma tensdo basal de 1,5 g, antes de permitir que se equilibrassem no meio de banho. Cada
anel foi lavado sequencialmente, reequilibrado e depois deixado para relaxar. Novamente, o
anel pulmonar com o endotélio foi contraido, com curvas cumulativas de concentrag&o-
resposta para fenilefrina (Phe) (0,1 nmol / L a 10 umol / L), seguidas por curvas cumulativas
de concentragdo-resposta para acetilcolina (Ach) (0,1 nmol / L a 10 pumol / L) (MAM et al.,
2010).

5.6.5 Analises morfométricas:

Ap0s as analises funcionais, o coracdo foi rapidamente retirado e colocado em solucéo
KCI 1,15% sobre o gelo. Com auxilio de material cirdrgico, tesouras e pincas, 0s atrios foram
extraidos e descartados, e o peso dos ventriculos foi usado para mensurar a hipertrofia
cardiaca atraves da razdo entre peso do coracdo e peso corporal (mg/g), ou através da razéo
entre peso do coracdo pelo comprimento da tibia (mg/cm); enquanto que o VD foi dissecado
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do VE e do septo para avaliar a hipertrofia do VD através da razdo entre o peso do VD e 0
peso corporal, entre 0 peso do VD e o peso do VE mais o septo (indice de Fulton), entre o
peso do VD / comprimento da tibia (mg/cm) (FARAHMAND; HILL; SINGAL, 2004; YIN;
SPURGEON; RAKUSAN, 1982). Apds a limpeza e pesagem dos ventriculos, parte dos
tecidos foi destinada para analises bioquimicas e moleculares e, por isso, foi imediatamente
congelada em nitrogénio liquido e armazenada em freezer -80°C, enquanto que o restante do
tecido foi imerso em solucdo de paraformaldeido (4%) para a execucdo das andlises

histoldgicas.

Assim como o coragdo, os pulmdes também foram rapidamente retirados, limpos (em
NaCl 0,9%) e armazenados, conforme analise. Um pedaco padronizado dos pulmdes foi
destinado as analises bioquimicas e moleculares e por isso foi imediatamente congelado em
nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80°C, enquanto que outro pedago (também
padronizado) dos pulmdes foi imerso em solucdo de paraformaldeido (4%) para a execucao

das analises histoldgicas e imuno-histoquimicas.

Para realizar a avaliacdo da congestdo pulmonar e hepatica, os tecidos foram pesados
na coleta e diariamente até atingirem um peso constante. Durante esse periodo de pesagem 0s
tecidos foram mantidos em uma estufa a 60 °C. A avaliacdo da congestdo hepatica e pulmonar
foi obtida usando a razdo de peso Umido / seco desses 6rgdos (DOS SANTOS LACERDA et
al., 2017).

Além disso, durante todo o protocolo experimental, os animais foram observados
guanto ao seu comportamento, surgimento de sinais caracteristicos de IC, peso corporal,
ingestdo alimentar e taxa de mortalidade. A avaliacdo do peso corporal final foi obtida através
da pesagem do animal previamente a eutanasia. Ao longo do protocolo experimental, os
animais foram pesados em intervalos de trés dias, para acompanhar a evolugdo do peso
corporal, sendo esse resultado expresso em gramas (g). A ingestdo alimentar foi medida a
cada trés dias pela diferenca entre o peso dos alimentos oferecidos e as sobras subsequentes,
durante todo o protocolo experimental, e os resultados foram expressos em gramas (g). Anda,
foi criada uma curva de Kaplan-Meier a fim de evidenciar a taxa de mortalidade induzida pela

MCT ao longo da progressédo da HAP.
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5.6.6 Andlises Bioquimicas

5.6.6.1 Preparacdo de tecidos:

As amostras foram pesadas e homogeneizadas (por 40 segundos) com cloreto de
potéssio a 1,15% (KCI) e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mmol/L, usando um
homogeneizador Polytron. Os tecidos homogeneizados foram centrifugados por 15 minutos a
20.000 rpm, em centrifuga refrigerada a 4 ° C (Sorvall RC 5B - Rotor SM 24), sendo o
sobrenadante coletado e utilizado para quantificar os seguintes parametros: quantificacdo de
proteinas, atividade da superdxido dismutase (SOD), atividade da catalase (CAT), atividade
da glutationa peroxidase (GPx), atividade da glutationa redutase (GR), atividade da
tioredoxina redutase (TrxR), atividade da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), teor de
sulfidrilas, atividade da NADPH oxidase, concentracao total de espécies reativas de oxigénio

(ROS) e substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS).

5.6.6.1.1 Quantificacdo de proteinas

Solucdo de albumina bovina na concentracdo de 1 mg/mL em agua destilada foi
utilizada para quantificar as proteinas presentes nas amostras avaliadas. Para essa técnica,
descrita por Lowry e colaboradores, em 1951, as medidas foram efetuadas em
espectrofotdbmetro a 625 nm e os resultados expressos em mg/mL (LOWRY et al., 1951).

5.6.6.1.2 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A técnica usada para determinar a SOD é baseada na inibi¢cdo da reacdo do radical
superdxido com o pirogalol. O radical superoxido é gerado pela auto-oxidacdo do pirogalol
guando em meio basico. A SOD presente na amostra compete com o0 sistema de deteccao do

radical superdxido. A oxidacdo do pirogalol leva a formagdo de um produto colorido que €é
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detectado espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da SOD é determinada medindo a
taxa de formacdo do pirogalol oxidado. Para este ensaio, 10 pL amostra foram usados na
presenca de tampdo Tris 50 mM e acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mM, com a
adicdo de 4 uL de 30 uM de catalase (Sigma-Aldrich, Catalase de figado bovino [suspenséo
aquosa , 10.000-40.000 unidades]) e 8 uL de pirogalol 24 mM (Sigma-Aldrich, > 98%
[HPLC], peso molecular 126,11). Os resultados foram expressos como U SOD / mg de
proteina em comparacdo com uma curva de SOD padrdo (Sigma-Aldrich, superoxido
dismutase de bovino, po liofilizado, > 1500 unidades / mg de proteina) (MARKLUND;
MARKLUND, 1974).

5.6.6.1.3 Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da CAT corresponde a taxa de decomposi¢do do peroxido de hidrogénio.
Nesse estudo, a atividade da CAT foi medida através do decréscimo na absorbancia do H,05,
no comprimento de onda de 240 nm, que é onde ocorre maior absorcdo pelo peroxido de
hidrogénio. Foram utilizados os seguintes reagentes: solucdo tampao de fosfato de sédio 50
mmol/L (pH 7,4) e peroxido de hidrogénio 0,3 mol/L. A atividade foi expressa em pmoles de
H,0, reduzidos/min/ mg de proteina (AEBI, 1984).

5.6.6.1.4 Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx pode ser avaliada medindo-se o consumo de NADPH na reacédo de
reducdo acoplada a reacdo da GPx, uma vez que esta catalisa a reacdo de hidroperdxidos com
a glutationa reduzida (GSH) para formar a glutationa oxidada (GSSG) e o produto da reducéo
do hidroperdxido. Assim, a atividade da GPx foi baseada no consumo de NADPH e foi
medida espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 340 nm. O meio da reacédo
continha solugédo fosfato 140 mmol/L, EDTA 1 mmol/L (pH 7,5), NADPH 0,24 mmol/L,
azida sodica 1 mmol/L, utilizada para inibir a ativadade da CAT; GSH 5 mmol/L, glutationa
redutase (GR) 0,25 U/mL e hidroperdxido de tert-butila 0,5 mmol/L. A atividade foi expressa
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como nmol de peréxido/hidroperoxido reduzidos/min/mg de proteina (FLOHE; GUNZLER,
1984).

5.6.6.1.5 Atividade da glutationa redutase (GR)

A glutationa redutase (GR), uma enzima dependente de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), catalisa a formacdo de GSH a partir de GSSG que
corresponde a forma oxidada da glutationa. A atividade da GR é proporcional ao consumo de
NADPH e pode ser monitorada espectrofotometricamente a 340nm (ANDERSON, 1985).0s

resultados foram expressos em pmol/min/mg de proteina.

5.6.6.1.6 Atividade de tiorredoxina redutase (TRxR)

A atividade da TRxR foi determinada a partir da redugdo de 5', 5’-ditiobis (acido 2-
nitrobenzdico) (DTNB) para TNB detectado a 340 nm. Neste ensaio, uma mistura de
reagentes contendo DTNB (25 mg mL -1), alboumina (20 mg mL -1), NADPH (20 mg mL -1)
e EDTA (0,2 mol/L) foi usada. Os resultados foram expressos como mmol TNB/mg de
proteina (HOLMGREN; BJORNSTEDT, 1995).

5.6.6.1.7 Atividade da enzima dxido nitrico sintase (NOS)

A atividade da NOS foi avaliada pela medida da conversdo da oxi-hemoglobina
(HbO,) em met-hemoglobina induzida por NO, como previamente descrito (VALDEZ,;
ZAOBORNY/J; BOVERIS, 2005). O meio de reagdo foi composto por (em mmol/L): CaCl,
1,8; KCI 2,7; MgCl, 0,23; NaCl 137; NaH,PO, 3,6; glicose 5,0; HEPES 10; pH 7,4, contendo
2 mol/L HbO, e 1 mmol/L de L-arginina. A atividade da NOS foi expressa em nmoles

NO/min/mg de proteina.
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5.6.6.1.8 Concentracao de sulfidrilas

Para o ensaio de sulfidrilas, o acido 5,5-ditio-bis- (2-nitrobenzoico) (DTNB) libera o
acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB), conforme descrito por Ellman (1959) (ELLMAN, 1959) e
modificado por Hu e co-autores (HU et al., 1993). A absorbéncia foi medida a 412 nm
(Anthos Zenyth 200 rt, Biochrom, Reino Unido), e os resultados foram expressos em

nmol/mg de proteina.

5.6.6.1.9 Atividade da NADPH Oxidase

A atividade da enzima foi determinada em homogeneizado mediante técnica
espectrofotométrica, seguindo o consumo de NADPH a 340 nm. No homogeneizado foi
adicionado tampdo fosfato 100 mmol/L pH 7,4 e NADPH 1 mg/mL. Os resultados foram
expressos em nmol NADPH/min.mg proteina (WEI et al., 2006).

5.6.6.1.10 Concentracao total de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A partir do 2°,7’-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) ocorre a formagéo do
DCFH, que quando reage com o peroxido presente na amostra, induz a formacao de DCF e
emite fluorescéncia, permitindo, assim, que a concentracdo de especies reativas de oxigénio
seja quantificada (LEBEL; ISCHIROPOULOS; BONDY, 1992). Foi utilizada uma curva
padrdo com concentracdes conhecidas de DCF. A fluorescéncia foi medida usando
comprimentos de onda de excitacdo (480 nm) e emissdo (535 nm) (espectrémetro de
fluorescéncia LS 55, Perkin Elmer, MA, EUA). Os resultados foram expressos como

pmol/mg de proteina.

78



5.6.6.1.11 Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

O TBARS foi medido conforme descrito anteriormente (BUEGE; AUST, 1978). Neste
método, o &cido tiobarbitirico (TBA) reage com os produtos da peroxidacdo lipidica,
produzindo um composto que é medido a 535 nm. Os resultados dos TBARS foram expressos

como nmol/mg de proteina.

5.6.6.2 Concentracéo de perdxido de hidrogénio (H,0,):

Os niveis de H,0, foram analisados com base na oxidacdo do vermelho de fenol pelo
H.O presente na amostra, mediado pela peroxidase de rabanete. As amostras foram
homogeneizadas em KCI (1,15% w/v) e PMSF (20 mmol/L), e centrifugadas (8000 rpm,
durante 20 minutos a 4 °C). Os sobrenadantes foram usados para as analises posteriores. Foi
construida uma curva padrdo com concentracfes variadas de H,O, de 10, 20 e 30 nmol/L.
Apbs a adicdo do H,O; na curva padrdo e dos sobrenadantes dos homogeneizados nos pocos
da microplaca, o experimento continuou com a adi¢do do tampédo PRS (solucdo de vermelho
de fenol). Depois de adicionar o tampdo PRS, a microplaca foi agitada a temperatura
ambiente durante 25 min. Em cada poco com amostra, foi adicionado 1 mol/L de hidréxido de
sodio (NaOH). Em seguida, a leitura foi realizada a 610 nm e a concentracdo de H,O, foi
expressa em nmol/g de tecido (PICK; KEISARI, 1980).

5.6.6.3 Atividade da colagenase

Para 0 ensaio de colagenase, as amostras foram homogeneizados (0,2 pg / pL) em
tampao (50 mmol / L de tricina com 10 mmol / L de CaCl2 e 400 mmol / L de NaCl, pH 7,5,
25 ° C). A atividade da colagenase foi medida usando N- (3- [2-furil] acriloil) -Leu-Gly-Pro-
Ala (substrato FALGPA; Sigma-Aldrich, # F5135) em um modo cinético
espectrofotométrico. A absorbancia foi registrada a cada 5 minutos por 2 h a A = 345 nm. A

mistura de reacdo foi composta por 3,3 pl de amostra e 96,6 pl de tampéo de ensaio contendo
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substrato (solucdo de 1 mmol / L de FALGPA), combinados em uma placa de microtitulagéo.
A quantificagdo de proteinas presente nas amostras foi obtida através do método de descrito
por Lowry (LOWRY et al., 1951). A atividade da colagenase foi calculada usando uma
solucdo padrdo contendo 2 unidades / ml de colagenase de Clostridium histolyticum (Sigma-
Aldrich, # C9891). A atividade enzimética foi expressa em nmol/min/mg de proteina
(GONZALEZ et al., 2018).

5.6.6.4 Atividade da elastase

As amostras foram homogeneizadas (0,2 pg de tecido por pL) em tampao (Tris HCI
100 mM, pH 8, 25 ° C) para o teste de elastase. A atividade foi medida usando N-succinil-
Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida (substrato SucAla3-pNA; Sigma-Aldrich, # S4760) em um modo
cinético espectrofotométrico. A absorbancia foi registrada a cada 5 min por 2 ha A =410 nm.
A mistura de reacdo foi composta por 16,5 pl de amostra, 76,8 pl de tampdo de ensaio e 6,7
pl de solugédo de substrato (4,4 mol/L de substrato SucAla3-pNA), combinados em uma placa
de microtitulagdo. A concentracdo de proteinas de todas as amostras foi medida pelo método
de Lowry, usando albumina de soro bovino como proteina padrdo. A atividade da elastase foi
calculada usando uma solucdo padrdo contendo 0,3 unidades / mL de elastase do pancreas
porcino (Sigma-Aldrich, # E1250). A atividade enzimatica foi expressa em nmol/min/mg de
proteina (GONZALEZ et al., 2018).

5.6.7 Andalises moleculares:

Para realizacdo das expressOes proteicas, por western blot, as amostras foram
homogeneizados em um homogeneizador (Ultra-Turrax, Bosch, Atibaia, SP, Brasil)
utilizando-se um tampdo de lise celular (10x) (Cell Signaling Technology, Beverly, MA,
EUA), diluido em KCI e PMSF e posteriormente foram centrifugadas (8000 x g, 15 minutos,
4 °C). Cem microgramas de proteina (determinadas pelo método de Lowry) foram utilizados
em um gel de eletroforese de poliacrilamida duodecilsulfato de sédio (ARAUJO et al., 2006;

LAEMMLI, 1970). As proteinas separadas durante a eletroforese foram transferidas para
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membranas difluoreto de polivinilideno, da empresa Bio-Rad (Bio-Rad, S&o Paulo, SP,
Brasil). As membranas foram processadas por imunodeteccdo, utilizando os seguintes
anticorpos primarios: anticorpo anti-ETBR, anti-ETAR, anti-SOD2, anti-XO, anti-eNOS,
anti-Trx-1, anti-Nrf2, anti-VDUP1, anti-Akt total e fosforilada, anti-JNK total e fosforilado,
anti-p38 total e fosforilada, anti-NFkp65 total e fosforilado, anti-HSP70, anti-caspase 3
clivada e a-actinina. A ligagdo dos anticorpos primarios foi detectada com anticorpos
secundarios conjugados a peroxidase de rabanete. As membranas foram, entdo, reveladas pelo
uso de reagentes para deteccdo por quimioluminescéncia no iBrightTM CL 1000 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e foram analisadas com o programa ImageJ (Wayne
Rasband, Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD,
EUA). A densidade dptica de cada amostra foi normalizada de acordo com o imunocontetdo

de a-actinina ou através da razdo entre a expressdo fosforilada e total das proteinas.

5.6.8 Analises histoldgicas:

Inicialmente, as amostras foram imersas em formalina tamponada a 10%, processadas
em concentracOes crescentes de alcool e xilol e parafinizados em Paraplast Plus (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Posteriormente, as amostras em parafina foram cortadas
em secoes de 3 um (pulmdo) e 4 um (VD e VE) de espessura, fixadas em laminas e coradas

com hematoxilina e eosina (HE) ou com picrosirius red.

As laminas coradas com HE foram utilizadas para mensurar o infiltrado inflamatério
no VD e no VE e area de secgdo transversal dos cardiomidcitos. A area de seccdo transversal
de 100 cardiomidcitos (objetivo de 400X) foi avaliada nas se¢Bes coradas com HE, utilizando
o software ImageJ (NIH, EUA), e os resultados foram expressos em milimetros (mm?), a fim
de avaliar a hipertrofia/atrofia cardiaca. Ainda com as laminas de HE do VD e VE, a presenca
de infiltrado inflamatério foi avaliada. Essas laminas foram analisadas as cegas por um
patologista especialista quanto a presenca de infiltrado inflamatdrio, definido qualitativamente
como ausente ou presente. Se presente, foi classificado como leve, moderado ou acentuado,
de acordo com a quantidade de células inflamatorias e a extensdo do infiltrado. Estes

resultados foram expressos como porcentagem.
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No tecido pulmonar, as laminas de HE foram utilizadas para mensurar
semiquantitativamente a extensdo de dano e envolvimento do parénquima pulmonar pela
inflamacéo, por meio de um exame cuidadoso de todo o tecido pulmonar disponivel com
aumento de 200x. O resultado dessa analise foi expresso como % da area do parénquima
atingida. Além disso, para quantificar as células inflamatdrias no tecido pulmonar, cinco
campos microscopicos aleatorios de &reas contendo inflamacdo foram analisados, e os
neutrofilos e linfécitos presentes em cada campo foram quantificados. Posteriormente, a
média dos cinco campos por animal foi calculada e a média dos grupos experimentais foi
avaliada. As laminas de HE foram ainda utilizadas para mensurar a espessura das arteriolas
pulmonares. Para essa analise, as arteriolas pulmonares com didmetro externo <200 um foram
analisadas em microscopio binocular Olympus equipado com uma camera de video QColor
5X (Olympus®),com aumento de 200x. Resumidamente, o remodelamento arteriolar
pulmonar foi avaliado como a porcentagem da espessura da parede medial (% WT), calculada
da seguinte forma: WT (%) = didmetro externo - diametro interno / didmetro externo x 100
(LIU et al., 2018).

As laminas coradas com Picrosirius red foram utilizadas para determinar a deposi¢ao
intersticial de colageno no VD, VE e no parénquima pulmonar. As imagens microscopicas
foram capturadas com ampliacdo de 100x com um microscopio binocular Olympus equipado
com uma camera de video QColor 5X (Olympus®). Com o software Image Pro Plus (Media
Cybernetics, Rockville, MD, Estados Unidos). A fracdo volumétrica de colageno foi
quantificada como a razéo entre a soma da area total do colageno intersticial e a soma das
areas totais (colageno + ndo coladgeno) em todo o campo das imagens capturadas. Os dados
foram expressos em porcentagem (%) (BRUCE et al., 2015; LI et al., 2013).

5.6.9 Analises imuno-histoquimicas:

Para imuno-histoquimica, as se¢des de tecido pulmonar foram transferidas para
laminas silanizadas e desparafinizadas em estufa por 1 h. A recuperacdo antigénica foi
realizada em uma panela de pressao por 10 min a 110 ° C, em tampao de citrato de pH 9, e as
laminas foram resfriadas no tampao por 20 min. A atividade da peroxidase enddgena foi

blogueada pelo contato com solucéo de peroxido de hidrogénio a 5% em metanol por 20 min.
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O bloqueio de proteinas foi realizado com leite em p6 desnatado a 5% em solugdo salina
tamponada com fosfato por 20 min. As se¢Oes foram subsequentemente incubadas durante a
noite a 4 °C com o anticorpo primario: nitrotirosina (39B6) (1:50, Santa Cruz Biotechnology,
sc-32757). O anticorpo secundério foi aplicado na diluicdo de 1: 200 e incubado por 90 min
em temperatura ambiente, e a reacdo foi visualizada com Liquid Dab (Dako), conforme
recomendado pelo fabricante. Apds a visualizagdo, as laminas foram contrastadas com
hematoxilina Harris por 20 s, desidratadas em alcool absoluto e colocadas em xilol para
montagem com Entellan. Havia controles externos positivos e negativos (LILLIE;
FULLMER, 1976). O controle negativo foi obtido substituindo o anticorpo primario por soro
ndo imune, para confirmar a especificidade da reacdo. As varidveis categoricas foram
analisadas por descricdo de frequéncia relativa, representadas em uma escala de coloragédo dos
anticorpos com os seguintes dados: Grau 0 (ausente), grau 1 (leve), grau 2 (moderado) e grau

3 (acentuado) e os resultados foram expressos como % da frequéncia relativa de cada grau.

5.7 CUIDADOS COM RELACAO AO DESCARTE DE AMOSTRAS E MATERIAIS
TOXICOS

Todos os procedimentos experimentais foram feitos com uso dos equipamentos de
protecdo individual adequados: avental, luva cirdrgica, e 6culos e mascara quando necessario.
O descarte de amostras, bem como de materiais toxicos e contaminantes foi realizado
conforme regras estabelecidas pela UFRGS. As carcacas dos animais mortos foram colocadas
em sacos plasticos brancos e encaminhadas ao biotério setorial no ICBS - UFRGS, onde
foram recolhidas por empresa terceirizada, responsavel pelo servico de coleta de materiais
biologicos de descarte. Materiais toxicos foram usados na capela e os descartes encaminhados
para 0 Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos Quimicos da UFRGS para sua correta

eliminacéo.
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5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Os resultados
que apresentaram distribuicdo normal foram submetidos a analise de variancia de duas vias
(ANOVA 2-way) e complementadas pelo teste de Student-Newman-Keuls. Os desfechos que
ndo apresentaram distribuicdo normal foram analisados pelo teste estatistico de comparacdes
multiplas de Kruskal-Wallis. Os dados de reatividade vascular foram analisados usando o
teste t de Student para dados ndo pareados. As curvas de concentracdo-resposta foram,
posteriormente, analisadas usando uma curva sigmoidal de regressdo ndo linear de melhor
ajuste. A correlacdo entre duas variaveis foi analisada pelo teste de correlagcdo de Pearson. Os
resultados foram expressos como média = desvio padrdo da média ou como mediana e
intervalos interquartis [25 — 75]. Foi considerada uma probabilidade de erro alfa menor ou
igual que 0,05 (P<0,05).
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6 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados no formato de 3 artigos, sendo que para facilitar a

leitura, cada artigo sera apresentado de forma separada em capitulos, como descrito a seguir:

6.1 Artigo 1: Signaling pathways involved in pulmonary remodeling during the progression

of experimental pulmonary arterial hypertension (Capitulo 1).

6.2 Artigo 2: The progression of pulmonary arterial hypertension induced by monocrotaline
is characterized by lung nitrosative and oxidative stress, and impaired pulmonary artery

reactivity (Capitulo 2).

6.3 Artigo 3: Role of inflammation, oxidative stress, and autonomic nervous system

activation during the development of right and left cardiac remodeling in experimental

pulmonary arterial hypertension (Capitulo 3).
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6.1 CAPITULO 1

Titulo do artigo 1: Signaling pathways involved in pulmonary remodeling during the

progression of experimental pulmonary arterial hypertension.

Status: submetido para a revista Life Sciences, no dia 28 de novembro de 2020.

Life Sciences

SIGNALING PATHWAY'S INVOLVED IN PULMOMNARY REMODELING DURING THE
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Dr. L.E.Wold
Editor-in-chief
Life Sciences

November 28th. , 2020.
Dear Editor,

We are submitting to your evaluation the manuscript entitled “Signaling
pathways involved in pulmonary remodeling during the progression of experimental
pulmonary arterial hypertension” for publication in the category of original article in
the Life Sciences.

This work evaluates, for the first time, the role of the antioxidant thioredoxin-1
in the modulation of signaling pathways involved in pulmonary cell proliferation and
death as well as inflammation in different stages of the in vivo model of
monocrotaline-induced pulmonary arterial hypertension (PAH). In this study, it was
shown that the thioredoxin system activation is inversely correlated with functional
parameters (measured by echocardiography) that characterize PAH development.

We state that all authors have contributed significantly to the work. All authors
have read the manuscript and agree to its publication. The authors declare that there
are no conflicts of interest.

We would like to highlight that the manuscript is original and has not been
published elsewhere, nor is it currently under consideration for publication elsewhere.

Thank you for considering our manuscript for publication in this journal.
Looking forward to hearing from you soon.

With best regards,

Dr. Adriane Bell6-Klein

Physiology Department — ICBS - UFRGS

Rua Sarmento Leite, 500. CEP: 90050-170 — Porto Alegre — RS - Brazil
Email: belklein@ufrgs.br

Telephone: +55 (51) 3308-3621 Fax: 552151 33083656
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6.2 CAPITULO 2

Titulo do artigo 2: The progression of pulmonary arterial hypertension induced by
monocrotaline is characterized by lung nitrosative and oxidative stress, and impaired
pulmonary artery reactivity.

Revista: European Journal of Pharmacology
Data de aceite: outubro de 2020

Disponivel em: 10.1016/j.ejphar.2020.173699
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6.3 CAPITULO 3

Titulo do artigo 3: Role of inflammation, oxidative stress, and autonomic nervous system
activation during the development of right and left cardiac remodeling in experimental
pulmonary arterial hypertension.

Revista: Molecular and Cellular Biochemistry
Data de aceite: novembro de 2019

Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s11010-019-03652-2
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7 DISCUSSAO

A relevancia desta tese encontra-se no fato de termos realizado uma analise temporal
da hipertensdo arterial pulmonar (HAP) e da insuficiéncia cardiaca direita (ICD) induzida por
monocrotalina (MCT), associando altera¢cdes no pulméo, artéria pulmonar, ventriculo direito
(VD) e ventriculo esquerdo (VE). Apesar de alguns desses parametros ja terem sido
relacionados com a doenca, nosso estudo mostrou essas mudancgas em diferentes estagios, a
fim de caracterizar as alteragcOes presentes nos diferentes tecidos e servir, posteriormente,

como base na escolha de alvos terapéuticos e na janela de aplicabilidade desses tratamentos.

Uma discussao conclusiva sera apresentada a seguir, conforme a ordem de eventos da
doenca. Deste modo, procuraremos abordar de forma mais abrangente o conjunto de
resultados obtidos, visando, no entanto, manter uma linha de raciocinio que favoreca a

compreensdo de nossos dados.

7.1 MODELO DE MCT COMO INDUTOR DA HAP E ICD

Atualmente, o modelo de MCT é considerado o mais usado para a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na HAP, bem como na busca por novos alvos terapéuticos. Isso se
deve, principalmente, ao seu facil manuseio, baixo custo e alta similaridade de alteracGes
pulmonares e cardiacas encontradas em pacientes (NAEIJE; DEWACHTER, 2007). Sabe-se
que o dano gerado pela MCT é dependente de fatores como dose, tempo de avaliagdo e
espeécie utilizada, uma vez que sua toxicidade é causada pelo subproduto produzido durante o
seu metabolismo hepatico. Neste estudo, optamos pela administracdo de dose Unica de MCT
de 60 mg/kg i.p. em ratos, uma vez que estad bem estabelecida na literatura por promover HAP
e ICD (CAl et al., 2019; COLOMBO et al., 2013; FARAHMAND; HILL; SINGAL, 2004;
OKUMURA et al., 2015).

A Tabela 3 resume os principais achados que demonstram a instalacdo do modelo de
HAP induzida por MCT.
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Tabela 3. Instalacdo da HAP induzida pelo modelo de MCT

Parametros MCT 1 semana MCT 2 semanas MCT 3 semanas sl;/lrr?aE:s
Aspectos gerais
Taxa de mortalidade 0% 0% 0% 100%
Ganho de peso corporal Né&o alterou Reduziu Reduziu -
Ingestdo alimentar Né&o alterou Reduziu Reduziu -
Sinais da HAP Ausente Presente Presente -

Anélises Morfométricas

Hipertrofia cardiaca Ausente Presente Presente -

Hipertrofia VD Ausente Presente Presente -
Congestdo Pulmonar Ausente Ausente Presente -
Congestao Hepatica Ausente Ausente Presente -

Analises Hemodinamicas

mPAP N3o alterou Aumentou Aumentou -

Presséao Sistélica do VD Nao alterou Aumentou Aumentou -

Pressdo Diastélica do VD Nao alterou Nao alterou Aumentou -

Derivadas de contratilidade e N3o alterou Nao alterou Aumentou -
relaxamento do VD

Pressdo Sistélica do VE Nao alterou Nao alterou Nao alterou -
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Continuacao da tabela 3. Instalacdo da HAP induzida pelo modelo de MCT

Parametros MCT 1 semana MCT 2 semanas MCT 3 semanas MCT 4

semanas
Pressdo Diastolica do VE N&o alterou N&o alterou N&o alterou -
Derivadas de contratilidade e Néo alterou Néo alterou Néo alterou -

relaxamento do VE
Anélises Ecocardiograficas
Razdo AT/ET Né&o alterou Né&o alterou Reduziu -
Funcéo sistolica (TAPSE) no VD N&o alterou N&o alterou Reduziu -
Funcéo diastolica (E/A) no VD N&o alterou N&o alterou Reduziu -
Diametro S'StOI\'fB ¢ diastolico do Ndo alterou Ndo alterou Aumentou -
Parametros de funcdo sistolica do « < «
VE (FAC ¢ EF) N&o alterou N&o alterou N&o alterou -
Diametro S'StOI\'fg e diastolico do N&o alterou N&o alterou N&o alterou -
Anélise histolégica do VD e VE

Colageno VD Na&o alterou Na&o alterou Aumentou -
Colageno VE Né&o alterou Né&o alterou Né&o alterou -
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Uma das principais caracteristicas do modelo de MCT ¢ a alta severidade e altas taxas
de mortalidade. Inicialmente, haviamos planejado realizar a anélise temporal por um periodo
de quatro semanas. No entanto, devido a alta mortalidade ndo obtivemos nenhum animal vivo
até esse periodo, o que inviabilizou a analise nesse tempo de estudo. Nosso resultado
corrobora outros relatos da literatura que, utilizando a mesma dose de MCT, encontraram
100% de mortalidade ap6s quatro e cinco semanas de indu¢do com MCT (SOUZA-RABBO
et al., 2008; UMAR et al., 2011). Doses mais baixas (40 mg/kg) e mais altas (80mg/kg)
também ja foram utilizadas, evidenciando taxas de sobrevida de 55% nos animais que
receberam dose baixa de MCT apds quatro semanas (ZHUANG et al., 2018), enquanto as
doses mais elevadas promoveram 100% de mortalidade nos animais dentro de oito dias
(TAKAHASHI et al., 1996). Assim como esse modelo experimental, a HAP em humanos
apresenta grande severidade e rapida progressdo, sendo que, se ndo tratada, a expectativa de
vida acaba sendo inferior a trés anos (RICH; BRUNDAGE, 1987). No entanto, 0 uso de
modelos experimentais permitiram a descoberta e a utilizagdo de tratamentos que
aprimoraram a expectativa de vida desses pacientes (LAU et al., 2017), evidenciando a

importancia de estudos experimentais.

Foi observado, nesta tese, que a administracdo de MCT ndo induziu nenhuma
alteracdo na primeira semana do protocolo experimental, em relacdo a aspectos gerais,
morfométricos, hemodinamicos e ecocardiograficos (Tabela 3). No entanto, inGmeras
alteracbes foram encontradas nos grupos que receberam MCT ap6s duas e trés semanas do

protocolo experimental, como descrito a seguir.

Sabe-se que a administracdo de MCT promove reducdo no ganho de peso corporal.
Nesta tese, evidenciamos que o ganho de peso corporal dos animais dos grupos MCT 2 e 3
semanas reduziu em relacdo aos seus grupos controles. Isso se deve, provavelmente, a soma
de fatores envolvendo aumento de toxicidade gerada pelo metabolismo hepatico (fases
iniciais), prejuizo na capacidade ventilatoria (fases mais avancadas) e alteragdes nas funcdes
absortivas. Outros estudos também evidenciaram reducdo do peso corporal dos animais que
receberam MCT (OKUMURA et al., 2015; SILVA et al., 2019; STEFFEN; LEES; BOOTH,
2008). Podemos inferir, ainda, que esse menor ganho de peso corporal observado possa estar
relacionado com a menor ingestdo alimentar, que foi encontrada nos animais que receberam
MCT na segunda e terceira semanas do protocolo experimental. Dessa forma, notamos que 0s

animais doentes se alimentaram menos do que 0s seus respectivos controles, o que pode ser
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explicado pela progressdo e agravamento da doenga, limitando seus movimentos e,
consequentemente, a busca pela comida. Por mais que nenhuma anélise quantitativa tenha
sido realizada, observacdes didrias foram suficientes para notarmos a menor movimentacao
dos animais MCT dentro das caixas. Um estudo evidenciou reducdo do consumo de racdo no
periodo entre 0 10° e 0 14° dia (MARUYAMA et al., 1997), enquanto outro estudo notou essa
reducdo entre a 4° e a 6° semana apds a administracdo da MCT (LEINEWEBER;
SEYFARTH; BRODDE, 2000). Parece que todos esses fatores associados ao maior gasto
energético, através da respiracédo rapida e do esforco respiratorio, contribuiram para 0 menor
ganho de peso nos animais dos grupos MCT duas e trés semanas. Dessa forma, sabendo que a
menor ingestdo alimentar e 0 menor ganho de peso corporal sdo caracteristicas importantes
gue determinam os primeiros sinais da presenca de doenca respiratoria, acreditamos que isso

reflita o desenvolvimento de HAP nesses animais.

Reforcando a ideia de instalacdo da HAP, observamos a presenca de sinais classicos
induzidos pela administracdo de MCT, incluindo dispneia, mudanca na coloracgdo e arranjo da
pelagem, letargia, cianose e ascite. Essas alteracbes foram se tornando constantes,
principalmente a partir da segunda semana do protocolo experimental e se agravando

conforme a progressdo do mesmo.

Outro fator que reforca o desenvolvimento de HAP foi o aumento da mPAP e da
pressdo sistélica do VD. Neste estudo, o aumento da mPAP (>20 mmHg) foi acompanhado
pelo aumento da presséo sistélica do VD nos animais com HAP em duas e trés semanas de
inducdo com MCT, sugerindo que para 0 mesmo volume de ejecdo foi necessaria uma forca
contratil muito maior devido ao aumento na PVR e da pds-carga. Atualmente, a determinacéo
da mPAP por cateterismo do VD é considerada o padrdo ouro para o diagnéstico da HAP e,
segundo o ultimo Simpdsio Mundial de HP, pessoas que apresentem mPAP acima de 20
mmHg sdo diagnosticadas com a doenca (SAHAY, 2019; SIMONNEAU et al.,, 2019).
Associado a isso, foi observada reducdo da razdo AT/ET, mensurada na artéria pulmonar, nos
animais MCT trés semanas. A razdo AT/ET corresponde a uma medida ecocardiogréafica
muito importante, pois representa a razéo entre o tempo de aceleracdo pelo tempo de ejecédo
na artéria pulmonar e é relacionada indireta e inversamente com a PVR. Com a redugéo
observada nos animais apés trés semanas da indugdo com MCT, sugere-se que a PVR foi
bastante elevada neste periodo, contribuindo para o aumento exacerbado na pds-carga dessa

camara cardiaca.
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Associado ao aumento da mPAP e da pressao sistolica do VD, o desenvolvimento de
HAP induziu aumento na pressdo diastdlica e nas derivadas de pressdo (contratilidade e
relaxamento) do VD na terceira semana do protocolo experimental, sugerindo um aumento
também da pré-carga para esse ventriculo, nesse estagio da doenca. Nosso estudo corrobora
parcialmente o estudo de Farahmand e colaboradores, uma vez que esses autores
evidenciaram aumento da pressdo sistolica e diastolica no VD na segunda semana do
protocolo experimental (FARAHMAND; HILL; SINGAL, 2004). Um estudo mais recente,
porém, evidenciou aumento da pressdo sistdlica, sem alteracdo da pressdo diastdlica na
segunda semana do modelo (BRUCE et al., 2015), sendo este 0 mesmo padréo de alteracdes
encontrado no nosso estudo. Enquanto isso, no VE, ndo foi observada nenhuma alteragéo nas
suas pressdes ventriculares em nenhum dos tempos de anélise. Percebe-se, assim, que essas
alteracdes funcionais do VD reforcam a tentativa desta camara cardiaca de combater a

sobrecarga de presséo e manter sua funcao de bomba adequada.

Em situacGes normais, VD e VE geralmente comecam a se desenvolver com 3,5 mm
de espessura de parede no pré-natal, mas devido as diferentes funcdes, a espessura do VE
(11mm) é quase trés vezes maior do que a do VD (4mm) (RYAN; ARCHER, 2014). No
entanto, a fim de acomodar o aumento cronico da PVR e da mPAP induzido pela doenca,
notou-se que VD e VE tiveram seus tamanhos alterados. A administracdo de MCT induziu
HVD apos duas e trés semanas e aumento da area dos cardiomiocitos apos trés semanas. Esse
resultado, que corresponde inicialmente a uma transformacéo adaptativa no VD desencadeada
pela sobrecarga de pressdo, reforca o efeito direto e precoce da HAP no lado direito do
coracdo. Nosso estudo corrobora outros relatos da literatura que evidenciaram HVD ap0s
duas, trés, quatro e seis semanas da inducdo com MCT (FARAHMAND; HILL; SINGAL,
2004; MATORI et al., 2012). No entanto, mesmo que ndo tenhamos avaliado nesta tese,
alguns estudos sugerem que o aumento do tamanho do cardiomidécito, ndo seja acompanhado
por um aumento proporcional do nimero de capilares (COLOMBO et al., 2013; ZELT et al.,
2019). Nesse caso, com o aumento dos cardiomidcitos do VD no nosso estudo, acreditamos
que esse fato possa estar contribuindo para o prejuizo no suprimento de oxigénio e nutrientes
para o coracdo hipertrofiado, colaborando para o desenvolvimento de ICD. Em contrapartida,
no VE a MCT induziu reducdo da area dos cardiomidcitos apenas apos trés semanas, sem

afetar o tamanho total desta cdmara cardiaca.
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Além das alteracBes pressoricas e estruturais, o desenvolvimento de HAP promoveu
prejuizo sistdlico e diastolico avaliado por ecocardiografia. A andlise ecocardiografica
constitui em um método nao invasivo de monitoramento da progressdo da HAP e seu efeito
na funcdo e estrutura do VD (PORTNOY; RUDSKI, 2015; RUDSKI et al., 2010). A partir de
estudos da década de 50, houve a identificagdo do principal eixo de encurtamento das fibras
musculares no VD, que se caracterizou principalmente pela aproximacdo no sentido
longitudinal, ou seja, 0 movimento do apice em direcdo a base do coracdo. Uma maneira de se
estimar clinicamente a contratilidade longitudinal é através da avaliagdo do padrdo de
movimentacdo da valva tricispide (TAPSE). Neste estudo, encontrou-se que o0
desenvolvimento de HAP promoveu reducdo da TAPSE na terceira semana para valores
associados com a disfuncdo cardiaca e com o baixo prognoéstico de sobrevida. Isso porgue
valores de TAPSE > 0,20 cm sdo considerados normais (FORFIA et al., 2006), enquanto que
valores inferiores a 0,18 cm apresentam boa acuracia para a deteccdo de disfuncdo de VD e
sdo marcadores de mal progndstico. Além do prejuizo na funcdo sistolica, os dados
ecocardiograficos revelaram a presenca de disfuncdo diastdlica, através da reducdo da razdo
entre o tempo de enchimento rapido e lento do VD (razdo E/A) e o aumento dos diametros
sistolicos e diastolicos do VD, na terceira semana ap6s inducdo com MCT. Essas alteracbes
associadas ao aumento da pressdo diastélica do VD sugerem a presenca de dilatacdo dessa
camara cardiaca nos estagios avancados da doenca. Isso significa que o aumento da pds-carga
ao VD, decorrente do aumento da PVR e da mPAP, resultam em maior volume residual e
desencadeam aumento da pré-carga, promovendo aumento do raio interno dessa camara. Tudo

isso levou a um ciclo vicioso que parece resultar em ICD.

Ainda, para estimar a funcdo miocardica, foi mensurado o indice de performance do
miocardio (MPI) (KAKOUROS et al., 2011). Foi encontrado que a HAP induzida por MCT
promoveu, apos trés semanas de indugdo, aumento desse indice, sugerindo que o esfor¢o que
0 miocardio exerceu para manter sua funcdo de bomba estava aumentado nesses animais. Em
um estudo de 2011, foi observada correlagdo positiva entre a PVR promovida pela HAP e o
esforgo do miocardio (LEICHSENRING-SILVA et al., 2011). Acredita-se que, de fato, com o
aumento da PVR e da pds-carga observada nos animais, o coragdo tenha que aumentar seu
esforco para manter a sua funcdo e que alvos terapéuticos que visem a atenuacdo desse
parametro podem ser benéficos no controle da progressdo do remodelamento patolégico do
VD.
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Enquanto isso, no VE néo foram observadas diferengas significativas entre os distintos
grupos experimentais nos parametros ecocardiogréficos avaliados, incluindo fracdo de ejecéao
(EF), mudanca da area fracional (FAC) e didametros na sistole e na diastole, sugerindo assim
que o VE tenha sofrido pouca ou nenhuma sobrecarga de pressdo nos tempos avaliados. Os
dados desta tese corroboram outro estudo do nosso laboratério que evidenciou que as
alteracbes cardiacas do VE apareceram apenas em estadgios mais avancados da doenga
(LEICHSENRING-SILVA et al., 2011). Um estudo recente evidenciou gque a inducdo com
MCT, em dose inferior a que foi utilizada neste trabalho, ndo alterou a EF do VE mesmo apds
periodos prolongados, como em quatro e seis semanas de protocolo experimental (WANG et
al., 2019b).

Pelos dados morfométricos e funcionais ficou claro que a HVD encontrada na segunda
semana, corresponde a um mecanismo compensatorio inicial para o aumento da PVR e da
pos-carga. Acredita-se que a HVD, seja adaptativa, uma vez que ndo foram evidenciados
prejuizos na funcdo sistdlica e diastdlica, assim como ndo foi encontrada fibrose no tecido
cardiaco. Sabe-se que alguns pacientes apresentam HVD adaptativa e permanecem
clinicamente estaveis com o débito cardiaco normal por décadas, enquanto outros, mesmo
com elevacgdes similares nas pressdes e na HVD, apresentam desenvolvimento de HVD mal
adaptativa e rapidamente entram em estado de ICD descompensada (RICH et al., 2010).
Acredita-se que os animais que receberam MCT, tenham desenvolvido HVD mal adaptativa
apos trés semanas, uma vez que a mesma nao foi eficaz na manutencéo e adaptacéo da funcéo
de bomba desse ventriculo em resposta as altas pressdes, pois foi encontrada disfuncédo
sistdlica e diastolica nessa janela temporal. Sabe-se ainda que a presenca de fibrose enrijece o
tecido cardiaco e prejudica sua funcdo de bomba. Nesta tese, foi observado aumento na
deposicdo de colageno na terceira semana, no VD, sugerindo que 0 aumento da pds-carga
cronica induziu a substituicdo de cardiomidcitos por tecido fibroso, contribuindo para a
disfuncdo cardiaca contratil. A HVD mal adaptativa normalmente é associada com a
deposicdo de colageno e fibrose tecidual, onde ha reducédo na capacidade de exercicio e no
débito cardiaco (CAMPIAN et al., 2010; RYAN et al., 2015; VONK-NOORDEGRAAF et
al., 2013). E com todas as altera¢cBes funcionais e morfometricas, encontradas no tecido
cardiaco direito, acredita-se que 0 mesmo se encontre em uma fase descompensada de ICD, o

que possivelmente explica a alta mortalidade encontrada nos animais ap0s quatro semanas.
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A presenca de congestdo pulmonar e hepéatica nos animais do grupo MCT trés
semanas reforca o estigio de ICD descompensada. Congestdo pulmonar foi observada em
estudos prévios apds trés semanas de administracdo com MCT (DOS SANTOS LACERDA et
al., 2017; LIMA-SEOLIN et al., 2017; SOUZA-RABBO et al., 2008), provavelmente como
resultado do espessamento interalveolar, aumento da filtragdo capilar e ainda, do processo
inflamatorio. Em relacdo a congestdo hepética, os dados encontrados nesta tese corroboram
outros estudos (DOS SANTOS LACERDA et al., 2017; FARAHMAND; HILL; SINGAL,
2004). Em conjunto, todas essas alteracdes induzidas pela administracdo de MCT (gerais,
morfométricas, hemodindmicas e ecocardiograficas) reforcam a instalacdo da HAP e ICD e
caracterizam essa doenca com rapida progressdo e alta severidade. Importante destacar que,
os tratamentos atuais da HAP ndo promovem atenuacdo das altera¢fes no tecido cardiaco.
Dessa forma, mesmo que nosso estudo ndo tenha utilizado nenhum tratamento, acreditamos
que ele ira contribuir para a comunidade cientifica, uma vez que caracterizou as alteraces

cardiacas encontradas em diferentes estagios da HAP induzida por MCT.

7.2 ALTERACOES INDUZIDAS PELA ADMINISTRACAO DE MCT NO LEITO
PULMONAR:

Ainda ndo estdo totalmente estabelecidos os mecanismos envolvidos na génese e
progressao da HAP. A literatura atual se concentra na analise da doenca em estagio avancado.
Dessa forma, através desta tese, buscamos também caracterizar as alteragdes pulmonares ao
longo da progressdo da doenca (Tabela 4), a fim de melhorar a compreensdo sobre os

diferentes fatores envolvidos nesta patologia.
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Tabela 4. Alteragdes pulmonares induzidas pela administracédo de MCT

Parametros MCT 1 semana MCT 2 semanas MCT 3 semanas
Parametros histologicos
Extensdo de dano Aumentou Nao alterou Nao alterou
Neutréfilos Nao alterou N&ao alterou Nao alterou
Linfécitos Ndo alterou Ndo alterou Nao alterou
Deposicéo de colageno Né&o alterou Né&o alterou Aumentou
Espessur:]aég?acamada Néao alterou Néao alterou Aumentou

Nitrotirosina

Leve-acentuada

Leve-moderada

Leve-acentuada

Analises Bioquimicas
Atividade NADPH Aumentou N&o alterou N&o alterou
Concentragdo ROS Aumentou N&o alterou Aumentou
Atividade SOD Aumentou N&o alterou Aumentou
Atividade CAT N&o alterou Reduziu N&o alterou
Atividade GPx N&o alterou N&o alterou N&o alterou
Sulfidrilas N&o alterou N&o alterou Reduziu

TBARS N&o alterou Né&o alterou Aumentou
Atividade TrxR Aumentou N&o alterou Aumentou
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Continuacéo da tabela 4. Alterac6es pulmonares induzidas pela administracdo de MCT

Parametros MCT 1semana | MCT 2 semanas MCT 3 semanas
Atividade GR Reduziu N&o alterou N&o alterou
Atividade NOS N&o alterou Aumentou Aumentou
Atividade elastase N&o alterou N&o alterou Reduziu
Atividade colagenase N&o alterou N&o alterou Reduziu
Anélises Moleculares
Expresséo da XO N&o alterou N&o alterou N&o alterou
Expressdo SOD-2 Né&o alterou Reduziu Aumentou
Expressdo Trx-1 Aumentou Reduziu Reduziu
Expressdo VDUP-1 Aumentou Aumentou Aumentou
Expressdo Nrf2 Né&o alterou Reduziu Reduziu
Razdo Akt N&o alterou Aumentou Aumentou
Razéo JNK e p38 N&o alteraram N&o alteraram N&o alteraram
Expressao Caspase 3 Né&o alterou Aumentou Né&o alterou
clivada
Expressdo NF-«xf65 N&o alterou Aumentou Aumentou
Expressdo HSP70 N&o alterou Reduziu Reduziu
Expressdo eNOS Aumentou Né&o alterou Reduziu
Razdo ETAR/ETBR N&o alterou N&o alterou Aumentou
Reatividade vascular da artéria pulmonar
Resposta a Ach N&o alterou Reduziu Reduziu
Resposta a Phe Né&o alterou Reduziu em N&o alterou
algumas doses

Sabe-se que uma das principais caracteristicas da HAP é o espessamento da tdnica
média dos vasos pulmonares. Essas mudangas morfoldgicas correspondem & marca registrada
da doenca, tanto em humanos quanto em animais, sendo responsaveis pelo aumento da PVR e
desenvolvimento de ICD ( LAl et al., 2014; LAU et al., 2017; SILVA et al., 2019; YAN et al.,
2019). A presenca de espessamento acentuado da camada media encontrada nesta tese, na
terceira semana, reforca a presenca de um remodelamento vascular pulmonar obstrutivo e a
instalacdo da HAP. Acreditamos que esse remodelamento seja resultante das alteragdes
bioquimicas e moleculares encontradas nesses animais, uma vez que se sabe que esses fatores

induzem a proliferacdo e o remodelamento vascular pulmonar. Além do mais, nosso achado
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corrobora a literatura atual, onde foi evidenciado aumento da espessura da camada média em
estagios tardios da HAP (CHRISTOU et al., 2012; SHI et al., 2018).

Um dos mecanismos envolvidos no remodelamento vascular pulmonar que ocorre na
HAP é a disfuncdo endotelial. Tanto modelos animais quanto pacientes com HAP apresentam
disfuncdo endotelial (FUJI et al., 2016; GIAID; SALEH, 1995; LAI et al., 2014; MORRELL
et al.,, 2009), que implica em um desequilibrio na producdo, pelas células endoteliais, de
vasodilatadores e vasoconstritores, ativadores e inibidores da proliferacdo e migracdo de
células de musculo liso vascular, mediadores pré-trombéticos e anti-trombdticos e sinais anti-
inflamatdrios e pré-inflamatérios (MORRELL et al., 2009). Os principais vasomediadores

dependentes do endotélio correspondem a ET-1 e ao NO.

Neste estudo, encontramos que a administracdo de MCT induziu, no parénquima
pulmonar, aumento na razdo ETAR/ETBR na segunda e na terceira semana de doenca. O
aumento nessa razao sugere gque esses animais apresentam maiores niveis de ET-1, e que
devido a maior expressdo do ETAR, culminem na acentuacao da proliferacdo e da constricdo
vascular, contribuindo para o remodelamento vascular pulmonar e aumento da PVR.
Enquanto que, em modelos experimentais, 0 aumento nos niveis de ET-1 foi relacionado com
a patologia da HAP (MIYAUCHI et al., 1993), estudos clinicos apresentaram correlacdes
entre os altos niveis de ET-1 com aumento da PVR, alteracdes estruturais nos vasos
pulmonares e, ainda, com a sobrevida dos pacientes (GIAID et al., 1993; PARIKH et al.,
2016; STEWART et al., 1991; VIZZA et al., 2013). Pacientes com HAP idiopatica ou HAP
hereditaria apresentaram reducdo do ETBR, reforcando um papel vasoconstritor e
proliferativo da ET-1 (YU et al., 2013). Acredita-se que esses maiores niveis de ET-1 ndo
sejam apenas uma consequéncia do aumento da sua sintese, mas também da redugdo da sua
depuracdo. Além disso, alteragbes nos receptores da ET-1 também ja foram descritas no
modelo de MCT, incluindo aumento da ativagdo de ETAR (CHANG et al., 2018; DE LIMA-
SEOLIN et al., 2018) e reducdo da ativacdo do ETBR (DAVIE et al., 2002; DE LIMA-
SEOLIN et al., 2018) apés 3 semanas de inducdo com MCT. No entanto, é importante
ressaltar que esses estudos apresentam essas alteragdes em momentos avangados da doenca,

reforgando a relevancia do nosso estudo através de uma analise temporal e progressiva.

Relacionado a esse desequilibrio no metabolismo da ET-1, a reducdo da
disponibilidade de NO, tanto em humanos quanto em modelos animais, esta relacionada com
uma menor resposta vasodilatadora e é encarada como uma das principais alteracdes
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patologicas da HAP (OZTURK; UMA, 2010). Acredita-se que, em situacBes fisiologicas
normais, 0 NO é incessantemente produzido, indicando uma taxa equilibrada entre producéo e
consumo ou eliminacdo. No nosso estudo, foi encontrado aumento da expressdo da eNOS na
primeira semana e reducao da sua expressdo na terceira semana apés a inducdo com MCT. A
literatura ainda ndo apresenta um consenso sobre os niveis da eNOS na HAP, uma vez que é
possivel encontrar aumento, diminuicdo ou auséncia de modificacdo desses niveis (GIAID;
SALEH, 1995; MASON et al., 1998; ZHAO et al., 2009; ZIMMER et al., 2017), o que
dificulta a discussdo do nosso resultado. Avaliamos também a atividade da NOS, que
corresponde a andlise da atividade das trés isoformas dessa enzima (eNOS, iNOS e nNOS).
Neste estudo, encontramos aumento da atividade da NOS no tecido pulmonar ap6s duas e trés
semanas de inducdo com MCT. Esses resultados sugerem duas linhas de pensamento;
primeiro que ha producdo constante de NO, inicialmente pela eNOS e, posteriormente, pelas
demais isoformas da NOS; segundo, que o aumento da expressdo da eNOS e da atividade da
NOS ndo significa de fato que estas estejam produzindo NO, uma vez que é possivel que
essas enzimas se encontrem em seus estados desacoplados, onde ha liberacdo simultanea de
anion superdxido e NO. Além disso, é possivel que o aumento da atividade da NOS resulte do
aumento da isoforma iNOS, que é ativada em condicGes inflamatdrias e difere das demais
isoformas pela alta producdo de NO, resultando na sua atividade citotdxica que envolve a
formacdo de ONOO'". Ainda, € possivel que a maior ativacdo do receptor ETAR da ET-1
medeie o desequilibrio no metabolismo do NO, uma vez que este promove estimulacdo da
producdo de ROS, consumo oxidativo do NO (através da interagdo com o anion superdxido),
efeito inibidor direto na eNOS e regulagéo positiva da expressao da iNOS (WEDGWOOD et
al., 2001). E possivel, também, que a menor ativacdo do ETBR contribua para reducio de NO
uma vez que h& menor indugdo da formacdo de NO pela eNOS exercida por esse receptor
(LING et al., 2004; SILVIO GUTKIND, 1998).

Por termos encontrado alteracdo na expressédo da eNOS e na atividade da NOS e
sabendo que o NO pode interagir com o anion superoxido e induzir a formacédo de ONOO,
investigamos diferentes fontes de ROS, incluindo a atividade de NADPH oxidase e a
expressdo da xantina oxidase (XO). Encontramos que, no tecido pulmonar, a NADPH oxidase
parece ser responsavel pela elevacdo nos niveis de anion superoxido encontrados na primeira
semana ap6s a inducdo com MCT, uma vez que nenhuma alteracdo foi observada na

expressao da XO. Associado a isso, maior expressdo de eNOS também foi encontrada na
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primeira semana, sugerindo assim, maior interacdo entre o anion superoxido e NO, formado

nesse periodo.

Para confirmarmos essa teoria, avaliamos a marcagdo indireta de ONOO™ usando o
anticorpo da nitrotirosina, o qual, quando induz coloracdo marrom na lamina em estudo,
reflete a presenca de ONOO". Neste estudo, evidenciamos marcacdo leve a acentuada na
primeira semana, leve & moderada na segunda semana e, leve a acentuada na terceira semana
apos a indugdo com MCT, inferindo assim, maior formagdo de ONOO™ nas fases iniciais e
avancadas da doenca. Niveis elevados de ONOO™ foram encontrados tanto em modelos
experimentais (KAMEZAKI et al., 2008), quanto em estudos clinicos com pacientes com
HAP severa (BOWERS et al., 2004; ZHAO et al., 2009). Esses estudos apresentam apenas
um estagio da doenca (grave), mas dados desta tese reforcam a importancia de alteracGes
precoces do estresse nitrosativo na doenca. Além disso, sabe-se que 0 ONOO™ é capaz de
promover a deplecdo de cofatores para sintese do NO, como 0 BHy, inibir a eNOS (PALL,
2007; WEDGWOOD et al., 2001) e, com isso gerar um ciclo vicioso que resulta na formacao
de mais ONOO'. Esses efeitos do ONOO™ podem ter ocorrido, uma vez que foi observada
maior formacdo de ONOO™ nesses estagios e reducdo da expressdo da eNOS na terceira

Semana.

O aumento de fontes de espécies reativas € corroborado pelo aumento observado na
concentracdo de ROS totais na primeira e na terceira semana do protocolo experimental no

parénquima pulmonar dos animais doentes, neste estudo.

Para proteger contra o excesso de ROS/RNS, as células contam com importantes
sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos, que normalmente atuam
cooperativamente para evitar o estresse oxidativo (AGGARWAL et al., 2013). A primeira
linha de defesa celular contra &nion superoxido e formacéo de ONOO', corresponde a enzima
superdxido dismutase (SOD), que remove 0 anion superéxido por conversao em peréxido de
hidrogénio (H,0O,), que por sua vez, pode ser removido pela catalase (CAT), pela glutationa

peroxidase (GPx) ou outras peroxidases.

Neste estudo, evidenciamos que a administragdo de MCT promoveu aumento da
atividade da SOD na primeira e na terceira semana de protocolo experimental. Estudos
anteriores apoiam a ideia de que a SOD aumenta a biodisponibilidade de NO por eliminar o

anion superoxido, resultando em um prolongamento de seu efeito benéfico. Acreditamos que
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essa alta atividade da enzima corresponda a uma tentativa de minimizar a formagéo de anion
superdxido, através do aumento da atividade da eNOS e NADPH oxidase na primeira semana,
e do aumento da atividade da NOS e formacao de ROS totais na terceira semana. 1sso porque
se sabe que niveis elevados de anion superéxido podem interferir na regulacdo do ténus
vascular mediada pelo NO, uma vez que este pode inibir a atividade do NO como
vasodilatador. Mesmo em situacéo fisioldgica, as mitocondrias correspondem a uma fonte de
ROS. Normalmente, a maioria dos elétrons que fluem através da cadeia respiratoria séo
reduzidos a agua; no entanto, alguns vazam dos complexos | e 11l e reagem com 0 oxigénio
para produzir &nion superoxido (LAI et al., 2014). Para contrabalancear essa produgdo, o
anion superéxido é convertido em H,O, pela superdxido dismutase mitocondrial (SOD2), e
por isso analisamos a expressdo molecular dessa enzima. Assim, durante a segunda semana do
protocolo experimental, com reducdo da expressdo da SOD2, € possivel que a administracéo
de MCT tenha induzido disfuncdo na cadeia transportadora de elétrons, induzindo aumento de
producdo de anion superdxido. Sabe-se que essa disfuncdo mitocondrial pode contribuir para
necrose e apoptose (WOLIN; AHMAD; GUPTE, 2005), além de contribuir para a troca do
metabolismo oxidativo para a glicélise anaerdbia e, dessa forma, culminar na vasoconstri¢ao
das células musculares lisas (GUIGNABERT et al., 2013). Dessa forma, na terceira semana, 0
aumento da expressdo da SOD2 induzido pela administragdo de MCT parece ser uma

tentativa adicional de evitar o estresse oxidativo celular.

Outra importante linha de defesa antioxidante analisada neste estudo foi a enzima
CAT. Neste estudo, a MCT induziu reducdo da sua atividade na segunda semana do protocolo
experimental. Essa reducdo pode ter ocorrido por dois motivos. Primeiro, que como foram
observados niveis elevados de ROS e na atividade de SOD na primeira semana, sugerindo
aumento de anion superoxido e formacao de H,O,, é possivel que a atividade da CAT tenha
sido elevada previamente ao momento de analise justamente para neutralizar seu substrato
(H20,). Segundo, sabendo que a CAT corresponde a uma enzima que contém grupamento
heme na sua estrutura, e que o NO tem efeito direto, através de uma ligacéo reversivel, em
proteinas que contém grupo heme (DEISSEROTH; DOUNCE, 1970; SCHENKEL et al.,
2012) é possivel que o NO tenha exercido uma modulacdo reversivel e inibitoria sobre a

CAT, na segunda semana do protocolo experimental.

Outra linha de defesa avaliada neste estudo foi a GPx. A inducdo com MCT néo
promoveu alteracdo na atividade dessa enzima antioxidante responsavel pela detoxificagdo de
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perdxidos organicos e inorganicos. Sabe-se que a atividade da GPx é dependente da glutationa
reduzida (GSH) que é oxidada e forma glutationa oxidada (GSSG), enquanto que os niveis de
GSH sdo mantidos pela atividade da glutationa redutase (GR), através da reducdo de GSSG
em GSH por meio da oxidacdo do NADPH proveniente do ciclo das pentoses. Como nao foi
observada alteracdo na atividade da GPx, é possivel que esse sistema se manteve em niveis
normais ao longo da progressdo da doenca. A literatura apresenta resultados controversos em
relacdo a atividade da GPx. Por exemplo, aumento (DE LIMA-SEOLIN et al., 2018b) e
reducdo (TURCK et al., 2020) da atividade de GPx foi encontrado em pulmé&o de ratos que
receberam MCT apds trés semanas, enquanto reducao foi evidenciada no tecido pulmonar de
pacientes com HAP e ICD (MASRI et al., 2008), dificultando a discussdo dos nossos

resultados.

Além disso, avaliamos as concentracdes de um antioxidante-ndo enzimético. Neste
estudo, encontramos reducdo no teor de sulfidrilas no parénquima pulmonar na terceira
semana do protocolo experimental em resposta a administracdo de MCT. Como explicacédo
para essa reducao, € possivel que o NO tenha sido nitrosilado (GOW et al., 2004), ou seja, se
ligado as sulfidrilas, processo este altamente reversivel envolvido na sinalizagdo celular.
Associado a isso, foi observado aumento do dano oxidativo a lipidios na terceira semana do
protocolo experimental nos animais que receberam MCT. Como os lipidios se encontram
principalmente nas membranas celulares, a presenca de dano oxidativo a lipidios induz
modificagdes nessas estruturas, que resulta em alteragdes na fluidez e na permeabilidade,
comprometendo assim, funcdes bioldgicas basicas. Nosso estudo corrobora outros achados na
literatura, uma vez que aumento de lipoperoxidacédo foi observado previamente em pulméo de
ratos expostos a MCT apos trés semanas (AHMED et al., 2014). Dessa forma, a reducdo de
sulfidrilas e de CAT pode ter contribuido para esse desequilibrio nos niveis de ROS/RNS,

induzindo dano oxidativo.

Sabe-se ainda que as alteragcbes nas concentragfes de ROS podem interferir na
ativacdo de vias de sinalizacdo envolvidas em processos fisioldgicos essenciais, incluindo
proliferacdo e morte celular. Além dos antioxidantes citados previamente, a tiorredoxina-1
(Trx-1) tem importante funcdo na manutencdo da homeostase redox celular, por promover a
interacdo de proteinas oxidadas com seu centro ativo redox. Além disso, junto com seu papel
como um eliminador de espécies reativas, a Trx-1 pode afetar diretamente algumas proteinas

de sinalizagdo intracelular, modulando cinases e fatores de transcricdo envolvidos no
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crescimento e na morte celular programada (CHEN et al., 2014; LEE; KIM; LEE, 2013;
MAHMOOD et al., 2013; YAMAWAKI; HAENDELER; BERK, 2003).

Neste estudo, acreditamos que 0 aumento da expressdo da Trx-1 e da atividade da
TrxR encontrados na primeira semana apos indu¢do com MCT, tenha sido uma resposta ao
aumento de ROS observado neste estagio inicial da doenca, como tentativa de converter Trx-1
oxidada para sua forma reduzida. Pode-se hipotetizar ainda que os maiores niveis de ROS
encontrados no presente estudo poderiam mediar uma indugdo do sistema Trx durante esse
estagio inicial da HAP, uma vez que o sistema da GSH esteve reduzido durante esse periodo.
Curiosamente, ap6s duas semanas da injecdo de MCT, foi encontrada reducdo na expressao de
Trx-1 e niveis normais na atividade da TrxR e da GR. A reducdo da expressdo da Trx-1 e o
aumento da atividade da TrxR pode ser resultado do aumento na concentragdo pulmonar de
ROS apds trés semanas. Outro fator que pode ter contribuido para a redugdo da expressao da
Trx-1 foi 0 aumento da expressdo do seu inibidor endégeno, VDUP-1, em todos os tempos
avaliados. Quando presente em altas concentragdes o VDUP-1 deixa as células mais
vulnerdveis a varios estresses, incluindo o estresse oxidativo e nitrosativo, o que pode refletir
nas alteracdes encontradas nesta tese. Associado a isso, é possivel que a redugdo da expressdo
do Nrf2 apds duas e trés semanas nos animais que receberam MCT tenha contribuido para a
reducdo da expressdo da Trx-1 e de outros antioxidantes nesses tempos, uma vez que se sabe
que este corresponde a um importante fator do controle da homeostase redox celular, através
da regulacdo da expressdo basal e induzivel de inimeros antioxidantes (CEBULA,
SCHMIDT; ARNER, 2015).

Sabe-se também que o desenvolvimento de HAP estd intimamente associado a
transducdo de vias de sinalizagdo como a da Akt, que corresponde a uma cinase anti-
apoptotica que € ativada por fosforilagdo e que tem papel central na proliferacdo celular,
ativacdo celular e angiogénese. Neste estudo, o desenvolvimento de HAP promoveu aumento
na ativacdo da Akt no tecido pulmonar na segunda e na terceira semana do protocolo
experimental, sugerindo um perfil proliferativo nesses animais. Estudos experimentais de
HAP demonstraram aumento na ativacdo da Akt tanto em modelo de MCT (RAVI et al.,
2013; SILVA et al., 2019; WANG et al., 2012), quanto em modelo de shunt da veia jugular e
artéria carotida (MA et al., 2017) e relacionaram com a proliferacdo e espessamento vascular
pulmonar, sendo que os diferentes tratamentos abordados, através da inibi¢do da via da Akt,
promoveram atenuacgdo da doenca. Nesta tese, um dos mecanismos que pode ter modulado a
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ativacdo da Akt pode ter sido o aumento de ET-1/ETAR. A ativacdo de ETAR pela ET-1
promoveu a migragdo e a invasdo de células de carcinoma hepatocelular via ativagéo das vias
de sinalizacdo envolvendo, entre outros, a Akt (CONG et al., 2016). Mesmo que esse
mecanismo tenha sido pouco explorado na HAP, sugerimos aqui que possa estar envolvido,
uma vez que foi encontrado aumento da expresséo do ETAR e da Akt ativada, principalmente
em fases avancadas da doencga. Além disso, a reducdo da Trx-1 e o aumento de ONOO
encontrados nesses animais, poderia ter resultado na menor ativacdo do inibidor da Akt, o
homologo de fosfatase e tensina, e, consequentemente, induzido ao aumento da ativacdo da

Akt aqui observado. No entanto, essa hipotese ndo foi testada.

Além de alterar vias pro-sobrevivéncia, a concentracdo de ROS também pode modular
cascatas apoptoticas (CIRCU; AW, 2010). Mesmo que tenhamos observado aumento na
concentracdo de ROS na primeira e na terceira semana, neste estudo, a administracdo de MCT
ndo promoveu alteracdes nas expressdes de JNK e p38 no tecido pulmonar. Sabe-se que JNK
e p38 sdo proteinas pertencentes a familia das proteinas cinases ativadas por mitdgeno,
responsaveis pela regulacdo da apoptose, que podem ser estimuladas na presenca de niveis
elevados de ROS e inibidas na presenca de Trx-1 e Akt ativada. Mesmo que neste estudo
tenhamos observado aumento de ROS na primeira e terceira semana do protocolo
experimental, é possivel que os baixos niveis de Trx-1 assim como, a alta ativacdo de Akt

tenham regulado a expressdo desses marcadores apoptéticos, mantendo seus niveis normais.

Associado a isso, sabe-se que a concentracdo de ROS também pode modular a
atividade das caspases (CIRCU; AW, 2010), que correspondem a um grupo de proteases
essenciais para o processo de apoptose. Neste estudo, avaliamos a expressdo da caspase-3,
conhecida por ser uma caspase efetora, ou seja, responsavel pela clivagem de substratos
proteicos da célula, resultando no processo apoptotico. Observamos aumento na expressao
desta caspase na segunda semana ap0s a inducdo com MCT, sem alteracdo nas demais janelas
temporais. Por mais que ndo tenhamos avaliado outros componentes dessa via, é possivel que
essa ativacdo tenha ocorrido em resposta ao maior estresse oxidativo intracelular.
Acreditamos que 0 aumento da expressdo da caspase-3 tenha gerado pouco efeito, uma vez
que foi observado, no mesmo periodo, aumento da ativacdo de Akt e do NF-kB65, fatores
conhecidos por sua potente acdo anti-apoptotica (ABBASPOUR BABAEI et al., 2017; LUO
et al., 2003), contribuindo assim para 0 aumento do espessamento da camada média na
terceira semana ap6s a indu¢do com MCT. No modelo de MCT, ap06s quatro semanas, foi
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encontrado aumento de Akt ativada, sem alteracdo de caspase 3 e aumento de Bcl-2 (SILVA
et al., 2019). Dessa forma, percebe-se que a HAP se caracteriza, principalmente, por
proliferacdo exacerbada de células, via ativacdo da Akt e resisténcia a apoptose, 0 que

contribui para o espessamento vascular pulmonar.

Outro mecanismo envolvido na fisiopatologia da HAP induzida pela MCT é a
presenca de inflamacdo. Por meio da analise histologica, foi mensurada a extenséo do dano ao
parénquima pulmonar. Através dessa andlise, foi observado que a MCT aumentou
significativamente o dano na primeira semana do protocolo experimental, refor¢ando o efeito
toxico direto dos metabolitos ativos da MCT no tecido pulmonar. Além disso, a fim de
caracterizar o perfil inflamatorio envolvido nessa patologia, quantificamos, via histologia,
dois tipos de células inflamatorias (neutrdfilos e linfocitos), nos diferentes grupos
experimentais. Por mais que a MCT pareceu induzir um aumento nessas células, nenhuma
diferenca significativa foi encontrada entre 0s grupos experimentais. Por isso acreditamos que
outras células podem estar participando desse processo. Caslin e colaboradores e Savai e
colaboradores reconheceram os mastocitos como importante grupo celular envolvidos nesses
achados estruturais na HAP (CASLIN et al., 1990; SAVAI et al., 2012).

Outra analise realizada neste estudo para verificar a presenca de inflamacdo foi por
meio da quantificacdo da expressdo do NF-kB p65. Neste estudo, a indugdo com MCT
promoveu aumento na ativacdo desse fator nuclear apds duas e trés semanas. Estudos sugerem
que a regulacéo positiva da via de sinalizagcdo do NF-«xp pode promover a proliferacdo celular
e 0 remodelamento vascular pulmonar na HAP (YAN et al., 2019). Como parte da via de
sinalizacdo do NF-xB, o NF-kf p65 esta tipicamente envolvido na resposta inflamatéria do
corpo. Dessa forma, é possivel que a ativacdo exacerbada de NF-xf p65 levou & indugéo de
INOS e de citocinas inflamatorias, uma vez que estudos tém apontado para uma conversa
cruzada entre esses fatores. Ainda, € sabido que a ET-1 gera ativacdo de NF-«kf p65, que, por
sua vez, leva a ativacdo de iINOS (CIANFROCCA et al., 2010), sugerindo, assim, um efeito
somatdrio desses diferentes mecanismos. Como nesse estudo evidenciamos aumento de NF-
kB p65 na segunda e na terceira semana, acreditamos que esse possa contribuir para o
aumento da atividade da NOS encontrada nesse mesmo periodo (e vice-versa), levando ao
aumento do dano e de formagdo de ONOQO". Na terceira semana, com 0 aumento de ET-1,
culminando no aumento de ONOO™ também pode haver estimulos para induzir o NF-kf3 p65.

Dessa forma, acreditamos que esses fatores estejam promovendo um ciclo vicioso que
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culmina em aumento de inflamac&o, reducdo de NO e progressao da doenga. Além disso, foi
encontrado que a reducdo de NF-kp p65 desencadeou atenuagdo da HAP induzida por MCT

(YAN et al., 2019), reforcando o papel central deste fator na progressao da doenca.

Estudos in vivo sugerem, ainda, uma interacdo inibitoria entre Nrf2 e NF-xf p65.
Enquanto em condi¢des normais essas vias interagem de forma complementar, parece que,
neste estudo, a estimulagdo do NF-kp p65 se destacou, uma vez que sua expressao foi
aumentada apés duas e trés semanas de indugdo com MCT. Essa interagdo negativa entre
esses dois fatores pode ser devida a competicdo de NF-kp p65 ativo com o Nrf2 no nucleo ou
pela modulacdo direta através da interacdo da regido N-terminal da subunidade NF-«xf p65
com Keapl, inibindo a atividade de Nrf2 (AHMED et al., 2017; YU et al., 2011). Além disso,
0 aumento do NF-«p p65 pode ter ocorrido em resposta ao menor efeito inibitorio da HSP70,
bem como devido ao aumento da ativacdo da Akt observada nesses animais.

Como possivel consequéncia dessas alteracdes, foi observado acimulo de tecido
conjuntivo fibroético no tecido pulmonar dos animais do grupo MCT 3 semanas, em relacdo ao
seu grupo controle. Nesse caso, essa fibrose € caracterizada pelo acimulo excessivo de
componentes da matriz extracelular, incluindo colagenos, fibronectina e acido hialurénico no
local da les&o do tecido. Acreditamos que o desenvolvimento de fibrose no tecido pulmonar
tenha contribuido para a reducdo da complacéncia pulmonar, reducdo nas trocas gasosas,
enrijecimento arterial pulmonar e, consequentemente para 0 aumento da mPAP. Essas
alteracdes pulmonares normalmente sdo associadas com sintomas comuns da HAP como a
dificuldade de respirar e fadiga. Aumento na sintese de colageno e elastina foi evidenciado em
estudos com modelos experimentais, incluindo MCT e hipdxia, enquanto que a fibrose
pulmonar foi encontrada apds 4 semanas de indu¢do com MCT (SHI et al., 2018), refor¢ando
ser uma alteracdo relacionada com estagios avancados da doenca, uma vez que nao
encontramos aumento nas fases iniciais. Além disso, estudos utilizando tratamentos com
respostas anti-fibroticas tém evidenciado atenuacdo da doenca e inferindo um papel central
para a fibrose nessa doenga (SHENOQY et al., 2010).

Sabe-se que em situa¢fes normais, a renovagdo metabolica do colageno e da elastina é
considerada baixa em animais adultos. Neste estudo, avaliamos a atividade das enzimas
colagenase e elastase para verificar o seu papel nesse processo. Ambas enzimas apresentaram
reducdo da sua atividade na terceira semana do protocolo experimental nos animais que

receberam MCT. Estudos avaliando a atividade elastolitica foram realizados em artérias
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pulmonares onde foi encontrado um papel central para o aumento da atividade elastolitica e
namero de quebras na lamina eléstica interna em fases precoces da doenca (dois e quatro dias
apos a inducdo com MCT, respectivamente), ou seja, previamente ao espessamento da
camada média dos vasos pulmonares. Ainda, o aumento da atividade elastolitica também foi
encontrado 28 dias apds a indugdo com MCT (TODOROVICH-HUNTER et al., 1992; ZHU
et al., 1994). Enquanto o aumento inicial pode estar relacionado ao inicio das alteracGes
vasculares pulmonares, a elevacdo nos estagios mais tardios pode refletir doenca
potencialmente irreversivel. Acreditamos que essa discrepancia entre 0s nossos resultados e
o0s estudos da literatura se devam aos diferentes tecidos utilizados, visto que em nosso estudo
utilizamos todo o homogeneizado pulmonar, diferente dos estudos anteriores citados que
utilizaram artérias pulmonares isoladas. Em relacdo a atividade da colagenase, a literatura
apresentou um artigo que mostrou que o contetdo de colageno e elastina aumentou nas
artérias pulmonares de ratos expostos a hipoxia, enquanto a atividade colagenolitica ndo se
alterou (POIANI et al.,1990). Acreditamos assim, que nesta tese, a menor atividade das
enzimas tenham contribuido para o acumulo de tecido conjuntivo encontrado no tecido

pulmonar desses animais.

Para determinar se a exposicdo a MCT e subsequente desenvolvimento de HAP
induziu alteracdes no relaxamento e contracdo dependentes do endotélio, verificamos a
resposta da artéria pulmonar & Ach e a Phe, utilizando o aparelho banho de 6rgdos. O
desenvolvimento de HAP promoveu reducdo do relaxamento induzido por Ach na artéria
pulmonar dos animais apds duas e trés semanas. Sabe-se que a Ach induz vasodilatacdo
através de um efeito indireto sobre as células endoteliais vasculares por liberar NO
(MONCADA; HIGGS, 2006). Estudos mostraram que modelos experimentais de HP,
incluindo MCT e hipoxia, promoveram redugdo do relaxamento vascular induzido por Ach
em estdgios avangados da doenca (3, 4 ou 5 semanas) (ABSI et al., 2019; CHRISTOU et al.,
2012; MAM et al., 2010; SHI et al., 2018; VARSHNEY et al., 2016). Um estudo avaliando o
efeito da MCT ap6s quatro semanas evidenciou que a mesma promoveu reducdo da
responsividade da artéria pulmonar a Ach quando comparado com 0s animais do grupo
controle (SHI et al., 2018). Porém, estudos avaliando as fases iniciais da doenca sdo escassos
e dificultam a discussdo. Encontramos dois estudos que avaliaram esses estagios da doenca,
mas que utilizaram doses maiores de MCT para inducdo da HAP. Enquanto o estudo de
Altiere e colaboradores avaliou a reatividade vascular apos 4, 7 e 14 dias de inducdo com
MCT (105mg/kg), o estudo de Fullerton e colaboradores avaliou a reatividade vascular apds
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2, 7 e 14 dias de indugdo com MCT (100 mg/kg). Ambos estudos, no entanto, encontraram
menor responsividade aos vasorelaxantes aplicados, incluindo Ach, apenas aos 14 dias
(ALTIERE; OLSON; GILLESPIE, 1986; FULLERTON; HAHN; MCINTYRE, 1996).
Percebe-se, assim, que, mesmo utilizando dose mais baixa de MCT, nosso achado apresenta a

mesma resposta em relagdo ao relaxamento induzido por Ach que estes estudos citados.

Acreditamos que o menor relaxamento induzido pela Ach, nos animais MCT, ap0s
duas e trés semanas, deva-se ao somatdrio dos seguintes fatores: presenca de estresse
oxidativo, disfuncdo endotelial (com diminuicdo da disponibilidade de NO), remodelamento
estrutural da parede vascular pulmonar e deposicdo de coladgeno. Estudos evidenciaram que o
remodelamento contribui para a menor resposta a vasodilatadores devido a troca do fenotipo
contrétil dessas células para um fendtipo sintético (CHRISTOU et al., 2012; MAM et al.,
2010). Esta possibilidade é apoiada por relatos de que a utilizacdo de diferentes vasoativos
(com diferentes mecanismos de acdo) proporcionou um prejuizo na resposta relaxante,
sugerindo que provavelmente ndo seja somente pela reducdo dos receptores de Ach ou
reducdo da atividade da NOS, porque, quando utilizado o nitroprussiato de sodio (doador de
NO), houve também reducdo do relaxamento nesses animais. Além disso, pode ser que haja
uma maior atividade da fosfodiesterase 5 ou ainda, reducdo da proteina quinase G. Outro
potente contribuinte para o remodelamento vascular, incluindo a proliferacdo das células
musculares lisas é a inflamacéo, que neste estudo esteve presente no parénquima pulmonar
dos animais que receberam MCT. Um estudo recente evidenciou que a reducdo da inflamacao
e, consequentemente do remodelamento vascular pulmonar em animais expostos a MCT, foi
um dos mecanismos envolvidos na melhora do relaxamento vascular (VARSHNEY et al.,
2016), reforgando o papel da inflamag&o na alteragdo da responsividade vascular. Ainda, a
producdo exacerbada de ROS e RNS também pode influenciar nessa menor responsividade
vascular, uma vez que essas espécies reativas interferem em processos de proliferagéo celular,
disfuncdo endotelial, inflamagdo e na deposicdo de coladgeno. Por mais que ndo tenhamos
realizado analises para confirmar a presenca de estresse oxidativo e disfuncdo endotelial na
artéria pulmonar, encontramos importante papel para esses mecanismos na progressao das
alteracbes pulmonares, sugerindo assim que algumas dessas alteracfes também possam estar

ocorrendo nos vasos pulmonares.

O relaxamento diminuido observado apos a instalacdo da HAP experimental pode
contribuir para a perda de eficicia do tratamento com vasodilatadores. Sabe-se que muitos
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pacientes acabam tornando-se resistentes e ndo respondem ao tratamento, possivelmente
devido ao remodelamento vascular pulmonar excessivo. Ainda, essas alteracbes podem ser
determinantes na regulacao local do tdnus vascular pulmonar e possivelmente para prevencéo
da formacdo de trombos. Assim, nosso estudo torna-se relevante, pois mostra as alteracdes
encontradas em estagios precoces, intermedidrios e avancados da doenga, auxiliando na
compreensdo dos mecanismos envolvidos e sugerindo janelas temporais para aplicacédo das

terapias.

Nesta tese, encontramos, ainda, reducdo na contratilidade vascular em resposta a
algumas concentracdes de fenilefrina nos animais MCT duas semanas. Sabe-se que a
fenilefrina € um vasoconstritor de acdo direta, através de segundos mensageiros, ativacdo da
fosfolipase C, aumento de inositol trifosfato e diacilglicerol, com consequente aumento de
calcio. Altiere e colaboradores evidenciaram um aprimoramento na contratilidade vascular
apos quatro dias da inducdo com MCT e uma significante reducdo na contratilidade,
principalmente em resposta a angiotensina-11, apds 14 dias (ALTIERE; OLSON; GILLESPIE,
1986). Quando procuramos trabalhos com a mesma dose de MCT aqui utilizada, estudos
mostraram que os modelos de MCT ou hipo6xia causaram uma reducdo significativa na
contracdo dependente da concentracdo de fenilefrina em anéis de artéria pulmonar em
estagios tardios da HAP (por exemplo, ap6s 4 semanas) (CHRISTOU et al., 2012). Dessa

forma, nossos resultados reforcam que as alteragdes comegam mais cedo.

Todas essas alteracGes associadas parecem contribuir para o remodelamento vascular
pulmonar, progressdo e agravamento da doenca, culminando em sobrecarga de presséo para o
VD.

7.3 ALTERACOES INDUZIDAS PELA ADMINISTRACAO DE MCT NO TECIDO
CARDIACO

Ainda ndo se sabe exatamente quais sdo 0s mecanismos envolvidos na progressao das
alteracdes cardiacas induzidas pela HAP e que resultam no desenvolvimento de ICD. No
entanto, alguns estudos tém demonstrado associacao entre marcadores de estresse oxidativo e
alterac6es que acompanham o remodelamento do VD (deterioragdo de cardiomidcitos, fibrose
perivascular e dilatacdo cardiaca) (BORCHI et al., 2010; MIKHAEL et al., 2019). Devido a
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escassez de dados na literatura em estagios precoces e, em conjunto com a necessidade de
avaliar o ambiente oxidativo e antioxidante de forma abrangente e comparar as alteragoes
ocorridas no VD e no VE, avaliamos o efeito da progressdo da HAP apds 1 (sem alteracdo
cardiaca), 2 (presenca de hipertrofia) e 3 (disfuncdo cardiaca) semanas de inducdo com MCT,

conforme resumido na tabela 5.

114



Tabela 5. Alteracgdes cardiacas induzidas pela administracdo de MCT

Parametros MCT 1semana | MCT 2 semanas MCT 3 semanas
Analises histoldgicas
Inflamagéo VD Leve Leve Moderado
Inflamacdo VE Ausente Ausente Leve
Anélises Bioquimicas
SOD VD Nao alterou Nao alterou Reduziu
CAT VD Aumentou Nao alterou Nao alterou
GPx VD N3ao alterou Nao alterou Aumentou
Sulfidrilas VD Reduziu Aumentou Nao alterou
H,O, VD Aumentou Nao alterou Nao alterou
TBARS VD Aumentou Nao alterou Aumentou
SOD VE N3ao alterou Nao alterou Nao alterou
CAT VE Ndo alterou Ndo alterou Nao alterou
GPx VE N3ao alterou Nao alterou Nao alterou
Sulfidrilas VE Aumentou Reduziu Néo alterou
H,0, VE N3ao alterou Nao alterou Nao alterou
TBARS VE Néo alterou Ndo alterou Aumentou
Anélise Espectral
Razdo HF/LF Nao alterou Nao alterou Aumentou

Na primeira semana, a administracdo de MCT induziu, no VD, aumento de H,0O,,
aumento da atividade da CAT, reducdo de sulfidrilas e presenca de dano oxidativo,
mensurado via TBARS. Acredita-se que 0 aumento da enzima antioxidante CAT tenha
ocorrido em consequéncia do aumento do seu substrato, o0 H,O,. Ao mesmo tempo, redugéo
de sulfidrilas e aumento de TBARS foram evidenciados, sugerindo que a menor concentragao
de sulfidrilas tenha reduzido a protecdo antioxidante contra os efeitos de ruptura de
membranas causados por oxidacdo lipidica. No VE, as alteragcbes foram mais brandas na

primeira semana, apresentando apenas aumento nas sulfidrilas.
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A segunda semana foi marcada por um padrdo oposto na concentragdo de sulfidrilas.
Enquanto o VD apresentou aumento nas sulfidrilas, o VE apresentou reducao, sugerindo uma
possivel interacdo entre as camaras cardiacas. Palace e colaboradores evidenciaram que as
concentracdes de antioxidantes como vitamina C e E eram baixas no tecido cardiaco ap6s um
estimulo patologico, como o infarto agudo do miocardio, havendo mobilizagdo de
antioxidantes de outros reservatérios corporais para o coragdo (PALACE et al., 1999). Dessa
forma, acredita-se que uma compensacdo e redistribuicdo de antioxidantes (sulfidrilas) entre
0s ventriculos possa estar acontecendo, uma vez que o padréo oposto foi encontrado durante a
primeira e segunda semanas apos a indu¢cdo com MCT. Um dos mecanismos sugeridos que
podem estar mediando essa mobilizacdo de antioxidantes entre tecidos, poderia ser através de
vesiculas extracelulares que contém exossomos. Essas vesiculas, de tamanho nanomeétrico,
sdo conhecidas por apresentarem uma habilidade inata para servir como veiculos de
comunicacdo, apresentando a capacidade de mediar a informagdo célula-célula e entre os
tecidos, impactando diretamente a expressdo génica na célula receptora e o fenotipo celular
(AILAWADI et al., 2015; ALIOTTA et al., 2016), mecanismo que pode estar envolvido no
suprimento de sulfidrilas durante a segunda semana no VD e que pode ter auxiliado na
manutencdo do balanco redox durante este estagio da doenca. Esta hipdtese, porém,

necessitaria ser testada.

A progressdo da doenca promoveu, no VD, reducédo da atividade da SOD, aumento da
atividade da GPx e aumento de dano lipidico mensurado via TBARS ap0s trés semanas. A
reducdo da atividade da SOD pode ter ocorrido em consequéncia de um meio intracelular
mais oxidado devido ao aumento da producédo de anion superéxido pela atividade da NADPH
oxidase. Estudo recente também evidenciou reducdo da atividade da SOD e aumento da
atividade da NADPH oxidase apds trés semanas de inducdo com MCT (DOS SANTOS
LACERDA et al., 2017). Além disso, o aumento intracelular de anion superéxido pode ter
gerado aumento de H,O; previamente, 0 que pode ter inibido a atividade da SOD e induzido
aumento da atividade da GPx, que sabe-se € responsavel pela conversdo do H,O, em H,0 e
oxigénio. Além disso, sabe-se que o estresse oxidativo ocorre quando a concentracdo de ROS
excede aquela que o sistema bioldgico pode neutralizar, podendo oxidar moléculas, como
lipidios e DNA, causando uma infinidade de efeitos prejudiciais. Neste estudo, foram
encontrados niveis elevados de TBARS, apos trés semanas de indu¢do com MCT no VD e no
VE, sugerindo assim um dano oxidativo a lipidios nesses tecidos. Esse achado é corroborado
pelo fato de que a administracdo de MCT promoveu aumento do dano oxidativo a lipidios no
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VD, apds trés (DOS SANTOS LACERDA et al., 2017; MOSELE et al., 2012) e seis semanas
(FARAHMAND; HILL; SINGAL, 2004; WU et al., 2017). Em relacdo ao aumento de
TBARS no VE, acredita-se que seja uma resposta aos niveis reduzidos de sulfidrilas

encontrados na segunda semana.

Dessa forma, € importante destacar que, embora em nivel celular as respostas de
ambos os ventriculos sejam em grande parte similares (REDDY; BERNSTEIN, 2015),
percebe-se que, no estado patoldgico de HAP, o VD é mais suscetivel ao estresse oxidativo do
que o VE, mesmo que haja aumento na producdo de ROS em ambos ventriculos. Isto porque
no VD as defesas antioxidantes sdo depletadas mais precocemente, enquanto no VE
permanecem intactas até um estagio mais avancado de faléncia, corroborando outros estudos
(REDDY; BERNSTEIN, 2015; TSUTSUI; KINUGAWA,; MATSUSHIMA, 2011). Desta
forma, as diferencas observadas entre os ventriculos poderiam ser explicadas parcialmente,
pela especificidade das respostas apresentadas por cada um dos ventriculos, sob condicdes de

remodelamento patoldgico aqui observado.

Além disso, esse aumento de estresse e dano oxidativo pode ter sido associado com a
presenca de maiores niveis de inflamacdo no tecido cardiaco (Tabela 5). Sabe-se que em
situacbes normais, as interacOes entre estresse oxidativo e expressdo de citocinas
inflamatdrias apresentam um equilibrio. No entanto, com o aumento do dano oxidativo a
lipidios no VD na primeira semana, é possivel que haja influéncia da presenca de infiltrado
inflamatorio nesse tecido. I1sso porque alguns estudos tém sugerido que oxidantes apresentam
a capacidade de induzir processos inflamatérios, ao mesmo tempo que citocinas pro-
inflamatdrias apresentam envolvimento na cascata de eventos que levam ao aumento do
estresse oxidativo (KHAPER et al., 2010), o que de fato pode estar ocorrendo no VD. Sabe-
se, ainda, que a extensdo da resposta depende da intensidade e duragdo do estimulo. Por isso
nas fases iniciais e intermediarias da doenca (primeira e segunda semanas do protocolo
experimental) acredita-se que, com a presenca de leve infiltrado inflamatdrio e algumas
alteracbes no balanco redox, possa haver sinalizacdo para alteragdes fenotipicas adaptativas,
incluindo desenvolvimento de HVD e resposta antioxidante. No entanto, com a progressdo da
doenga e aumento cronico da pos-carga diretamente no lado direito do coracdo, acredita-se
que a conversa cruzada entre inflamacdo (agora moderada) e aumento do estresse oxidativo

estejam induzindo um remodelamento patoldgico do VD.
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Associado a isso, estudos sugerem que a inflamagdo representa um aspecto integral da
regulagdo homeostatica que pode contribuir para a patogénese da HAP e para o
desenvolvimento da ICD. Pacientes com HAP severa apresentaram niveis elevados de
marcadores pro-inflamatorios que foram associados com o baixo prognostico de sobrevida
(HUMBERT et al., 1995; SOON et al., 2010). E importante destacar que, nas fases avangadas
da doenca (trés semanas), foi encontrado inflamacdo moderada, que pode ter contribuido para
a alta mortalidade na quarta semana. Nesta tese, foi observado que, apos trés semanas de
inducdo com MCT, houve dano oxidativo a lipidios no VE e leve infiltrado inflamatdrio nessa
camara cardiaca, reforcando a possivel conversa cruzada entre esses mecanismos. Assim
como neste estudo, outros relatos tém evidenciado que os oxidantes tém a capacidade de
induzir processos inflamatdrios, por exemplo, pela ativacdo de fatores a jusante, como o NF-
kP, enquanto as citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias tém sido implicadas na cascata de
eventos que levam ao aumento do estresse oxidativo (KHAPER et al., 2010). Nosso resultado
corrobora o0 estudo de Campian e colaboradores, que evidenciou também que o
desenvolvimento de ICD ¢é associado com a ativacdo inflamatdria no VD, a qual contribui
para o remodelamento patolégico do VD (CAMPIAN et al., 2010).

Um dos mecanismos que pode ter contribuido para o desequilibrio redox e
inflamatdrio foi a disfuncdo autonémica encontrada na terceira semana nos animais que
receberam MCT (tabela 5). Neste estudo, a disfuncdo autondmica foi caracterizada pela
reducdo da ativagdo do SNP e pelo aumento da ativagdo do SNS, corroborando outros estudos
(DA SILVA GONCALVES BOS et al., 2018; LIMA-SEOLIN et al., 2017; WENSEL et al.,
2009).

Nesta tese, 0 aumento do ténus simpético encontrado na terceira semana nos animais
que receberam MCT, foi correlacionado positivamente com a HVD desenvolvida nesses
animais. Nosso resultado reforca achados na literatura que mostraram que o aumento do ténus
simpatico esteve relacionado com o progndstico dos pacientes e com a severidade da doenga
(WENSEL et al., 2009). Através do uso de microneurografia, por exemplo, um estudo
evidenciou aumento na descarga simpatica em pacientes com HAP em relacdo a pessoas
saudaveis, sendo que esse aumento foi diretamente correlacionado, entre outros com a classe
funcional, tempo de aceleracdo pela artéria pulmonar e ainda, com a deterioracdo clinica
(VELEZ-ROA et al., 2004). Além disso, sabe-se que pacientes com ICD apresentam niveis

elevados de catecolaminas e resposta prejudicada para agonistas dos receptores [-
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adrenérgicos, refletindo a downregulation e dessensibilizacdo desses receptores (ISHIKAWA
et al., 1991; SEYFARTH et al., 2000). Essa dessensibilizacdo pode explicar porque muitos
pacientes ndo respondem ao tratamento com inotrépicos. O aumento de infiltrado inflamatorio
moderado no VD e leve no VE pode ter sido parcialmente induzido pelo aumento da ativacéao
do SNS, uma vez que se sabe que o aumento de catecolaminas circulantes leva ao

desenvolvimento de necrose miocérdica e infiltrado inflamatério (BEHONICK et al., 2001).

Em contrapartida, a reducdo da ativacdo do SNP em pacientes graves, bem como em
modelos experimentais ja foi demonstrada (DA SILVA GONCALVES BOS et al., 2018;
LIMA-SEOLIN et al., 2017). Usando um inibidor da acetilcolinesterase, pesquisadores
propuseram que o SNP esteve relacionado a regulacdo adaptativa dos processos inflamatorios,
uma vez que a ativacdo do SNP pela estimulacdo colinérgica reduziu a resposta inflamatéria
através da menor producdo de citocinas pro-inflamatorias locais e sistémicas, resultando na
reducdo da inflamagdo no VD e no tecido pulmonar em modelo de HAP induzido por dose
Unica de Sugen associada & hipdxia cronica (DA SILVA GONCALVES BOS et al., 2018).
Esse efeito anti-inflamatério de restauragdo da atividade parassimpatica é mediado
principalmente via estimulacdo colinérgica através da ativacdo do receptor nicotinico e
inibicdo da via do NF-kB. Além disso, sabe-se que a reducdo da ativacdo do SNP contribui
para 0 aumento da variabilidade de pressdo arterial e que isso pode contribuir para o
desenvolvimento de HVD, rigidez vascular e dano tecidual (DA SILVA GONCALVES BOS
et al., 2018), o que pode ter ocorrido nos animais desta tese.

Assim, acreditamos que a reducdo da ativacdo parassimpatica, aqui observada, seja
decorrente do aumento da ativacdo simpatica e, que a disfuncdo autondmica esteja
intimamente relacionada com as alteragdes tardias observadas no VD, em resposta a

sobrecarga de presséo induzida pela instalacdo da HAP.
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8 CONCLUSAO

A fase inicial da HAP induzida por MCT foi marcada por ativagéo do sistema Trx-1,
sendo que, nesta fase, a via proliferativa da Akt ndo se mostrou ativada. Na fase intermediéria,
houve reducdo da ativacdo do sistema Trx-1, provavelmente devido a reducdo de Nrf2 e
aumento de VDUP-1, sendo que as vias proliferativas, inflamatdrias e apoptéticas analisadas
estavam ativas. E, no estégio tardio da doenga, houve aumento da atividade da TrxR, sendo
mantida a ativacdo exacerbada da inflamacdo e proliferacdo celular, porém sem ativacéo da
via apoptotica. Dessa forma, parece que a Trx-1 contribui para o controle do remodelamento
vascular pulmonar dependente do balanco redox celular ao longo da progressdo da HAP
experimental. A progressdo da HAP experimental foi marcada ainda pela presenca inicial de
estresse nitrosativo (com aumento de ROS, porém sem dano oxidativo), seguida de uma fase
compensatéria e, no estagio avancado da doenca, pela presenca de estresse oxidativo no
parénquima pulmonar, com aumento de ET-1 e comprometimento acentuado da
responsividade da artéria pulmonar. O desenvolvimento de HAP através da administracdo de
MCT teve efeito direto no VD, uma vez que induziu estresse oxidativo (evidenciado pela
reducdo de sulfidrilas e aumento de dano oxidativo) na primeira semana. Estas alteracdes
foram acompanhadas de inflamacéo e HVD adaptativa na segunda semana. A progressdo para
a HVD mal adaptativa pareceu envolver a disfungdo autondmica acentuando a conversa
cruzada entre o estresse oxidativo e a inflamagéo na terceira semana. Em contrapartida, o VE
foi pouco afetado ao longo do protocolo experimental, uma vez que apresentou inflamacéo

leve e dano oxidativo nas fases avancadas da doenca.

Conclui-se assim que a progressdo da HAP induzida por MCT envolve a presenca de
estresse oxidativo, nitrosativo, inflamagdo e desequilibrio autonémico, sendo estes
mecanismos, ativados em momentos e em proporcdes diferentes, de acordo com 0s estagios

da doenca.

120



9 PERSPECTIVAS

Como perspectivas desta tese, temos:

e Avaliar o balanco redox e a disfuncdo endotelial na artéria pulmonar ao longo da
progressdo da HAP experimental,

e Verificar e caracterizar o fenotipo das células musculares lisas;

e Auvaliar a disfungdo mitocondrial no tecido pulmonar ao longo da progressao da HAP
experimental;

e Avaliar o papel da Trx-1 na sinalizacdo para o remodelamento adaptativo e patoldgico
do VD em resposta a administracdo de MCT;

e Avaliar a expressdo de mediadores importantes da sinalizacdo celular para o
remodelamento pulmonar, incluindo ASK-1 e PTEN;

e |solar e caracterizar as vesiculas extracelulares no tecido cardiaco e no soro dos
animais ao longo da progresséo da HAP;

e Auvaliar o sistema Trx e GSH no tecido cardiaco;

e Auvaliar o balango endotelial no tecido cardiaco;

e Quantificar a concentracdo plasmatica de BNP e correlacionar com as alteracoes
observadas ao longo da progressao da HAP experimental.

e Realizar um mapeamento dos principais microRNAs envolvidos nos diferentes
estagios da doenca e em diferentes tecidos;

e Avaliar o papel do estresse oxidativo em musculos respiratorios e esqueléticos ao

longo da progressédo da HAP induzida por MCT.
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Comissio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Nuamero: 32151

Thulo; ANALISE DA EXPRESSAO GENICA NO PULMAO, CORAGAO E SANGUE, EM DIFERENTES
TEMPOS DE HIPERTENSAO ARTERIAL PULMONAR INDUZIDA POR MONOCROTALINA

Vigéncia: 01/12/2016 a 01/12/2020

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

ADRIANE BELLO KLEIN - coordenador desde 01/12/2016
TANIA REGINA GATTELLI FERNANDES - Técnico de Laboratério desde 01/12/2016
Alexsandra Zimmer - Aluno de Doutorado desde 01/12/2016
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20/02/2017 - SALA 330 DO ANEXO - PREDIO DA REITORIA DA UFRGS/CAMPUS
CENTRO/UFRGS, em seus aspectos éticos e metodolégicos, para a utilizagdo de 200 ratos
machos Wistar de 180 g, provenientes do CREAL/UFRGS de acordo com os preceitos das
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