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RESUMO

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) é uma doenga que se inicia com o
aumento da resisténcia das arteriolas pulmonares. Apds a sua instalacdo, sucedem-
se varias alteracbes sobre os sistemas cardiovascular, respiratério e autonémico.
Apesar dos trabalhos disponiveis na literatura, o desenvolvimento desta doenca em
modelos experimentais de hipertensido arterial sistémica permanece ainda por ser
estudado, bem como os efeitos terapéuticos de bloqueadores do sistema renina-
angiotensina na reversao desta doenga. Os objetivos deste estudo foram avaliar os
efeitos cardiovasculares, autonémicos e respiratérios promovidos pela HAP induzida
pela monocrotalina (MCT) em ratos Wistar e SHR e os efeitos terapéuticos do
tratamento crénico com captopril e losartan na reversao da HAP. Para tanto, foram
utilizados ratos Wistar (150-180g) e SHR (150-180g), divididos nos seguintes
grupos: Wistar controle tratado com salina ou MCT (WIS-CON-SAL e WIS-CON-
MCT, respectivamente), SHR controle tratado com salina ou MCT (SHR-CON-SAL e
SHR-CON-MCT, respectivamente), Wistar tratados com Captopril + salina ou MCT
(WIS-CPT-SAL e WIS-CPT-MCT, respectivamente), SHR tratados com Captopril +
salina ou MCT (SHR-CPT-SAL e SHR-MCT-CPT, respectivamente), Wistar tratados
com Losartan + salina ou MCT (WIS-LOS-SAL e WIS-LOS-MCT, respectivamente),
SHR tratados com Losartan + salina ou MCT (SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-MCT,
respectivamente). Os animais tratados com MCT receberam uma unica injegcao
subcutédnea (60 mg/Kg SC) e os controles receberam o mesmo volume de salina
(~0,8 mL). Ao término da 3% senama, quando os animais MCTs controle
apresentaram HAP, foi feito o tratamento com captopril (100 mg/Kg/mL) ou losartan

(30 mg/Kg/mL) na agua de beber por 2 semanas no volume diario de 30 mL. Apds o



tratamento com captopril ou losartan, foram realizados os registros cardiovasculares,
respiratorios, gasométricos e a histologia pulmonar. Os resultados mostraram um
significativo aumento do indice Pulmonar nos animais controles tratados com MCT
(Wistar e SHR) quando comparados com seus respectivos controles. As pressdes
ventriculares (PSmax, PDI e PDF) também foram significativamente aumentadas nos
grupos MCTs, bem como os valores de pressao arterial sistdlica and diastdlica,
frequéncia cardiaca, pressdo de pulso e labilidade da pressao arterial média. O
tratamento com captopril normalizou todos os parametros estudados, no entanto, o
losartan se mostrou ineficiente em normalizar os parametros hemodinamicos. As
analises morfométricas mostraram um espessamento da camada média dos dos
ramos distais da artéria pulmonar e uma diminuigdo do lumen nos grupos tratados
com MCT. O tratamento com captopril e losartan normalizou estes parametros,
embora o grupo tratado com losartan tenha sido menos eficaz que o captopril, pois
os tratamentos mostraram diferengas significativas entre si. Quanto a avaliagéo
autondémica, os animais MCT mostraram aumento do ténus simpatico cardiaco e
reducdo do ténus parassimpatico cardiaco. Novamente, o tratamento com captopril
normalizou estes parametros, enquanto que o losartan foi ineficaz em normaliza-los.
Quanto aos parametros respiratorios, observamos aumentos no volume corrente, na
frequéncia respiratéria, na ventilacdo minuto e na ventilagdo alveolar dos animais
controles tratados com MCT. Apenas o tratamento com captopril normalizou estes
parametros. A avaliagdo gasométrica mostrou que os grupos controles tratados com
MCT apresentaram redugéo da pressao parcial de O, (hipoxia), aumento da pressao
parcial de CO; (hipercapnia), queda da porcentagem de saturacdo da hemoglobina
(% Hb), aumento do bicarbonato (HCOj3’) e acidose. O tratamento com captopril

normalizou todos os parametros gasomeétricos, enquanto que o mesmo néo foi



observado com o losartan para os animais SHR submetidos a HAP. Nossos
resultados mostraram que a MCT induziu ao quadro de HAP nos animais Wistar e
SHR, bem como importantes alteragdes cardiovasculares, autonémicas,
respiratorias, gasométricas e morfoldégicas pulmonares. Os tratamentos com
captopril e losartan foram capazes de reverter a HAP em animais Wistar e SHR,
porém, o captopril se mostrou mais eficiente em normalizar esses parametros
quando comparados ao losartan. Estes resultados sugerem que o uso de
bloqueadores do sistema renina angiotensina pode ser uma opgéao terapéutica para

o tratamento da HAP.

Palavras chave: hipertensdo arterial pulmonar; monocrotalina; SHR; captopril,

losartan.
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ABSTRACT

The pulmonary arterial hypertension (PAH) is a disease that begins with increased of
pulmonary arterial resistance. After installation, several changes on the
cardiovascular, respiratory and autonomic system are observed. Despite the studies
available in the literature, the development of this disease in experimental models of
hypertension remains to be studied, as well as the therapeutic effects of the renin
angiotensin system in the reversal of this disease. The aims of the present study
were to evaluate cardiovascular, autonomic and respiratory effects produced by
monocrotaline (MCT)-induced PAH in Wistar and SHR animals and the therapeutic
effects of the chronic treatment with captopril and losartan in reversing PAH. For this,
we used Wistar (150-180 g) and SHR (150-180 g) divided into the following groups:
Wistar control treated with saline or MCT (WIS-CON-SAL and WIS-CON-MCT,
respectively), SHR control treated with saline or MCT (SHR-CON-SAL and SHR-
CON-MCT, respectively), Wistar treated with captopril + saline or MCT (WIS-CPT-
SAL and WIS-MCT-CPT, respectively), SHR treated with captopril + saline or MCT
(SHR-CPT-SAL and SHR-MCT-CPT, respectively), Wistar treated with losartan +
saline or MCT (WIS-LOS-SAL and WIS-LOS-MCT, respectively) and SHR treated
with losartan + saline or MCT (SHR-LOS-SAL and SHR-LOS-MCT, respectively). In
the animals treated with MCT, a single dose was injected (60 mg/Kg, SC) and control
animals were submitted to a saline injection in the same volume (~0,8 mL). At the
end of the 32 week, when MCT-treated animals presented HAP, it was made the
treatment with captopril (100 mg/Kg/mL ) or losartan (30 mg/Kg/mL) in drinking water
for 2 weeks and daily volume of 30 mL. After these treatments, cardiovascular,
respiratory, gasometrical recordings and pulmonary histology were performed.

Results showed a significant increase in the pulmonary index in the control animals



MCT-treated (Wistar and SHR) when compared to respective control group. The
ventricular pressures (SPmax, IDP and FDP) were also significantly increased in the
MCT's group, as well as systolic and diastolic blood pressure, heart rate, pressure
pulse and arterial pressure lability. The treatment with captopril normalized all of
parameters studied, however, losartan showed inefficient to normalize these
parameters. The morphometric analysis showed an increase in the thickness of the
media layer of the distal branches pulmonary arterial and a decreasing of the lumen
in the MCT-treated groups. The treatment with both captopril and losartan normalized
these parameters but the losartan-treated group had been less efficient than
captopril, once these treatments showed significant differences each other. In
relation to autonomic evaluation, the MCT-treated animals showed an increasing of
the cardiac sympathetic tonus and a reduction in the parasympathetic tonus. Once
more, the treatment with captopril normalized these parameters, while losartan
treatment was inefficient to normalize. In relation respiratory parameters, we
observed increases in the tidal volume, respiratory rate, pulmonary ventilation and
alveolar ventilation in the control animals MCT-treated. Only captopril normalized
these parameters. The gasometrical evaluation showed that control groups MCT-
treated showed reduction in partial tension of O, (hypoxia), increasing in partial
tension of CO, (hypercapnia), fall in percentage of hemoglobin saturation (% Hb),
increasing in bicarbonate (HCO3") and acidosis. Captopril normalized all of these
gasometrical parameters, while the same was not observed to losartan in SHR
animals HAP-induced. Our results showed that MCT-induced to the HAP picture in
Wistar and SHR animals, as well as important cardiovascular, autonomic, respiratory,
gasometrical and pulmonary morphological changes. The treatments with captopril

and losartan were able to reverse HAP in Wistar and SHR animals, however,



captopril was more effective in normalizing these parameters when compared to
losartan. These results suggest that the use of blockers of the renin angiotensin

system may be a therapeutic option for the treatment of PAH.

Keywords: pulmonary arterial hypertension; monocrotaline; SHR; captopril; losartan
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INTRODUCAO

A hipertensdo pulmonar (HP), até pouco tempo atras era considerada uma
doenca obscura e frequentemente nao identificada (Reis et al., 2010). E uma doenca
multifatorial que apresenta diferentes manifestacbes e, consequentemente,
diferentes mecanismos patogénicos que acarretam um aumento da pressao arterial
pulmonar média (PAPM). Por consenso, o valor minimo da PAPM para ser
considerada como HP é igual ou superior a 25 mmHg determinado em repouso
através de cateterismo cardiaco direito (Faber e Loscalzo, 2004; Simonneau et al,
2009; Reis et al, 2010). Este valor tem sido utilizado baseado em estudos
controlados e randomizados realizados por D’Alonzo et al (1991), Humbert et al

(2006) e Peacock et al (2007).

O valor normal de PAPM em repouso € de 14+3 mmHg e o limite superior

normal € de 20,6 mmHg (Reis et al, 2010).

O aumento da PAPM ocorre devido ao aumento da resisténcia vascular
pulmonar em individuos que apresentam a combinacao dos fatores: vasoconstricéo,

remodelamento da parede vascular e trombose in situ (Rubin, 1997).

A HP foi classificada inicialmente como primaria ou secundaria, na 12
Conferéncia Internacional sobre Hipertensdo Arterial Pulmonar Primaria (HAPP)
realizada em 1973 e organizada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). No
entanto, pelo fato de existirem caracteristicas histopatologicas, assim como
respostas ao tratamento semelhantes entre as classificagcbes citadas, a OMS, no 2°
Simposio Mundial de HP realizado na cidade de Evian, na Franga, em 1998,
reclassificou a HP em 5 grupos principais baseados em critérios fisiopatolégicos da

doenca (Runo e Loyd, 2003; Simonneau et al, 2009).



Esta classificagao foi reformulada em 2003 no 3° Simpdsio Mundial de HP,
realizado em Veneza, na Italia (McLaughlin e McGoon, 2006) e atualizada em 2008
no 4° Simpédsio Mundial sobre a doenga, realizado em Dana Point, nos EUA
(Simmonneau et al., 2009) (vide anexo 1), A saber: 1- Hipertensao arterial pulmonar
(HAP), 2- HP devido a doenga do coragdo esquerdo, 3- HP devido a doencas
pulmonares e/ou hipdxia, 4- HP tromboembdlica cronica e 5- HP com mecanismos

multifatoriais desconhecidos.

Podemos observar que a HAP tem sido o foco da classificacdo da HP, desde
a sua primeira classificacdo em 1973. A nomenclatura dos subgrupos e as
condigdes clinicas associadas desde esta data até a ultima classificagdo feita em

Dana Point (EUA) em 2008.

Além das diferengas etiolégicas, a HP também foi classificada conforme as
caracteristicas histolégicas das diferentes lesdes vasculares de cada grupo
(Stenmark et al., 2009). Existe ainda uma classificacédo funcional, baseada nos
sintomas da HAP (Humbert et al., 2004).

Dentre as diferentes formas de apresentacdo de HP, aquela que induz a
doenca através de mecanismos que afetam diretamente a vasculatura pulmonar tem
despertado nosso interesse. De acordo com a ultima classificagdo da HP, esta
refere-se ao primeiro sub-grupo, isto &€, a HAP.

A HAP é uma doenga que possui um progndstico ruim quando nao tratada
corretamente, e sua mortalidade varia de 20 a 40% nos 3 primeiros anos (Sitbon et
al., 2002).

De acordo com um estudo sobre a prevaléncia desta doenca, realizado pelo
Centro de Controle de Doencas dos EUA, a HAP foi diagnosticada em 260 mil

pacientes em 2002 (Hyduk et al., 2005). Estima-se que a prevaléncia da HAP seja 1



a 2 casos por 1 milhdo de pessoas na populagdo geral (Gaine e Rubin, 1998).
Apesar das doengas cardiovasculares, de um modo geral, acometerem menos
mulheres pré-menopausais quando comparado aos homens da mesma idade
(Rossouw, 2002; Stork et al., 2004; Meendering et al., 2008), a prevaléncia da HAP
€ duas vezes maior em pacientes do sexo feminino (Loyd et al., 1995; De Marco,
2006) e pode estar presente em qualquer idade. Entretanto, € mais comum na
terceira década de vida da mulher e na quarta década no homem, com uma média
de idade de diagnéstico da doenca de 36 anos (Rich et al., 1987). Varios fatores de
risco predispéem ao desenvolvimento de HAP.

Quanto aos mecanismos patogénicos, uma caracteristica que sempre
precede o quadro de HP, ou seja, uma caracteristica precoce da mesma ¢é a lesao
endotelial da parede das arteriolas pulmonares, que estd associada a uma
constricdo ocasionada pelo desequilibrio entre os fatores relaxantes e constritores
do endotélio (Archer e Michelakis, 2009), que de certa forma evolui para um
remodelamento vascular que € caracterizado por lesdes plexiformes, hipertrofia da
camada média vascular, fibrose laminar do tipo concéntrica da camada intima,

degeneracao fibroide e lesdes trombdticas (Runo e Loyd, 2003).

Apesar do estimulo inicial ou lesdo que desencadeia a doenga ser
desconhecido, este pode estar relacionado com anormalidades genéticas, como a
mutacdo de receptores de proteinas morfogenéticas dsseas tipo Il (BMPR2), ou
fatores ambientais como drogas, virus ou toxinas, por exemplo (Michelakis et al.,

2008).

Em relagdo a patogenia da HAP, uma vez que existem varios mecanismos
celulares e moleculares envolvidos, ndo € possivel imaginar 0 mesmo mecanismo

para explicar a vasoconstricdo e o remodelamento vascular em todas as formas de



HP. Além disso, mesmo se considerarmos uma unica forma de doencga, os
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos podem variar de acordo com a fase
evolutiva (Rubin et al., 2004).

O endotélio vascular possui um importante papel na fisiopatogenia da HAP
devido a relevancia de seu envolvimento no processo vaso-oclusivo propriamente
dito (Larumbe e Escoboza, 1994). As células endoteliais podem responder de
diferentes maneiras as diversas injurias, como hipdxia, estresse de cisalhamento,
inflamacéao, toxinas ou drogas, resultando em proliferagdo endotelial anormal e
posteriormente na formacao de lesdes plexiformes (Cool et al., 1999).

Em relacdo a hipoxia, apesar de ndo ser um dos principais fatores para o
desenvolvimento inicial da HAP, ela pode contribuir para o remodelamento vascular
pulmonar durante a progressdao da doenga (hipoxia crbnica) e/ou causar
vasoconstricdo pulmonar (hipéxia aguda) (Hardingham et al., 1997; Sweeney e
Yuan, 1998). A vasoconstricdo hipoxica € um importante mecanismo fisiolégico para
otimizar a ventilacdo e a perfusdo através da reperfusdo sanguinea para areas
pulmonares que ainda estdo realizando trocas gasosas (Le Cras et al.,, 1998). No
entanto, condi¢gdes de hipdxia sistémica associadas a disturbios respiratérios e até
mesmo grandes altitudes acarretam vasoconstrigdo hipoxica, que pode levar a
aumentos da pressao arterial no leito pulmonar (Le Cras et al., 1998). O mecanismo
proposto se da através da inibicdo seletiva dos canais de potassio do leito vascular
pulmonar, na qual ocasionara uma despolarizagdo e abrira os canais de calcio do
tipo L, levando a entrada do mesmo no musculo, e consequentemente a liberagao

do calcio do reticulo sarcoplasmatico da musculatura lisa.



Entretanto, também ocorrem alteracbes das funcbes homeostaticas
endoteliais, tais como as vias de coagulagao e producao de fatores de crescimento e
agentes vasoativos (Lee et al., 1998).

Estudos prévios demonstraram um aumento na producdo de tromboxano e
uma diminuigdo na formacgdo de prostaglandinas (PGl,) em pacientes com HAP
(Christman et al.,, 1992); redugdo da expressao da PGIl, sintase em arteriolas
pulmonares (Tuder et al., 1999); redugao da expressao da 6xido nitrico sintase (ON-
sintase) (McQuillan et al., 1994; Giadid e Saleh, 1995); aumento da expressao de
receptor de endotelina do tipo 1 (ET-1) (Giaid et al., 1993; Davie et al., 2002);
aumento do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e de seus receptores
pulmonares (Cool et al., 1999; Taraseviciene-Stewart et al., 2001); e um aumento
do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (Hirose et al., 2000).

Estas alteragcdes levam a um aumento do ténus vascular, resultando em um
aumento da pressdo arterial pulmonar e consequentemente provoca maior dano
endotelial.

Também pode estar presente na HAP uma reducdo da expressao dos
BMPR2, mais precisamente mutagdes do gene que o codifica e que esta localizado
no cromossomo 2q33 (Deng et al., 2000; Lane et al., 2000), acarretando deficiéncia
de mecanismos antiproliferativos na circulagdo pulmonar (Atkinson et al., 2002).
Outra alteracdo que pode estar presente na HAP e que também esta associada a
vasoconstricao e proliferagdo das células musculares lisas € o aumento das
concentragdes de serotonina (Hervé et al., 1995; MacLean et al., 2000), devido, em

parte, ao aumento de seu transportador (5-HTT) (Eddahibi et al., 2001).



Por outro lado, existem importantes evidéncias de que mecanismos
inflamatdrios também estdo envolvidos com a HAP, pois ja foi observado infiltrado
inflamatério em vasos pulmonares, composto por macrofagos e linfocitos T e B
(Tuder et al., 1994; Nicolls et al., 2005). Estudos recentes demonstraram que os
canais de K* (Kv1.5 e Kv2.1) apresentam sua expresséo reduzida, tanto em modelos
experimentais quanto em humanos com HAP, provavelmente devido a hipdxia. Com
isso ha um favorecimento do influxo de Ca™ e inibicdo das caspases, resultando em
proliferagdo celular, vasoconstrigdo e inibicado da apoptose (Yuan, 1998; Michelakis

et al., 2002; Remillard e Yuan, 2004).

Considerando-se os achados clinicos da HAP, um dado importante se refere
as adaptagdes do VD induzidas pelo aumento da pos-carga ventricular, que leva a
um aumento da presséo sistolica do VD. A longo prazo, estas alteragdes acarretam
hipertrofia ventricular direita, e consequentemente redugédo da fragdo de ejecdo e
aumento do volume diastélico final, que pode resultar em reducao do débito cardiaco
(Chen et al., 1998; Szabo et al., 2006). Em consequéncia a este aumento cronico de
poés-carga, o ventriculo direito se hipertrofia, aumenta a demanda miocardica de
oxigénio e simultaneamente reduz a perfusdo do VD, comprometendo ainda mais a
contratilidade (Bogaard et al., 2009). Embora o ventriculo esquerdo (VE) ndo seja
diretamente comprometido, a progressiva dilatagdo do VD pode prejudicar seu
desempenho devido as interagdes com o septo interventricular (Louie et al., 1995;

Nootens et al., 1995).

Varios investigadores tém procurado estudar os mecanismos patogénicos da
HAP. Temos observado que a maioria destes estudos s&o realizados em humanos,

embora existam varios modelos experimentais para a indugédo da HAP.



Alguns modelos experimentais para o0 estudo das alteragdes
cardiorrespiratorias da HP s&o propostos pela literatura. Alguns deles incluem a
inducdo de bronquite, asma e quadros alérgicos por agentes irritantes inalatérios
para promover a HP, tal como fumacga de cigarro, didxido sulfurico e endotoxinas
(Drazen et al., 1999; Nikula e Green, 2000). Outros modelos promovem a HP
induzindo o animal a Doencga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) por instilacdo de
elastase pancreatica, papaina intratraqueal e inalagdo de agentes nocivos a injegéo
intravenosa de tripsina (Reichart et al., 1992; Shiraishi, 1996; Marche et al., 2000;
Fehrenbach, 2003). Além destes, também s&o utilizados animais alterados
geneticamente (Chu e et al.,, 2004), indugdo de fibrose intersticial pulmonar
acompanhado de infec¢gdes (Fehrenbach, 2003) e monocrotalina (MCT) (Wilson et

al., 1992).

A MCT é um alcaldide inativo obtido das sementes da Crotalaria spectalalia
sendo transformado no alcaloide toxico, o pirrol da MCT (MCTP), no figado (Yuyama
et al., 2004). Apesar da resposta a MCT variar entre espécies de animais devido as
diferengas existente do metabolismo hepatico pelo citocromo p-450, a espécie
preferida para estudar a HP & o rato (Stenmark et al., 2009). Varios trabalhos
mostraram em ratos que a MCT, através de uma injegdo subcutanea ou
intraperitoneal Unica, provoca lesdes na vasculatura pulmonar que resulta em HAP e
hipertrofia/faléncia do VD, sem afetar a fungao do VE (Morita et al., 1996, Nakazawa,

et al., 1999, Ito et al., 2000).

Apesar de este modelo experimental ser utilizado desde 1961 (Wilson et al.,
1992), o mecanismo exato pelo qual a MCT provoca a HAP ainda € desconhecido.
Sugere-se lesdo endotelial vascular direta (Jasmin et al., 2001) e inflamagédo dos

vasos pulmonares (Farhat et al., 1993), levando a um aumento da resisténcia arterial



pulmonar e hipertrofia de VD. As lesdes vasculares pulmonares induzidas pela MCT
sdo semelhantes aquelas observadas na HAP, sugerindo que a HAP deste modelo
pode representar a melhor forma de avaliar a correlagéao entre disfungédo endotelial e
hipertrofia/faléncia do VD (Palevsky et al, 1989).

Quanto ao tratamento da HAP em humanos, varios farmacos sao utilizados,
tais como os anticoagulantes orais, utilizados para evitar o agravamento dos
quadros onde ha formagdo de trombos na vasculatura pulmonar, visto que a
dilatacdo da camara cardiaca direita, a eritrocitose secundaria a hipoxemia, a
ausente atividade fisica global e o implante de cateteres vasculares favorecem o
aparecimento dos mesmos, podendo trazer efeitos devastadores ao paciente (Reis,
et al., 2010).

Diuréticos também podem ser utilizados, visto que a insuficiéncia cardiaca
direita deve ser controlada, evitando aumentos demasiados de volemia (Reis, et al.,
2010). A oxigenoterapia também pode ser considerada um tratamento importante,
visto que a hipoxemia € um potente vasoconstritor. A saturagdo de oxigénio no
sangue arterial deve ser mantida acima de 90% em repouso (Reis, et al., 2010). O
uso agudo de digitalicos, por sua vez, mostra evidéncias de melhorias do débito
cardiaco em pacientes com disfuncdo ventricular direita causada pela HAP. No
entanto seu uso crénico ainda n&o esta estabelecido. Pode ser indicado também em
pacientes com taquiarritimias supraventriculares, pelo seu efeito cronotropico
negativo (Reis, et al., 2010).

A HAP é uma doencga progressiva, cronica e incuravel. Nos ultimos dez anos
verificou-se uma grande evolugdo na compreensdo dos mecanismos da lesao
vascular pulmonar e descoberta de farmacos que vieram permitir a melhoria

significativa do progndstico da doenca. Recomendagbes baseadas nas evidéncias,



que foram elaboradas por varias sociedades cientificas internacionais definem hoje
um tratamento padréao da HAP (Badesch et al., 2004; Simon et al., 2008). O
tratamento da HAP com farmacos vasoativos tem como objetivos: o alivio dos
sintomas, a melhoria da tolerancia no esforgo fisico, o aumento da sobrevida e a
melhoria da qualidade de vida.

A terapéutica disponivel atualmente para o tratamento da HAP resulta em 2
grupos distintos de farmacos que sado os inibidores de canais de calcio e os
farmacos vasoativos especificos.

O tratamento a longo prazo com inibidores de canais de calcio parece ser
eficaz apenas em um pequeno grupo de pacientes. Ja os farmacos vasoativos
utilizados séo os prostandides, visto que a prostaciclina € um potente vasodilatador
com propriedades antitrombodticas. Os farmacos epoprosterol, iloprost e treprostinil
sdo analogos da prostaciclinas e podem ser administrados em perfusdo continua,
por nebulizagdo ou por via subcutanea (Sitbon et al., 2002).

Ainda sobre os farmacos vasoativos, podemos citar como terapéutica da
HAP, os antagonistas dos receptores de endotelina 1 (ET-1), visto que a mesma é
um potente vasoconstritor e induz a proliferagdo celular endotelial e muscular. Os
pacientes que possuem HAP apresentam niveis altos de ET-1 (Galié et al., 2004).
Sao reconhecidos dois sub-tipos de receptores de ET-1, o sub-tipo A (ETa),
principais responsaveis pela vasoconstricdo e o sub-tipo B (ETg), que promovem a
remocgao da ET-1 da circulacdo e podem, de certa forma, favorecer a vasodilatacao.
Como farmacos especificos desta classe, temos o sitaxsentan, um antagonista
seletivo dos receptores ETpo e o ambrisentran, um antagonista com seletividade

preferencial para os receptores da ET-1. No entanto, o bosentam, que € um



antagonista ndo seletivo dos receptores A e B da ET-1 é um dos mais utilizados e
estudados (Rubin et al., 2002; Barst et al., 2003).

Outro farmaco vasoativo muito utilizado na HAP s&o os inibidores da %’
fosfodiesterase, as quais sdo enzimas que inativam a guanosina monofosfato ciclica
(cGMP) que serve de segundo mensageiro ao Oxido nitrico. Tais inibidores
aumentam os niveis de cGMP, promovendo assim uma vasodilatacao mediada pelo
oxido nitrico. Como representante desta classe de farmacos, o sildenafil € o mais
importante e estudado (Galié et al., 2005).

Contudo, os farmacos vasoativos denominados inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA) e os bloqueadores dos receptores dos
receptores AT ndo sao drogas atualmente utilizadas no tratamento da HAP, visto
que esta doenca apresenta uma exacerbacao de todo o SRA, principalmente na
vasculatura pulmonar (Lipworth, 1995). Esta classe de farmacos possui um potencial
terapéutico. Existem fortes evidéncias de que o sistema renina angiotensina (SRA)
esteja fortemente ativo nas vasculatura pulmonar em doengas como a HAP
conjuntamente com a hipdxia (Marshall, P, 2003). Morrel (1995) et. al, demonstrou
que em animais que sofrem de hipoxia crénica ou apresentam HAP obtiveram
diminuicdo total da concentragdo de ECA, no entanto, obtiveram aumento dramatico
de sua concentragdo nas arteriolas, tornando-as mais muscularizadas, o que
beneficiaria o uso dos IECA ou antagonistas dos receptores AT no tratamento da
HAP.

O SRA ocupa um papel muito importante no desenvolvimento da HAP pela
MCT. A descoberta do SRA iniciou-se em 1898 com experimentos de Tigerstedt em
coelhos, na qual relatou um aumento de pressao arterial quando extratos salinos de

rins foram administrados nos animais, na qual denominaram renina. Em 1934, Henry



Goldblatt conseguiu induzir experimentalmente em caes a hipertensdo arterial
sistémica através da diminuigdo da luz de uma das artérias renais por um
clampeamento da mesma, na qual o0 mesmo pode concluir que niveis elevados de
renina, produzidos pelo rins podem elevar dramaticamente a pressao arterial

sistémica.



O SRA é um sistema hormonal amplamente estudado, onde grandes
avangos foram obtidos na década de 70 com os seus componentes classicos

circulantes, conforme a figura 1 abaixo.
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Figura 1: Visado simplificada do sistema renina angiotensina. As setas negras indicam as vias. As
setas hachuradas indicam as vias deduzidas de experimentos animais e culturas de células
(reproduzido de F. Fyhrquist & O. Saijonmaa, 2008).




Esta via “classica” tornou-se obsoleta apds a descoberta de outros receptores
através da clonagem dos receptores AT e AT, (Timmermans et al., 1993). Assim as

implicagdes fisioldgicas deste sistema foi expandindo, conforme a figura 2 abaixo.
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Figura 2: a figura representa a expansdo do sistema renina-angiotensina. RPR, renina/pré-renina
receptor; MAS, mas oncogene, receptor da angiotensina 1-7; AT2R, receptor de angiotensina tipo 2;
ATR1, receptor de angiotensina tipo 1; IRAP, aminopeptidase regulado pela insulina; ANG IV
mediado pelo receptor AMPA; Aminopeptidase A; AMPM, aminopeptidase M; ACE, enzima
conversora de angiotensina; ACE 2, enzima conversora de angiotensina 2; NEP, endopeptidase
neutra (reproduzido de F. Fyhrquist & O. Saijonmaa, 2008).



A Angiotensina Il (All) é tradicionalmente reconhecida por suas fungdes
enddécrinas na regulagdo da resisténcia vascular. A All é o maior regulador de
fluidos e controlador do balango de sédio, assim como responsavel pelo crescimento
e remodelamento cardiovascular. Possui também efeitos diretos e indiretos nos rins,
através da estimulacido da sintese de aldosterona pela adrenal e interagcbes com o
sistema nervoso central (SNC) incluindo estimulos para ingestdo de agua, apetite
ao sal e liberacdo do horménio antidiurético vasopressina, além de modular a
regulacdo autonémica da fungdo cardiovascular (Peach et al., 1977; Saavedra,
1992; Wright e Harding, 1992).

Hoje é sabido que a via classica para formacdo de All ndo depende
exclusivamente da ECA, pois algumas vias alternativas também podem produzi-la,
conforme a figura 3. A quimase € um proteoglicano secretado pelos mastdcitos
(Miyazaki et al., 2006). A quimase é normalmente encontrada no tecido vascular e
apenas produz a angiotensina Il quando ha lesdo na parede vascular ou situagdes
aterosclerdticas.

A angiotensina Ill (Alll), por sua vez é conhecida desde 1970 e é causadora
de vasoconstricdo e liberagdo de aldosterona também, é gerada a partir da All
através de uma aminopeptidase, conforme a figura 3. A angiotensina Ill exerce
efeitos similares a angiotensina Il, via receptor AT, e AT,, mas, no entanto, a
angiotensina |l apresenta efeitos mais pronunciados quanto a vasoconstricdo e
remodelamento vascular. (Zini et al., 1996). Estudos recentes demonstraram que a
infusdo de angiotensina Il ou angiotensina Ill em caes acordados resulta em efeitos
equipotentes de concentragdo no plasma com aumento da pressao arterial e

secrecado de aldosterona. No entanto, a eliminagdo da angiotensina Ill foi 5 vezes



mais rapida do que a angiotensina Il, demonstrando que a angiotensina Il apresenta
um papel dominante na via “classica” do sistema renina angiotensina aldosterona
circulante.

A angiotensina IV é gerada através da angiotensina lll pela aminopeptidase M
conforme a figura 3. As agdes da angiotensina IV sdo mediadas pelo receptor IRAP
(insulin-regulated aminopeptidase) nas quais, incluem vasodilatagéo renal, regulagao
das fungdes cognitivas e esta envolvida em lesdes cardiovasculares (Egido et al.,
2007).

A angiotensina 1-7 é considerada atualmente um componente ativo do SRA,
podendo ser gerada a partir da Angiotensina | por uma via independente da ECA. A
diversidade de vias enzimaticas pelas quais a Angiotensina 1-7 pode ser gerada a
partir da Angiotensina | sugere que a producdo desse heptapeptideo pode ser
regulada em nivel tecidual (Ferrario et al., 1997). Estudos recentes propuseram que
a Angiotensina 1-7 pode mediar alguns dos efeitos do tratamento com inibidores de
ECA, a partir de observacbes em animais e cultura celular. A inibicdo da ECA
aumenta os niveis plasmaticos de Angiotensina 1-7 (Ferrario et al., 1997; Roks et
al.,1999). Estudo de Roks et al., (1999) mostrou que a Angiotensina 1-7 antagoniza
a vasoconstrigdo induzida pela Ang Il em artérias de seres humanos e inibe a ECA
plasmatica, cardiaca e vascular, sugerindo que a Angiotensina 1-7 seria um
modulador do SRA cardiovascular em humanos. Logo, a falta de harmonizagédo de
todo este sistema contribui para o aparecimento da hipertensdo arterial sistémica.
Varias evidéncias obtidas apos a disponibilizagdo de um antagonista especifico para
a Angiotensina 1-7, o A-779 [D-Ala7-Ang-(1-7)], indicavam a existéncia de um
receptor especifico para este peptideo, diferente dos receptores AT1 e AT2 para

Ang Il (Santos et al., 1994; Ferrario et al., 1998; Santos et al., 2000). Até ha alguns



anos atras, um argumento contra o estabelecimento definitivo da Angiotensina 1-7
como componente ativo do SRA era a nao identificagcdo de um receptor proprio para
este peptideo angiotensinérgico, apesar das varias evidéncias farmacoldgicas
indicarem sua presenca (Fontes et al., 2000; Averill e Diz, 2000; Ito e Sved, 2000).

Contudo, Santos et al. (2003) recentemente identificou o protooncogene MAS,
considerado até entdo um receptor acoplado a proteina G (Zohn et al.,1998), como o
receptor funcional para a Angiotensina 1-7, apesar destes autores ndo excluirem
uma interacao indireta entre MAS e a Angiotensina Il via receptor AT1 (Jackson et
al., 1988; Ambroz et al., 199; von Bohlen und Halbach et al., 2000). Estes achados
demonstraram que o receptor MAS se liga a Angiotensina 1-7 e esta envolvido na
mediacdo das agdes bioldgicas deste peptideo angiotensinérgico (Santos et al.,
2003).

Uma outra classe de receptores também foi identificada como sendo
funcional, que sao os receptores de prorenina. Os receptores de prorenina sao
encontrados em abundéncia no coragéo, cérebro, placenta, nos rins e no figado. Um
papel importante deste receptor é a sua participagcado local no SRA, onde a sua
ativagdo acarreta a producdo de angiotensina Il localmente (Nguyen et al; 2006,
Bader et al, 2007. A figura 3 mostra resumidamente a ac&do e os locais de ligagao

dos componentes do SRA.
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Figura 3: efeitos da angiotensina e da renina/prorenina mediado pelos seus respectivos receptores.
(reproduzido de F. Fyhrquist & O. Saijonmaa, 2008).

Um dos fatores que podem agravar a HAP é a Hipertens&o arterial sistémica
(HAS) atuando como uma comorbidade, visto que esta também pode apresentar
uma hiperatividade do SRA. A HAS ¢é considerada como uma das principais causas
de doencas cardiovasculares. O modelo de animai escolhido para se associar a HAP
e a HAS foi o modelo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR), um modelo
considerado analogo a HAS humana. Tal cepa de ratos foi desenvolvida a partir de
cruzamento seletivo entre ratos Wistar-Kyoto. Os animais passaram a apresentar
aumento da pressao arterial (PA) de geragcao em geragao (Okamoto e Aoiki, 1963).

O sistema SRA desempenha uma funcdo muito importante no desenvolvimento e



manutengdo da HAS em ratos SHR (Schifrin, 1984). Dentre as alteragbes
metabodlicas encontradas nos animais SHR envolvidas com o sistema renina
angiotensina, podemos citar a elevagdo dos niveis plasmaticos de angiotensina |l
(Schifrin, 1984) e o aumento de receptores de angiotensina Il.

Em funcdo da importante participagdo do SRA no desenvolvimento da HAP
em ratos SHR, a simples indugdo de uma interrupgao farmacoldgica desse sistema
resulta na diminuicdo da HAS, bem como de suas consequéncias, contribuindo
substancialmente para o controle da HAS (Nunez et al. 1997). Uma vez que em
modelos experimentais de HAP com MCT este sistema (SRA) também encontra-se
exacerbado, acreditamos que a realizagdo de um modelo de HAP com MCT em
ratos SHR, deixara o SRA ainda mais ativo do que nos modelos isoladamente (SHR
ou WIS tratados com monocrotalina, e esta concomitancia podera agravar a HAP e
suas consequéncias.

Em suma, uma vez que os animais SHR sdo considerados de primeira
escolha para estudo da hipertensao arterial sistémica primaria, principalmente pelas
alteracbes multifatoriais que os mesmos apresentam e pelo aumento da pressao
arterial sem causa unica definida, acreditamos o uso de um modelo de HAP com
MCT em ratos SHR, seja ideal para o estudo de diferentes terapias farmacoldgicas

que atuam de forma inibitéria no SRA.



OBJETIVOS



OBJETIVOS

Geral:

e Estudar os efeitos promovidos pela hipertensdo arterial pulmonar (HAP)
induzida pela MCT sobre o sistema cardiorrespiratério de ratos Wistar e SHR

submetidos ao tratamento com bloqueadores do sistema renina-angiotensina.

Especificos:

e Avaliar os efeitos cardiovasculares, autondmicos e respiratorios promovidos
pela HAP induzida pela MCT em ratos Wistar e SHR.

e Avaliar a eficacia do tratamento com captopril e losartan em ratos Wistar e
SHR portadores de HAP induzida pela MCT sobre os sistemas
cardiovascular, autondmico e respiratério.

e Estudar as alteragdes anatomopatoldgicas da vasculatura pulmonar de ratos
Wistar e SHR portadores de HAP induzida pela MCT submetidos ao

tratamento com captopril e losartan.



MATERIAL E METODOS



Material e Métodos

1.0 — Animais experimentais

Para a realizagao dos protocolos experimentais foram utilizados ratos Wistar e
ratos SHR (abreviacdo em inglés de rato espontaneamente hipertenso),
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Espirito Santo com
idade padronizada de 9 semanas. Em todos os protocolos experimentais os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno, com controle de claro/escuro (12/12 h) e
temperatura (20 — 22°C), com livre acesso a agua e ragédo balanceada (Probiotério
Primor S/A, S&do Paulo). Todos os experimentos foram realizados respeitando as

normas de protecdo aos animais.

2.0 — Grupos experimentais
Os animais utilizados neste estudo foram divididos em 12 grupos experimentais
com o n de 10 animais para cada grupo:
e Wistar controle (WIS-CON-SAL);
e Wistar tratado com Monocrotalina (WIS-CON-MCT);
e SHR controle (SHR-CON-SAL);
e SHR tratados com Monocrotalina (SHR-CON-MCT);
e Wistar tratados com Captopril (WIS-CPT-SAL);
e Wistar tratados com Captopril e Monocrotalina (WIS-CPT-MCT);
e SHR tratados com Captopril (SHR-CPT-SAL);
e SHR tratados com Captopril e Monocrotalina (SHR-MCT-CPT);

e Wistar tratados com Losartan (WIS-LOS-SAL);



e Wistar tratados com Losartan e Monocrotalina (WIS-LOS-MCT);
e SHR tratados com Losartan (SHR-LOS-SAL);

e SHR tratados com Losartan e Monocrotalina (SHR-LOS-MCT);

3.0 — Anestesia
No presente estudo, o anestésico utilizado foi o hidrato de cloral (Vetec, 10%,
IP) para permitir as cirurgias de cateterizacdo da artéria e veia femorais, e

cateterizagao das camaras cardiacas.

4.0 - Tratamento dos animais para indugao da Hipertensao Arterial Pulmonar

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) foi induzida através de uma unica aplicagao
de monocrotalina (MCT) (Crotaline; Sigma Chemical Co), injetada de forma
subcuténea, na dose de 60 mg/Kg. A MCT foi inicialmente dissolvida em 1 N de
acido cloridrico (HCL). A seguir, o pH foi corrigido para 7,4 com solugdo de NaOH
0.5 N. Uma vez dissolvido, o volume da solugao foi ajustado para 7 mL com salina.
Os experimentos nesses animais iniciaram-se 3 semanas apos a aplicacdo da MCT,

periodo necessario para a instalagcao da HAP.

5.0 — Tratamento com captopril e losartan

Apds 3 semanas para a indu¢ao da HAP com MCT, os animais foram submetidos ao
tratamento crénico com captopril ou losartan administrados na agua de beber por 2
semanas no volume de 30mL. O captopril e o losartan foram administrados nas
doses de 100 mg/Kg por dia e 30 mg/Kg por dia respectivamente. O captopril foi
utilizado a fim de inibir a enzima conversora de angiotensina e o losartan para

bloquear os receptores ATj;.



6.0 — Registros cardiovasculares

Para o registro direto da pressao arterial (PA), foram utilizados tubos de
polietileno PE-10 (Sims Portex LTD, Kent, Inglaterra) previamente soldadas a tubos
de polietileno PE-50 (CPL Medicals, Sdo Paulo, Brasil) e o comprimento ajustado de
acordo com o tamanho do animal. Estas canulas foram inseridas na aorta
abdominal, através da artéria femoral para permitir os registros de PA e
administracdo de drogas intravenosas (IV), respectivamente. Antes de serem
implantadas, as canulas foram preenchidas com solugéo fisiolégica e devidamente
obstruidas com pinos de metal. Para permitir os procedimentos cirurgicos, os
animais foram previamente anestesiados e apds a implantacdo das canulas, estas
foram exteriorizadas no dorso do animal, através de um trocater, para permitir os
registros de PA em animais n&o-anestesiados, com livre movimentagdo. Estes
procedimentos foram realizados no dia anterior ao periodo de registros, para permitir
recuperacao do animal. Os animais foram mantidos em caixas individualizadas com
livre acesso a agua e a ragdo durante todo o periodo pos-operatorio. Para os
registros, o animal teve a canula arterial previamente heparinizada (1:20) para evitar
a formagéao de coagulos.

Para os registros de Pressdo arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) a cénula arterial foi conectada a um sistema para
aquisicdo de dados biologicos (Power Lab) acoplado a um computador com uma
frequéncia de amostragem de 1000 Hz.

Os valores de FC foram obtidos a partir dos sinais de PA pulsateis. Os

experimentos foram iniciados apds um periodo de quinze minutos de adaptacédo do



animal ao laboratério. A pressao pulsatil (sistélica e diastolica), PAM e FC foram
registradas simultaneamente. Para visualizagédo dos registros e anélise dos dados foi

utilizado o software Chart V4.2 (Power Lab® ADInstruments , USA).

7.0 — Registro das pressdes das camaras cardiacas

Para os registros das pressdes ventriculares e atriais, os animais foram
submetidos ao implante de um tubo de polietileno (PE-50) através da artéria carétida
direita para acessar o ventriculo esquerdo e permitir os registros de pressao sistolica
maxima (PSmax), pressado diastdlica inicial (PDI), pressao diastdlica final (PDF),
derivada de pressao sobre o tempo positiva dP/dT(+) e derivada de pressao sobre o
tempo negativa dP/dT(-). Também com o auxilio de uma PE-50, a veia jugular direita
foi cateterizada para permitir o registro da pressdo ventricular direita. Foram
registradas as mesmas pressdes descritas para o ventriculo esquerdo, isto é,
PSmax, PDI, PDF, dP/dT(+) e dP/dT(-). Para os registros das pressodes atriais foi
introduzido um cateter (PE-50) através da veia jugular. As pressdes atriais

registradas foram: onda “a” (sistole atrial), onda “c” (abaulamento da valvula atrio-

ventricular), e onda “v’ (enchimento atrial). Para os registros de pressdes
intracardiacas ventriculares e atriais, a canula foi conectada a um sistema de
aquisicao de dados biolégicos (Power Lab) acoplado a um computador como uma

frequéncia de amostragem de 1000 Hz.

8.0 — Registro Pletismografico de Corpo Inteiro
Para os registros pletismograficos de corpo inteiro, o animal foi colocado em uma
camara acrilica (figura 4), transparente, hermeticamente fechada, com volume de 2.095 ml.
Esta camara foi conectada a um transdutor de alta sensibilidade (modelo 270 — medical

group HEWLETT PACKARD RANGE 400,0 1734 AO2988) o qual foi conectado a um



poligrafo (HEWLETT PACKARD 7754B SYSTEM de 4 canais) acoplado a um sistema
computadorizado de aquisicao de dados bioldgicos (BIOPAC), para permitir os registros das
variagoes de volumes ventilatorios dentro da camara, bem como da frequéncia respiratéria.
A calibracdo de volumes no interior da cdmara sem o animal foi feita através de uma seringa
com volume de 1 ml conectada a camara pletismografica. Através de um tubo rigido,
injecdes de 0,1 e 0,2 ml de ar foram feitas com o objetivo de se obter elevagdes de pressao
dentro da camara, similares aquelas observadas durante a ventilagdo normal do rato, as

quais foram utilizadas nos calculos dos volumes respiratoérios.

No inicio do periodo de registro, os animais foram mantidos dentro da cdmara por 15 a
20 minutos com a tampa aberta para permitir a sua adaptagao. A seguir foram realizados 5
periodos de registros por animal, sendo que cada um teve a duragdo de 5 minutos. Entre
estes periodos a camara foi aberta e assim permaneceu por 1 minuto para permitir a

renovagao do ar da camara.

O método de pletismografica de corpo inteiro esta baseado na Lei dos Gases;
PV=NRT, e descrita por Mallan (1973), onde o produto da pressao (P) e do volume (V) é

igual ao produto do numero de moléculas (N), constante dos gases (R) e temperatura (T).

O principio do método desta técnica baseia-se na variacdo de temperatura do ar
expirado pelo animal a cada ciclo respiratorio. Considerando-se um sistema fechado
isovolumétrico, bem como as constancias das variaveis N e R durante todo o periodo de
registro, as variagdes de temperatura na camara promovem alteragcées na pressao do ar
dentro da cdmara, o qual é detectado pelo transdutor de alta sensibilidade. As variagcbes de
temperatura sdo observadas porque a temperatura do ar nos pulmdes do animal (38°C) é
maior do que o ar que se encontra na camara (25°C). Assim, a cada ciclo respiratorio, um
volume de ar (Volume Corrente) é exalado na camara causando elevagdes correspondentes
na temperatura e na pressao do ar na camara. Assim, de forma mais resumida, as variagcoes

de pressdo na camara sao proporcionais as do volume corrente do animal, podendo entio



ser mensurado a partir dos registros efetuados. Além destes, podem também ser

quantificada a frequéncia respiratdria e a ventilagdo pulmonar.

Para as analises dos dados nao foi utilizado o primeiro periodo de registro, uma vez

que neste periodo o animal encontra-se em fase de adaptagao a cAmara (Mauad, 1992).



Figura 4: Camara pletismografica de corpo inteiro

9.0 — Calculos dos Valores Ventilatorios

Para a quantificacdo dos volumes respiratérios, varios parametros foram considerados,

de acordo com a seguinte equacao:

APy To Pb PcH,0

Ve =V~

APy  T°a  (Pb-—PcH,0) - T°. (Pb-PpH,0)

T%




Onde:
V¢ = volume de ar corrente (unidade = ml).
Vk = volume de ar injetado na camara através da seringa de calibragéo (0,1; 0,2 ml; etc.).

APy = variagcado de pressao dentro da camara, na presenga do animal. Este valor é obtido a
partir dos registros graficos e corresponde a um valor em centimetros de uma inspiragcéao ou
expiracdo. Para determinacdo deste, selecionou-se um segmento do registro onde o animal
encontrava-se em repouso e foi feita a média aritmética de aproximadamente 10 inspiragdes

ou expiracoes.

APk = é a variagao de pressao dentro da cAmara, sem o animal, causada pela inje¢gdo de um
volume conhecido de ar na camara, por ocasido da calibragdo do sistema. E um valor em

centimetros obtido nos registros graficos.

T°c = temperatura da cadmara em °K obtida no momento do registro, apds a adaptagao do

animal. Para isto, foi colocado um termémetro na parede interna da camara.

T°, = temperatura ambiente em °K, observada por um termémetro localizado nas

proximidades de onde foram feitos os registros.
T = temperatura do pulm&o do animal em °K (311 °K, Barttlet, 1971).
P, = pressao barométrica (unidade = TORR).

PcH.0 = pressao de vapor de agua na camara determinada em tabela a partir da T (°C) da

camara (unidade = TORR).

PpH,0 = pressao de vapor de agua dos pulmdes do animal determinada a partir da T (°C)

dos pulmdes (unidade = TORR).



10.0 — Fator de Correcao

Apds a obtencdo do volume corrente pelos calculos descritos acima, foi feita uma
correcao para desconsiderar o espaco fisico ocupado pelo animal dentro da cadmara, no

momento do registro.

O fator de correcdo foi utilizado para que outras variaveis ndo pudessem interferir e

desta forma alterar os valores, como por exemplo, o peso dos animais.

Onde:

VCAMARA - VRATO

Fator de Correcgéo =

Vcamara

VOLUME CORRENTE CORRIGIDO = Fator de Corregao. V.

Vcamara = Volume da cadmara sem o animal (unidade = mililitros).

VRrato = peso do animal (unidade = gramas).

11.0 — Outras Variaveis Ventilatorias Estudadas

e Frequéncia Respiratéria (FR): calculada a partir dos registros ventilatérios. Foi feita a

média aritmética dos 4 periodos de registros. Expressa em ciclos por minuto (cpm).




e Ventilacdo Pulmonar (VP): calculada pelo produto entre o volume corrente corrigido e
a frequéncia respiratéria. Os dados foram normalizados por kg de rato.
e Espaco morto (Ey): 0,5 mL (Jalde et al., 2010)

e Ventilacao alveolar (V,): calculada pela seguinte féormula = (Vc-En).FR

12.0 — Pesagem das camaras cardiacas

Ao final de cada protocolo experimental, ainda sob anestesia com hidrato de
cloral foi realizada uma abertura na linha média do térax do animal para permitir o
acesso e retirada do coragdo. As camaras cardiacas (ventriculos direito e esquerdo)
foram separadas e pesadas em balancga de precisdo (AND — GR-200).

O peso umido foi obtido ao final do experimento. Para a determinagao do peso
seco, as camaras foram mantidas em estufa a 100°c por um periodo de 24 horas
para sua desidratacdo e posteriormente pesadas. O peso das camaras foi corrigido

pelo peso corporal dos animais.

13.0 — Determinacao do indice pulmonar

A hipertrofia ventricular direita foi avaliada através da determinagdo do indice de
Fulton ou indice pulmonar. Segundo Fulton et al. (1952), na separagdo das camaras
cardiacas, o VD deve ser isolado do VE e septo, sendo que estes ultimos formam
um unico conjunto. Desta forma, este indice € calculado pela razdo entre o peso
seco do VD e o peso seco do VE + septo, ambos corrigidos pelo peso corporal, ou
seja, g/100g. Este indice tem sido utilizado em alguns estudos de HAP (Al-Ansari et

al., 2007).



14.0 — Bloqueios Autonémicos

O bloqueio autonbmico foi realizado com a finalidade de avaliarmos os
componentes simpaticos e parassimpaticos cardiacos, bem como auxiliar no
entendimento das alteracdes cardiovasculares observadas. Para tanto, foi realizado
o bloqueio dos adrenoceptores 1 com atenolol nas dose de (2mg/Kg) (IV) e dos
colinorreceptores muscarinicos com metil-atropina (2mg/Kg) (1V), e as alteracdes de
frequéncia cardiaca basal foram analisadas antes e apdés 15 minutos apds cada
bloqueio.

A avaliagcao do componente simpatico foi feita subtraindo-se o valor de FC apos
o bloqueio com o atenolol do valor da FC basal. Para o componente parassimpatico,
subtraiu-se o valor de FC obtido apdés o bloqueio combinado de atenolol + metil-

atropina do valor de FC obtido apds o bloqueio com atenolol.

15.0 — Gasometria

Ao final dos experimentos, uma pequena aliquota de sangue (0,2 ml) arterial foi
retirada através da canula arterial do animal através de uma seringa previamente
heparinizada para que fossem realizadas as analises de PaO,, PaCO,, bicarbonato
de sodio (HCOs3’), pH e % de saturagdo da hemoglobina. As analises foram
realizadas no aparelho (Radiometer Copenhagen ABL555) no Hospital Universitario

Cassiano Antdnio Moraes (HUCAM) no Laboratério de Urgéncia.

16.0 — Histologia
Os animais foram sacrificados com uma superdosagem de anestésico (hidrato de
cloral) e os seus pulmdes foram retirados. Apdés o procedimento de retirada dos

pulmdes, os mesmo foram perfundidos pela traqueia passivamente por gravidade



(50 cm de altura) com formol tamponado a 10%. Foram realizados cortes no Iébulo
médio do pulm&o direito, na qual foram adicionados em cassete, desidratados em
etanol e incluidos em parafina para microtomia. Em seguida foram realizados cortes
de 6 um e corados com hematoxilina/eosina (HE). As imagens foram capturadas em
microscopio trinocular ZEISS AXIOSTAR acoplado a camara digital MDC200. As
imagens foram capturadas com objetivas de 5X, 10X e 40X. Foram tomados
aleatoriamente 6 campos microscopicos para avaliar a morfometria dos ramos das
artérias pulmonares. A espessura da parede, didmetro externo (2x a espessura da
parede + lumen) e o didmetro do Iumen foram tomadas diretamente as
fotomicrografias de uma escala com o0s mesmos aumentos (5x e 40x) da
fotomicrografias do pulm&o. Para avaliarmos a espessura da parede vascular foram
utilizados os valores, em micrometros, tomados das fotomicrografias de 40x.
entretanto, estes valores de espessura e lumen foram corrigidos pelo valor do
diametro externo dos vasos.

A contagem de vasos pulmonares terminais muscularizados junto aos sacos
alveolares foi feita diretamente em fotomicrografias tomadas de 5x. Foram contados

ramos arteriais que apresentaram a muscular evidente.

17.0 — Drogas e substancias utilizadas
e Monocrotalina (Sigma, St. Louis, EUA).
e Captopril (DEG , india).
e Losartan (DEG, india).
e Atenolol (Sigma, St. Louis, EUA).
o Metil-Atropina (Sigma, St. Louis, EUA).

e Heparina (Liquemine, Roche, RJ, Brasil).



¢ Hidrato de Cloral (Merck, Brasil).

¢ Solugéo Fisiologica (salina, 0,9%).

18.0 — Analises Estatisticas

Os dados foram expressos como Média + EPM. A analise estatistica foi
realizada através do método de Analise de Varidancia (ANOVA) com medidas
repetidas de duas vias com pos hoc de Tukey. As significancias estatisticas foram

fixadas em p<0,05.



RESULTADOS



1.0 — Avaliagées hemodinamicas

Nos graficos e tabelas a seguir apresentamos os dados obtidos em ratos Wistar e SHR
induzidos inicialmente a HAP através do tratamento com MCT (barras hachuradas) e seus
respectivos controles tratados com salina (barras solidas). Estes animais também foram
submetidos ao tratamento com o inibidor da ECA, captopril (CPT), ou ao bloqueador do

receptor AT, losartan (LOS) ou com o veiculo (agua) como controle (CON).

Na figura 5 apresentamos os valores de PAM e FC dos grupos estudados. Podemos
observar inicialmente que os animais SHR controle do presente estudo (SHR-CON-SAL),
nao submetidos a HAP ou inibidores de ECA, apresentaram valores basais de PAM
significantemente maiores que o grupo WIS-CON-SAL (166+2 vs 9411 mmHg, p<0,01)

(figura 5).

Podemos observar também que o tratamento com captopril reduziu significativamente a
PAM destes grupos para valores normais (WIS-CPT-MCT= 94+1 e SHR-CPT-MCT= 971
mmHg, respectivamente), assim como do grupo SHR-CPT-SAL (9612 mmHg), mas nao

alterou significativamente os valores do grupo WIS-CPT-SAL (97+2 mmHg).

O tratamento com losartan por sua vez, apresentou resultados semelhantes ao captopril, ou
seja, normalizou os valores de PAM do grupo WIS tratados com MCT (WIS-LOS-MCT=
1016 mmHg) e SHR tratado com MCT e salina (SHR-LOS-MCT= 105t4 mmHg e SHR-
LOS-SAL= 1043 mmHg). O tratamento com losartan nao alterou significativamente os

valores de PAM no grupo WIS-LOS-SAL (97+1 mmHg).

Em relagdo a FC (figura 5B), observamos que o tratamento com MCT promoveu um
significativo aumento nos valores dos grupos WIS-CON-MCT= 411x9 bpm e SHR-CON-
MCT= 465114 bpm em relagdo aos respectivos grupos controles tratados com salina (WIS-
CON-SAL= 35516 bpm e SHR-CON-SAL= 41119 bpm), os quais foram normalizados apds o

tratamento com captopril (WIS-CPT-MCT= 353+8 bpm e SHR-CPT-MCT= 363+7 bpm).



Observamos também que o captopril ndo alterou os valores basais de FC nos grupos

tratados com salina, WIS-CPT-SAL (35946 bpm) e SHR-CPT-SAL ( 36016 bpm).

Resultados semelhantes foram observados com o tratamento com losartan nos grupos WIS-
LOS-SAL (3644 bpm), WIS-LOS-MCT (37514 bpm) e SHR-LOS-SAL (364t4) bpm, WIS-

LOS-MCT (375+4 bpm), SHR-LOS-SAL (3714 bpm) e SHR-LOS-MCT (364+7 bpm).
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Outros dados hemodinadmicos estdo apresentados na tabela |. Podemos observar que o
tratamento com MCT aumentou significativamente os valores de PAS, PAD nos grupos WIS-
CON-MCT e SHR-CON-MCT em relagao aos grupos tratados com salina (WIS-CON-SAL e
SHR-CON-SAL, respectivamente), os quais foram normalizados apds os tratamentos com
captopril ou losartan, inclusive os grupos SHR tratados com salina (SHR-CPT-SAL e SHR-

LOS-SAL).






Tabela | - Valores de PAS (mmHg), PAD (mmHg), PP (mmHg) e LPA (mmHg), dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT, SHR-CON-SAL, SHR-CON-
MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-MCT.

WIS-CON SHR-CON WIS-CPT SHR-CPT WIS-LOS SHR-LOS

SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL MCT

PAS (mmHg) 121£2 139+3**  184+4% 20744 11741 114+2" 12642 123+3"" 124+1 129+6™> 128+3” 121+2"
PAD (mmHg) 831  91#1*  128+3% 148+3*" 79+1  82+4™ 862" 89+2" 87+2  89+3" 903" 91+2™

PP (mmHg)  38+2 47,7+1* 56+£3*  58+3"  43+1  39+3"  43+4" 38+2" 45+5  40+5™  39+4™ 432"

Os valores representam a média + EPM. **p<0,01, diferenga significativa em relagdo aos grupos controles. ##p<0,01 diferenca significativa em relagao ao
grupo WIS-CON-MCT. *"p<0,01 diferenca significativa em relagdo ao grupo SHR-CON-MCT. &p<0,05 diferencga significativa em relagdo ao grupo WIS-CPT-
MCT. #*p<0,01 diferenga significativa em relagéo ao grupo WIS-CON-SAL. bbp<0,01 diferenca significativa em relagcdo ao grupo SHR-CON-SAL. Estatistica:

Analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) de duas vias com pos hoc de Tukey.



Na tabela Il apresentamos os dados dos pesos das camaras cardiacas. Observamos
inicialmente que os grupos WIS-CON-MCT e SHR-CON-MCT apresentaram perda de peso
corporal em relagdo aos seus respectivos grupos controles tratados com salina. Podemos
observar também que houve um significativo aumento nos pesos seco e umido de VD
corrigido nos grupos WIS-CON-MCT e SHR-CON-MCT em relacdo aos respectivos grupos

tratados com salina.

O tratamento com captopril, por sua vez, normalizou os valores de VD de ambos os grupos

WIS e SHR tratados com MCT (WIS-CPT-MCT e SHR-CPT-MCT).

O tratamento com losartan também reduziu os valores de VD, no entanto os mesmo nao
foram normalizados no grupo SHR-LOS-MCT quando comparado com o grupo SHR-LOS-

SAL e o grupo WIS-CON-SAL.






Tabela Il - Peso corporal (g), peso tmido do VD (mg), Peso Umido VD corrigido (mg/g), Peso Seco VD (g), Peso Seco VD corrigido (mg/g), Peso Umido VE
(mg), Peso Umido VE corrigido (mg/g), Peso Seco VE (mg), Peso Seco VE corrigido (mg/g) dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT, SHR-CON-SAL,
SHR-CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-MCT.

WIS-CON SHR-CON WIS-CPT SHR-CPT WIS-LOS SHR-LOS

SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL mMCT SAL MCT SAL mMCT
Peso Corporal (g) 292+3 228+2* 230%0,5 224+1* 293+2 249+1* 261+5 251+2* 292+3 251+2* 24942 249+6
PESO UMIDO
VD (mg) 19941 32146** 20242 38249+ 20041 204+4* 198+1 192+4* 199+1 205+3% 2011 23541 0*+""5
VD corrigido (mg/g) 0,7£0,04  1,4#0,02** 0,87£0,01% 1,7+0,02***%  0,7+0,01 0,8+0,02% 0,76+0,01 0,760,01" 0,740,01 0,8+0,01% 0,8+0,02 0,93+0,03**"*S
VE (mg) 790+4 791+4 79841 767+11 8056 790+4 790+4 78945 79546 790+4 789+10 794+2
VE corrigido (mg/g) 2,740,02  3,4+0,01*  3,5¢0,01*  3,440,01*  2,7+0,02" 3+0,02% 3+0,06™ 3+0,03""° 2,74¢0,05%  2,7+0,01* 30,01 3+0,06™*
PESO SECO
VD (mg) 96,3+1 21446** 95+1 265+17** 96,5+1 96,5+1% 95,3+1 95,8+0,5" 961 97+1™ 961 139gr+aatrss
VD corrigido (mg/g) 0,33+0,01 0,94+0,02** 0,43%0,01® 1,2+0,04* 0,32+0,01  0,38+0,01™  0,36+0,01 0,38+0,01""  0,32+0,01  0,38+0,01 0,39+0,01  0,55+0,03*"*%
VE (mg) 211%3 2748  253+2,3% 263+8% 214+3 213+3% 213+3 214%3™ 21243 213+2% 213+4 213x5™
VE corrigido (mg/g) 0,72#0,01 1,2¢0,03*  1,1+0,01* 1,17+0,01® 0,73+0,01™ 0,85+0,01** 0,81+0,01"™ 0,85+0,017"™ 0,73+0,01™ 0,84+0,01°* 0,87+0,01%"*®  0,85+0,017""®

Os valores representam a média + EPM. **p<0,01 diferenga significativa em relagdo aos grupos controles. *p<0,05 diferencga significativa em relagdo aos

grupos controles. ##p<0,01 diferenca significativa em relagéo ao grupo WIS-CON-MCT. ""p<0,01 diferenca significativa em relagéo ao grupo SHR-CON-MCT.

&&p<0,05 diferenca significativa em relagéo ao grupo WIS-CPT- MCT. #**p<0,01 diferenca significativa em relagéo ao grupo WIS-CON-SAL. bbp<0,01 diferenca

significativa em relagao ao grupo SHR-CON-SAL. Estatistica: Analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) de duas vias com pos hoc de Tukey.






2.0 - Determinagao do indice pulmonar

Na figura 6, estdo representados os valores de indice pulmonar dos animais estudados. O
indice pulmonar é determinado pela razao do peso do VD seco corrigido pelo peso do VE

seco mais o septo corrigido e € indicativo da instalagdao da HAP nos animais.

Podemos observar um significativo aumento no indice pulmonar nos animais WIS e SHR
tratados com monocrotalina (WIS-CON-MCT= 0,787+0,03 e SHR-CON-MCT= 110,03) em
relacdo aos seus respectivos grupos controles (WIS-CON-SAL= 0,456+0,04 e SHR-CON-

SAL= 0,39+0,031).

Observamos também que o tratamento com captopril normalizou o indice pulmonar (WIS-

CPT-MCT= 0,453+0,006 e SHR-CPT-MCT= 0,447+0,006).

Deve ser ressaltado, contudo, que no grupo SHR-LOS-MCT, embora tenha sido observada
uma atenuagdo no indice pulmonar (SHR-LOS-MCT= 0,65+0,04), seus valores
permaneceram significativamente maiores que o respectivo grupo controle (SHR-LOS-SAL=
0,45+0,004), assim como em relagao ao grupo WIS-CON-SAL (0,45+0,007) e SHR-CPT-

MCT (0,44+0,006).
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Figura 6. Valores de indice pulmonar dos animais dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT, SHR-
CON-SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-
LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-MCT. **p<0,01 (diferenga significativa de cada
grupo com seu controle), ##p<0,01 (diferenga significativa em relagdo ao grupo WIS-CON-MCT, “p
<0,01 (diferenca significativa em relagdo ao grupo SHR-CON-MCT, $$p<0,01 (diferenca significativa
em relagdo ao grupo SHR-CPT-MCT, *p<0,01 (diferenga significativa em relagdo ao grupo WIS-
CON-SAL). Estatistica: Analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) de duas vias com pos
hoc de Tukey.



3.0 — Medidas das pressoes intraventriculares e atriais’

Na figura 7 apresentamos os valores de PS max de VD dos grupos estudados.
Podemos observar inicialmente que o tratamento com MCT promoveu um
significativo aumento nos grupos WIS-CON-MCT (513 mmHg) e SHR-CON-MCT
(5912 mmHg) quando comparados com seus grupos controles WIS-CON-SAL

(23+0,9 mmHg) e SHR-CON-SAL (24+0,9 mmHg).

O tratamento com captopril por sua vez, normalizou os valores de PS max de VD

dos grupos WIS-CPT-MCT (2240,4 mmHg) e SHR-CPT-MCT (23+0,7 mmHg).

Resultados similares foram observados com o tratamento com losartan no grupo
WIS-LOS-MCT (24+1 mmHg), porém no grupo SHR-LOS-MCT, embora tenha sido
observada uma atenuagédo, seus valores permaneceram significativamente maiores
que o grupo SHR-LOS-SAL (22+1 mmHg), SHR-CPT-MCT (2310,7 mmHg) e o

grupo WIS-CON-SAL (23+0,9 mmHg).

"No apéndice 1 apresentamos registros tipicos ilustrativos de ondas atriais de alguns animais deste
estudo.
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Figura 7. Valores PS Max VD dos animais dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT, SHR-CON-
SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-LOS-
SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-MCT. **p<0,01 (diferenca significativa de cada
grupo com seu controle), #p<0,01 (diferenca significativa em relagdo ao grupo WIS-CON-MCT,
"p<0,01 (diferenga significativa em relagdo ao grupo SHR-CON-MCT, $$p<0,01 (diferenca
significativa em relagéo ao grupo SHR-CPT-MCT. **p<0,01 (diferenga entre o grupo WIS-CON-SAL).
Estatistica: Analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) de duas vias com pos hoc de

Tukey.
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Na figura 8 estado representados os valores de onda atriais “a”, “c” e “v”.

Observamos inicialmente que o tratamento com MCT nos grupos WIS-CON-MCT e
SHR-CON-MCT promoveu um aumento significativo nos valores destas ondas atriais

em relagao aos seus respectivos controles WIS-CON-SAL e SHR-CON-SAL .

Observamos também que novamente o tratamento com captopril ou losartan
normalizou estes valores, contudo as ondas “a” e “c” do grupo SHR-LOS-MCT,
apesar de ser observada uma atenuacdo, seus valores permaneceram

significativamente maiores que o grupo SHR-LOS-SAL e o grupo SHR-CPT-MCT.
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Figura 8. Valores de pressdo da onda “a” (A), onda “c” (B) e onda “v” (C) do atrio direito dos animais
dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT, SHR-CON-SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-
CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-SAL e SHR-
LOS-MCT. **p<0,01 (diferenca significativa de cada grupo com seu controle), #p<0,01 (diferenca
significativa em relagdo ao grupo WIS-CON-MCT, "*p<0,01 (diferenca significativa em relagdo ao
grupo SHR-CON-MCT), $$p<0,01 (diferenga significativa em relagdo ao grupo SHR-CPT-MCT.
#p<0,01 (diferenga entre o grupo WIS-CON-SAL). Estatistica: Andlise de varidncia para medidas
repetidas (ANOVA) de duas vias com pos hoc de Tukey.



Na tabela Ill apresentamos os valores das pressdes ventriculares de VD dos grupos

estudados.

Podemos observar que o tratamento com MCT promoveu um significativo aumento de PDI,
PDF, dP/dT(+) e dP/dT(-) nos grupos WIS-CON-MCT e SHR-CON-MCT quando
comparados com grupo controle WIS-CON-SAL e SHR-CON-SAL. Observamos que o

tratamento com captopril e losartan normalizou estes valores.



Tabela lll - Valores de PDI de VD (mmHg), PDF de VD (mmHg), dP/dT(+) de VD (mmHg/s) e dP/dT(-) de VD (mmHg/s) dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-
CON-MCT, SHR-CON-SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-

SAL e SHR-LOS-MCT.

VD WIS-CON SHR-CON WIS-CPT SHR-CPT WIS-LOS SHR-LOS
SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL MCT
PDI (mmHg) -1,5+0,1 5+0,3** -1,6+£0,06  5,3+0,4* -1,50,1 -1,610,15 -1,420,1 -1,4£0,2"  -1,3+0,1 -1,110,2% -1,2+0,2 -1,3+0,1™
PDF (mmHg) 60,4 16+1,5™* 71 20+1,2** 70,4 71" 7,520,2 7,1£0,4™ 6,5+0,4 6+0,2" 7%0,2 9+0,2++"*%

dP/dT(+) (mmHg/s)  1746+67  2870+66**  1901+24  2754+88**  1749+57  1798+113"%  1800+63 1700+65" 175886  1811+93"  1828+100  2000+24"*

dP/dT(-) (mmHg/s) -1811+56 -1559+54** -1857+21 -1524+309** -1813%56 -1920+50° -1911+65 -2033+50"" -1937+31 -1817+-52" _1785+75 -1600£34**"*%

Os valores representam a média £+ EPM. ** p<0,01, diferenga significativa em relagdo aos gru$pos controles. p<0,01 diferenca significativa em relagao ao
grupo WIS-CON-MCT . *"p<0,01 diferenga significativa em relagéo ao grupo SHR-CON-MCT. s p<0,01 diferenga significativa em relagéo ao grupo SHR-CPT-
MCT. Estatistica: Andlise de varidncia para medidas repetidas (ANOVA) de duas vias com pos hoc de Tukey.



Na figura 9 estao representados os valores de PS Max de VE dos grupos estudados.

Observamos inicialmente que o grupo SHR-CON-SAL (152+3 mmHg) apresentou valores

significativamente maiores quando comparado com o grupo WIS-CON-SAL (115£6 mmHg).

Observamos também que o tratamento com MCT no grupo SHR-CON-SAL (160+4 mmHg)
aumentou significativamente os valores de PS Max em ralagdo ao seu grupo controle SHR-

CON-SAL (152+3 mmHg).

O tratamento com captopril e losartan normalizou os valores de PS Max de VE dos grupos
SHR-CPT-SAL (12025 mmHg) e SHR-LOS-SAL (12246 mmHg), porém, nao alterou
significativamente os valores destes grupos quando tratados com MCT (SHR-CPT-MCT=

119+6 mmHg e SHR-LOS-MCT= 123+6 mmHg).

Estes tratamentos também nao alteraram os valores dos grupos Wistar, exceto no grupo
WIS-CPT-MCT (11345 mmHg) em ralagdo ao seu determinado grupo controle WIS-CON-

MCT (119+2 mmHg).
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Figura 9. Valores PS Max VE dos animais dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT, SHR-CON-
SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-LOS-
SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-MCT. **p<0,01 (diferenca significativa de cada
grupo com seu controle), #p<0,01 (diferenca significativa em relagdo ao grupo WIS-CON-MCT,
"p<0,01 (diferenca significativa em relacdo ao grupo SHR-COM-MCT, **p<0,01 (diferenca entre o
grupo WIS-CON-SAL), ®p<0,01 (diferenca entre o grupo SHR-CON-SAL). Estatistica: Andlise de
variancia para medidas repetidas (ANOVA) de duas vias com pos hoc de Tukey.



Na tabela 4 apresentamos os valores de pressao ventricular do VE dos grupos estudados.
Podemos observar que o tratamento com a MCT nos grupos WIS-CON-SAL e SHR-CON-
SAL aumento significativamente os valores de PDI, PDF, dP/dT (+) e dP/dT (-) em relagao
aos seus respectivos grupos controles WIS-CON-SAL e SHR-CON-SAL. Observamos

também que o tratamento com captopril ou losartan por sua vez normalizou estes valores.






Tabela IV - Valores de PDI de VE (mmHg), PDF de VE (mmHg), dP/dT(+) de VE (mmHg/s) e dP/dT(-) de VE (mmHg/s) dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-
CON-MCT, SHR-CON-SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-
SAL e SHR-LOS-MCT.

VE WIS-CON SHR-CON WIS-CPT SHR-CPT WIS-LOS SHR-LOS
SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL MCT
PDI (mmHg) -1,2620,05 -0,4+0,05** -1,34+0,14 -0,17x0,07** -1,26+0,05 -1,31i0,05ﬂ -1,26+0,07 -1,36+0,04™  -1,380,1 -1,3510,1ﬂ -1,24+0,01 -1,2810,02”%r
PDF (mmHg) 13+1 202" 15+0,7 21+1,2** 11,2+0,6 11£0,7% 11,5+0,7 11+0,8" 12+0,5 12,4£0,2" 12+0,3 12,3+0,21™"

dP/dT(+) (mmHg/s)  6625+87 8542+99**  7571x60™ 8590+99** 6625487 6755£101™ 6828+89 6925:90™" 6764116 6568+116™ 6754+110 67941£114™

dP/dT(-) (mmHg/s) -6748+164 -5957+99** -7714+-99%  -6886+98** -6748+99  -6806%-100" -6598+164 -6748+150"" -6896+90 -6883+98"  -6773+90 -6899+94"

Os valores representam a média + EPM. **p<0,01, diferenga significativa em relagdo aos grupos controles. ##p<0,01 diferenca significativa em relagdo ao
grupo WIS-CON-MCT. **p<0,01 diferenca significativa em relagéo ao grupo SHR-CON-MCT. $$p<0,01 diferenca significativa em relagdo ao grupo SHR-CPT-
MCT. Estatistica: Analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) de duas vias com pos hoc de Tukey.



4.0-Avaliagoes ventilatorias

Na figura 10 estdo repredentados os valores de FR e VC. Observamos inicialmente que o
tratamento com MCT promoveu um aumento significativo dos valores de FR nos grupos
WIS-CON-MCT (15048 cpm) e o grupo SHR-CON-MCT (21619 cpm) quando comparados
com seus respectivos controles WIS-CON-SAL (121+5 cpm) e SHR-CON-SAL (13942 cpm).
E importante salientar que o grupo SHR-CON-MCT (216+9 cpm) obteve valores
significantemente maiores quando comparados também ao grupo WIS-CON-MCT (15018

cpm).

Podemos observar que o tratamento com captopril ou losartan normalizou estes valores, no
entanto, o grupo SHR-LOS-MCT (13515 cpm) apresentou valores significantemente maiores
de FR quando comparados aos grupos WIS-CON-SAL(121+5 cpm) e SHR-LOS-SAL (120+3

cpm).

Em relagdo ao V¢, resultados similares foram observados. Ressalta-se contudo que o grupo
SHR-CON-SAL apresentou valores significantemente maiores em relagdo ao grupo WIS-

CON-SAL.

Efeitos similares deste tratamento também foram observados em relacdo a ventilagdo

pulmonar e a ventilagao alveolar.
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Figura 10. Valores de FR (A) e V¢ (B) dos animais dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT, SHR-
CON-SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-
LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-MCT). **p<0,01 (diferenga significativa de
cada grupo com seu controle), ##p< 0,01 (diferenca significativa em relagao ao grupo WIS-CON-MCT,
"*p <0,01 (diferenca significativa em relagéo ao grupo SHR-CON-MCT. **p<0,01 diferenca significativa
em relagcéo ao grupo WIN-CON-SAL. bbp<0,01 diferenca significativa em relagdo ao grupo SHR-CON-
MCT. $$p<0,01 (diferenca significativa em relagdo ao grupo SHR-CPT-MCT. Estatistica: Analise de
varidncia para medidas repetidas (ANOVA) de duas vias com pos hoc de Tukey.
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Figura 11. Valores de Vmin (A) e V, (B) dos animais dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT,
SHR-CON-SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT,
WIS-LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-MCT). **p< 0,01 (diferenga significativa
de cada grupo com seu controle), #p<0,01 (diferenca significativa em relacdo ao grupo WIS-CON-
MCT, *"p<0,01 (diferenga significativa em relagdo ao grupo SHR-CON-MCT. **p<0,01 diferenca
significativa em relagdo ao grupo WIN-CON-SAL. bbp<0,01 diferencga significativa em relagdo ao grupo
SHR-CON-SAL. $$p<0,01 (diferenca significativa em relagdo ao grupo SHR-CPT-MCT. Estatistica:
Andlise de varidncia para medidas repetidas (ANOVA) de duas vias com pos hoc de Tukey.



5.0 — Avaliagbes gasométricas

Na figura 12 estao representados os valores de PaO, e PaCO..

Podemos observar que o tratamento com MCT promoveu uma diminuigdo (hipoxia)
significativa de PaO, nos animais WIS-CON-MCT (902 mmHg) e SHR-CON-MCT (8212
mmHg) quando comparados com seus respectivos controles WIS-CON-SAL (97+1 mmHg) e

SHR-CON-SAL (96+1 mmHg).

Apoés o tratamento com captopril, observamos que os valores de PaO, dos grupos WIS-

CPT-MCT (97£1 mmHg) e SHR-CPT-MCT (97+2 mmHg) se normalizaram.

O tratamento com losartan por sua vez normalizou os valores de PaO, no grupo WIS-LOS-
MCT (95t1 mmHg), mas nado no grupo SHR-LOS-MCT (90+3 mmHg), o qual mostrou
valores significantemente menores de PaO, quando comparados com os grupos WIS-CON-

SAL (97£1 mmHg) e SHR-LOS-SAL (96+1 mmHg).

Em relacdo a PaCO, (figura 8B), observamos inicialmente que o tratamento com MCT
promoveu um aumento significativo de PaCo, (hipercapnia) nos grupos WIS-CON-MCT
(43+1 mmHg) e SHR-CON-MCT (49+1 mmHg) em relagdo aos seus respectivos grupos

controles WIS-CON-SAL (3611 mmHg) e SHR-CON-SAL (37+1 mmHg).

Apos o tratamento com captopril, os valores de PaCO, foram normalizados nos grupos WIS-

CPT-MCT (37£1 mmHg) e SHR-CPT-MCT (38+2 mmHg).

O tratamento com losartan por sua vez normalizou os valores no grupo WIS-LOS-MCT
(37£2 mmHg), mas ndo no grupo SHR-LOS-MCT (42+1 mmHg), o qual permaneceu
significativamente elevado em relagdo ao grupo WIS-CON-SAL (361 mmHg), SHR-CPT-

MCT (38+2 mmHg) e SHR-LOS-SAL (36+1 mmHg).
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Figura 12. Valores de PaO, (A) e PaCO, (B) dos animais dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT,
Tukey.

SHR-CON-SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR
cada grupo com seu controle), ##p<0,01 (diferenca significativa em relagdo ao grupo WIS
""p<0,01 (diferenga significativa em relagdo ao grupo SHR-CON-MCT. **p<0,01 diferenca significativa

WIS-LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-MCT). **

em relacdo ao grupo WIN-CON-SAL.



Na figura 13 estao representados os valores de Saturagdo da hemoglobina, HCOj3 e pH.

Observamos na figura 13 A que o tratamento com MCT nos grupos WIS-CON-MCT (9411 %
Hb) e SHR-CON-MCT (93+1 % Hb) causou diminuig&o significativa dos valores de saturacéo
quando comparados com seus respectivos controles WIS-CON-SAL (98t1 % Hb) e SHR-
CON-SAL (9811 % Hb).observamos inicialmente que o tratamento com captopril ou losartan

normalizou os valores de saturacéo.

O grupo SHR-LOS-MCT  apresentou diminuicdo significante de saturagcdo quando
comparado ao grupo WIS-CON-SAL (98+1 % Hb), o grupo SHR-LOS-SAL (98+1 % Hb) e 0

grupo SHR-CPT-MCT (98+2 % Hb).

Na figura 13 B estéo representados os valores de HCO;'.

Podemos observar que o tratamento com MCT aumentou significativamente os valores de
HCOj3; nos grupos WIS-CON-MCT (46+1 mmol/L) e SHR-CON-MCT (46+1 mmol/L) quando
comparados com seus respectivos grupos WIS-CON-SAL (35+0,3 mmol/L) e SHR-CON-SAL

(36+0,3 mmol/L).

O tratamento com captopril ou losartan normalizou esta variavel nos grupos estudados.

Na figura 13 C, estado representados os valores de pH.

Observamos inicialmente que o tratamento com MCT diminuiu os valores de pH nos grupos
WIS-CON-MCT (7,35+0,0025) e SHR-CON-MCT (7,35+0,001) quando do comparado com
seus respectivos controles WIS-CON-SAL (7,4+0,005) e SHR-CON-SAL (7,4+0,01). Apds o
tratamento com captopril ou losartan os animais tiveram seus valores normalizados, no
entanto, os animais do grupo SHR-LOS-MCT apresentou diminui¢ao significativa de pH
(7,391£0,003), quando comparado com seus respectivos controle SHR-LOS-SAL

(7,42+0,003), o grupo SHR-CPT-MCT (7,41£0,012) e o grupo WIS-CON-SAL (7,4+0,005).
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Figura 13. Valores de porcentagem de saturagdo da hemoglobina (A), HCO; (B) e pH (C) dos

animais dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT, SHR-CON-SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-
SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-

p<0,01 (diferenga significativa de cada grupo com seu controle), #p<0,01

(diferenca significativa em relagéo ao grupo WIS-CON-MCT, *"p<0,01 (diferenca significativa em

SAL e SHR-LOS-MCT. **

relagéo ao grupo SHR-CON-MCT. **p<0,01 diferenca significativa em relagéo ao grupo WIN-CON-

SAL. $$p<0,01 (diferencga significativa em relagédo ao grupo SHR-CPT-MCT. Estatistica: Analise de

variancia para medidas repetidas (ANOVA) de duas vias com pos hoc de Tukey.



6.0 — Bloqueios autonémicos

Na figura 14 apresentamos os valores de FC obtidos antes e apds os bloqueios
autonémicos com atenolol e metil-atropina, representando uma estimativa da

atividade simpatica e parassimpatica destes animais.

Podemos observar inicialmente (figura 14 A) que os animais do grupo WIS-CON-
SAL apresentam valores normais de tonus simpatico e tdnus parassimpatico, ou
seja, uma predominancia do ténus parassimpatico em relagdo ao ténus simpatico. O
grupo SHR-CON-SAL apresentou por sua vez, o tdbnus simpatico significativamente
elevado e também uma redugdo significativa do ténus parassimpatico, quando

comparado ao grupo WIS-CON-SAL.

Apos a administragdo de MCT, tantos os animais do grupo wistar e SHR tiveram
inversdes significativas no controle autondmico cardiaco, ou seja, aumento do ténus

simpatico e diminuigdo do tbnus parassimpatico.

O tratamento com captopril (figura 14 B) reverteu as alteragdes causadas pela MCT,
ou seja, normalizou o ténus simpatico e parassimpatico cardiaco nos animais Wistar

e SHR tratados com captopril e MCT.

O tratamento com losartan por sua vez (figura 14 C) normalizou a atividade do
componente autondmico, ou seja, simpatico e parassimpatico dos animais wistar. No
entanto, os animais do grupo SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-MCT apresentaram
valores significantemente aumentados de tonus simpatico e diminuigdo de ténus

parassimpatico em relagao ao grupo SHR-CPT-MCT e do grupo WIS-CON-SAL.
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Figura 11 - Valores de alteracdo da frequéncia cardiaca médiante admimisiracad de atenoldl € metil-atropina dos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT, SHR-
CON-SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-
MCT. B=basal; A=atenolol; A+M=atenolol + metil-Atropina.

Tabela V- Valores de FC apods a administragdo de atenolol e atenolol + metil-atropina nos grupos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT, SHR-CON-SAL, SHR-
CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-MCT.

Os valores representam a média + EPM. **p<0,01, diferenga significativa em relagdo aos grupos controles. ##p<0,01 diferenca significativa em relagao ao

WIS-CON SHR-CON WIS-CPT SHR-CPT WIS-LOS SHR-LOS
AFC
SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL MCT SAL MCT
Apés Atenolol  -30%3  -100+4** -98+14™  -120&7**  -20+4™ .24%11* -38+3°°" 604" 24%12%  46x12%* 62480 8814739

Apo6s Atenolol+
15019  30%3**  100#£9*®  17+4** 10013 160+8™ 120210°°""  118+9°""*  104+11™ 154+7"  105:8%"* 11049%2+*$$

metil atropina

grupo WIS-CON-MCT. "p<0,01 diferenca significativa em relagéo ao grupo SHR-CON-MCT. $$p<O,O1 diferencga significativa em relagdo ao grupo SHR-CPT-
MCT. **p<0,01 diferenga significativa em relagdo ao grupo WIS-CON-SAL. bbp<O,O1 diferenga significativa em relagdo ao grupo SHR-CON-SAL Estatistica:
Analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) de duas vias com pos hoc de Tukey.



7.0 — Avaliagdes histolégicas

Figura 15. Hipertrofia da camada média dos ramos musculares da artéria pulmonar em ratos
wistar (C e D) e ratos SHR (G e H) tratados com dose unica (60 mg/kg), subcuténea, de
monocrotalina e eutanasiados trés semanas apos o tratamento. As figuras Ae Be Ee F
mostrath pulmdes de ratos que receberam injecédo de salina (A e B, ratos wistar e E e F ratos
SHR). As setas indicam os ramos musculares ao lado de bronquiolos (b). As barras indicam

50 um. (Coloragao: hematoxilina e eosina).
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Figura 16. Efeito do tratamento com captopril em ratos wistar e SHR com hipertensao
pulmonar induzida pela injegdo de monocrotalina (60 mg/kg, via subcutanea). Observar a
dilatacdo dos vasos pulmonares inclusive dos ramos terminais da artéria pulmonar (setas),
nos animais controle tratados s6 com captopril (A e B, WIS-CPT-SAL ;F e G SHR-CPT-
SAL). Nos animais wistar ou SHR, tratados com monocrotalina e depois com captopril,
observar reducao da hipertrofia da camada média dos ramos musculares da artéria
pulmonar (setas) junto aos bronquiolos (b), as quais apresentam espessura da parede
semelhante as do grupo controle captopril (C e D, WIS-CPT-MCT; G e H, SHR-CPT-MCT).

As barras indicam 50 um. Coloragao: hematoxilina e eosina
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Figura 17. Efeito do tratamento com losartan em ratos wistar e SHR com hipertenséo
pulmonar induzida pela inje¢do de monocrotalina (60 mg/kg, via subcutanea). Observar a
dilatagdo dos vasos pulmonares inclusive dos ramos terminais da artéria pulmonar
(setas), nos animais controle tratados sé com losartan (A e B, WIS-LOS-SAL ;F e G SHR-
LOS-SAL). Nos animais wistar ou SHR, tratados com monocrotalina e depois com
losartan, observar reducdo da hipertrofia da camada média dos ramos musculares da
artéria pulmonar (setas) junto a bronquiolos (b), as quais apresentam espessura da
parede semelhante as do grupo controle losartan (C e D, WIS-LOS-MCT; G e H, SHR-
LOS-MCT). As barras indicam 50 um. Coloragdo: hematoxilina e eosina.
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Figura 18. Detalhe dos ramos terminais da artéria pulmonar em ratos Wistar e SHR que
receberam monocrotalina (60mg/kg por via subcutanea) ou salina (grupos controle) e
tratados trés semanas apds, durante duas semanas com captopril ou losartan
administrados na agua de beber. Observar os vasos dilatados, com parede muito fina,
nos animais controle que receberam somente salina (A: ratos Wistar e B: ratos SHR).
Nos animais que receberam monocrotalina e ndo foram tratados com captopril ou
losartan, os ramos terminais da artéria pulmonar apresentam desenvolvimento de
camada muscular evidente (WIS-CON-MCT e D: SHR-CON-MCT). Nos animais que
receberam a monocrotalina e foram tratados ou com captopril ou com losartan ha uma
evidente redugdo na muscularizagdo dos ramos terminais da artéria pulmonar. (E: WIS-
CPT-MCT; F: SHR-CPT-MCT; G: WIS-LOS-MCT e H: SHR-LOS-MCT). As barras

indicam 50 um. Coloracdo: hematoxilina e eosina.






Na figura 19 estao representados os valores histoldgicos de relagédo entre a parede e o

didmetro externo (%) (A), relacao entre DI e DE (%) (B) e a relagdo parede lumen (C).

Podemos observar inicialmente que a relagdo da parede sobre o DE em porcentagem
(19 A) dos animais tratados com MCT, ou seja, WIS-CON-MCT (31+£5) e SHR-CON-
MCT (44+2) quando comparados com seus respectivos controles WIS-CON-SAL

(11£2) e SHR-CON-SAL (10+2).

O tratamento com captopril normalizou este parametro tanto em ratos wistar e ratos

SHR.

Com relagao ao tratamento com losartan, observamos inicialmente que os parametros
também foram normalizados, no entanto, o grupo SHR-LOS-MCT (12+2) mostrou

valores significantemente maiores do que o grupo SHR-CPT-MCT (1041).

Na figura 19 B estéo representados os valores de relagédo entre o DI sobre o DE em

porcentagem.

Inicialmente podemos observar que os animais tratados com MCT apresentaram
diminuicdo da relagéo, ou seja, o grupo WIS-CON-MCT (37£11) e SHR-CON-MCT
(11+£4) quando comparados com seus respectivos controles WIS-CON-SAL (7814) e

SHR-CON-SAL (805).

Apdés o tratamento com captoprii ou losartan, os valores foram plenamente
normalizados. E importante ressaltar que o grupo SHR-LOS-MCT (75+5) mostrou

valores significativamente maiores em relagéo ao grupo SHR-CPT-MCT (81+3).

Na figura 19 C estao representados os valores de relagcao da parede da arteriola sobre

o limen da mesma.

Observamos que o tratamento com MCT aumentou esta relagdo no grupo WIS-CON-

MCT (2,1+0,9) e no grupo SHR-CON-MCT (10+£2).



Apdés o uso do captopril ou losartan, todos os grupos estudados apresentaram

normalizacao de seus parametros.

Foi observado que o grupo SHR-LOS-MCT (0,4+0,1) apresentou valores
significantemente maiores de relagao da parede arteriolar em relagdo ao lumen

quando comparado ao grupo SHR-CPT-MCT (0,2+0,07).
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Figura 19. Valores de espessura de parede muscular em porcentagem (A), relagdo do
diametro interno sobre o didmetro externo em porcentagem (B) e relagdo parede sobre o lumen
(C) dos grupos WIS-CON-SAL, WIS-CON-MCT, SHR-CON-SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-
SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-
LOS-SAL e SHR-LOS-MCT. **p<0,01 (diferenga significativa de cada grupo com seu controle),
##p<0,01 (diferenca significativa em relagdo ao grupo WIS-CON-MCT, **p<0,01 (diferenga
significativa em relagdo ao grupo SHR-CON-MCT. $$p<0,01 (diferenca significativa em relagéo
ao grupo SHR-CPT-MCT. Estatistica: Analise de varidncia para medidas repetidas (ANOVA) de
duas vias com pos hoc de Tukey.



Na figura 20 encontram-se representado a quantidade de arteriolas observaveis por

mm?.

Observamos que todos os grupos submetidos ao tratamento com MCT apresentaram
um aumento significativo das arteriolas, e tal aumento nao foi revertido com o uso de

captopril ou losartan.
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Figura 20. Quantidade de arteriolas observaveis por mm? dos animais dos grupos WIS-CON-
SAL, WIS-CON-MCT, SHR-CON-SAL, SHR-CON-MCT, WIS-CPT-SAL, WIS-CPT-MCT, SHR-
CPT-SAL, SHR-CPT-MCT, WIS-LOS-SAL, WIS-LOS-MCT, SHR-LOS-SAL e SHR-LOS-MCT.
**p<0,01 (diferenca significativa de cada grupo com seu controle), ##p<0,01 (diferenca
significativa em relagcdo ao grupo WIS-CON-MCT). Estatistica: Analise de varidncia para
medidas repetidas (ANOVA) de duas vias com pos hoc de Tukey.



DISCUSSAO



DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o tratamento com captopril e
losartan normalizou as alteragbes cardiovasculares, respiratérias e autondbmicas
caracterizadas por hipertensdo arterial, taquicardia, elevacdo do indice Pulmonar,
elevagao das pressoes de atrio (ondas "a", "c" e "v") e ventriculo (PSmax, PDI e PDF)
direito, elevacao da FR e V., hipodxia, hipercapnia e disautonomia (hiperatividade
simpatica e atenuagdo da atividade parassimpatica) em ratos Wistar e SHR
submetidos a HAP pela MCT. Observamos também que alguns parametros tiveram
uma melhora mais expressiva com o tratamento com captopril do que o tratamento
com losartan. Ou seja, observamos que os grupos Wistar e SHR induzidos a HAP e
tratados com captopril (WIS-CPT-MCT e SHR-CPT-MCT) apresentaram uma
normalizacdo de todos os parametros mensurados quando comparados ao grupo
WIN-CON-SAL. O tratamento com losartan no grupo Wistar (WIS-LOS-MCT) também
teve seus parametros normalizados em relagdao ao grupo WIS-CON-SAL, porém o

mesmo nao ocorreu no grupo SHR-LOS-MCT em varios dos parametros estudados.

Os achados obtidos na analise histolégica também chamaram a atengao para
as diferencgas de respostas observadas entre os tratamentos com captopril e losartan.
Ou seja, embora todos os parametros histolégicos tenham sido normalizados com
estes tratamentos quando comparados ao grupo WIS-CON-SAL, diferengcas ainda
foram observadas entre os grupos SHR-CPT-MCT e SHR-LOS-MCT quando
comparados entre si, no que se refere aos parametros: espessura de parede, limen e

relacdo parede/lumen.



1.0 — Avaliag6es hemodinamicas

O modelo de HAS proposto para o presente estudo foi o de animais SHR. Tal
modelo é considerado o de primeira escolha para o estudo desta doenca, pois o
mesmo apresenta elevagbes de PA sem etiologia especifica, aumento da resisténcia
vascular periférica (RVP) sem expansao de volemia e responde de forma similar ao
tratamento com drogas anti-hipertensivas, podendo ser considerado um modelo

analogo a HAS humana (Okamoto e Aoki, 1963).

Estudos prévios, tais como o de Okunishi et al (1991), sugeriram que a
participacdo do SRA possui grande importancia para o desenvolvimento dos altos
niveis pressoricos observado nestes animais, uma vez que o aumento da RVP parece
ter um papel primario tanto no desenvolvimento, como na manutengcao da HAS em
ratos SHR. Contudo, este aumento da RVP pode ser atribuido a diversos fatores, tais
como: aumento dos niveis de renina e angiotensinogénio plasmaticos, (Ruiz et al.,
1990; Henrich et al., 1991), aumento da reatividade vascular a norepinefrina (Ekas et
al, 1981), diminuicao da reatividade vascular a acetilcolina (Tesfamarian et al, 1995),
aumento da atividade autonOmica simpatica e reducdo do tbnus parassimpatico
(Salgado et al., 2006), aumento da afinidade da All ao receptor AT, no nucleo do trato
solitario (NTS), cujo nucleo possui grande importancia no controle dos mecanismos
reflexos cardiovasculares (Plunkett et al., 1985), além de processo inflamatério no NTS
de ratos SHR com potente adesao leucocitaria e plaquetaria, o que poderia contribuir

para a hipertensdo neurogénica (Waki et al., 2008; Paton and Waki, 2008).

As alteragdes hemodindmicas observadas no presente estudo em ratos SHR
foram caracterizadas por aumento dos niveis pressoricos de PAM, PAS, PAD, PP e
PSmax do VE, além de um aumento de FC. Estes achados sao tipicos da HAS e estao
de acordo com estudos disponiveis na literatura (Dickout et al, 1998, Cingolani et al,

2003).



Por outro lado, o tratamento com MCT no presente estudo induziu a HAP tanto em
animais Wistar, quanto em SHR.? Com a instalacdo da HAP, observamos que os
grupos WIS-CON-MCT e SHR-CON-MCT apresentaram significativas alteragbes
hemodinamicas, caracterizadas por incrementos nas variaveis: PAM, PAS, PAD, PP?,
LPA e FC. Ou seja, os ratos SHR, que ja apresentavam HAS, com o tratamento com
MCT, apresentaram niveis mais elevados de HAS, além da HAP. Nao existem estudos

disponiveis na literatura com ratos SHR submetidos a HAP pela MCT.

O mecanismo de desenvolvimento de HAP através da MCT ja foi anteriormente
estudado (Mingatto et al., 2008; Daicho et al., 2009; Ludke et al., 2010). A MCT é um
alcaloide obtido das sementes da Crotalaria spectalalia, cujo exato mecanismo celular
e molecular ainda é desconhecido. Sabe-se que a MCT requer metabolizacdo hepatica
e, através da bioativacdo do citocromo p-450, é transformada em dihidro-
monocrotalina (DHM), um alcaldide pirrolizidinico, Este por sua vez, inibe a atividade
da NADH-desidrogenase, com consequente reducao dos niveis de ATP. Contudo, a
DHM é um alcaléide que apresenta efeitos toxicos, tanto hepaticos, como
cardiovasculares em muitos animais, tais como ruminantes, roedores e até mesmo o

homem (Mingatto et al., 2008).

Varios estudos, como os de Farhat et al. (1993), Jasmin et al. (2001), Mingatto et
al. (2008), Okada et al. (2008) e Daicho et al. (2009), mostraram que a MCT promove
lesdo endotelial vascular direta e inflamagédo dos vasos pulmonares, ocasionando um
aumento da resisténcia arterial pulmonar, acarretando mais tardiamente, fibrose e
disfuncao cardiaca. Estes constituem-se nos mecanismos disparadores da HAP neste
modelo, principalmente no que diz respeito ao aumento da resisténcia vascular
pulmonar, devido a hipertrofia da sua camada muscular lisa com consequente redugao

do limen.

2 A efetividade da instalacdo da HAP pela MCT sera discutida posteriormente no item “indice
Pulmonar e Histologia”.
* Aumento significativo observado apenas no grupo WIS-CON-MCT.



Para explicar as elevagdes hemodinamicas observadas apds o tratamento com
MCT (hipertensao arterial e taquicardia) algumas hip6teses devem ser consideradas,
tais como: a ocorréncia de hipdxia cronica e a hiperatividade simpatica, bem como a

interacao entre estes fatores.

No que diz respeito a hipoxia, observada nos grupos WIS-CON-MCT e SHR-
CON-MCT, deve ser considerado as importantes disfungdes que esta promove sobre o
sistema endotelial, principalmente o pulmonar. O endotélio vascular pulmonar possui
um importante papel na patogenia da HAP devido ao seu envolvimento no processo
vaso-oclusivo propriamente dito (Larumbe e Escoboza, 1994). Ou seja, as células
endoteliais pulmonares podem responder de diferentes maneiras a diferentes injurias,
dentre elas a hipdxia, o estresse de cisalhamento, a inflamagéao, toxinas ou drogas,
resultando em proliferacdo endotelial anormal e posteriormente na formacéao de lesdes

plexiformes (Cool et al., 1999).

Apesar da hipoxia ndo ser um dos principais fatores para o desenvolvimento
inicial da HAP, ela pode contribuir para o remodelamento vascular pulmonar durante a
progressao da doenga (hipoxia cronica) e/ou causar vasoconstricado pulmonar (hipdxia
aguda) (Hardingham et al., 1997; Sweeney e Yuan, 2000). Contudo, também ocorrem
alteragdes das fungbes homeostaticas endoteliais, tais como as vias de coagulagéo e
producao de fatores de crescimento e agentes vasoativos (Lee et al., 1998). Estudos
prévios demonstraram um aumento na producdo de tromboxano e uma diminui¢do na
formagdo de PGIl, em pacientes com HAP (Christman et al., 1992); redugdo da
expressao da PGl, sintase em arteriolas pulmonares (Tuder et al., 1999); reducéo da
expressao da ON-sintase (McQuillan et al., 1994; Giadid e Saleh, 1995); aumento da
expressao de ET-1 (Giaid et al., 1993; Davie et al., 2002); aumento do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e de seus receptores pulmonares (Cool et al.,
1999; Taraseviciene-Stewart et al., 2001); e um aumento do fator de crescimento

derivado de plaquetas (PDGF) (Hirose et al.,, 2000). Estas alteracées levam a um



aumento do ténus vascular, resultando em um aumento da PA pulmonar e,
consequentemente, provocando maior dano endotelial.  Por outro lado, a ocorréncia
da hipoxia e a sua manutencao leva a ativagao de mecanismos reflexos periféricos de
controle ventilatério, tal como o quimiorreflexo, que além de aumento da FR, promove
hiperatividade simpatica, com consequente inotropismo positivo, e aumento da RVP,
resultando em aumento da PA (Marshall et al, 2000, Haibara et al, 2002). Inclusive,
nao pode ser descartada a possivel participagdo dos quimiorreceptores centrais, os
quais sao ativados de forma mais importante em situagdes de hipercapnia

(Marshall,1987).

Devem ser considerados ainda os efeitos da hipdxia sobre o SRA, bem como
sobre o corpusculo carotideo, localizado nas bifurcacdes carotideas, onde ocorre a
transdugdo de sinais* para a ativacdo dos quimiorreceptores periféricos®. Segundo
estudos de Adamy et al (2002), a hipéxia promove uma super-expressdo dos
receptores AT, no coragao, os quais também medeiam resposta inotrdpica positiva
(Bader, 2009) e contribui para o aumento dos parametros hemodindmicos encontrados
no presente estudo. Nos corpusculos carotideos, a hipéxia também aumenta a
expressao dos receptores AT, (Leung et al, 2000). A agao da All sobre o corpusculo,
por sua vez, promove um aumento da sua atividade, potencializando as respostas

cardiorrespiratorias do quimiorreflexo.

O desenvolvimento e a utilizagdo de modelos adequados de HAP, tal como o da
MCT, nos permitiu investigar se drogas inibidoras do SRA, como o captopril € 0
losartan, sdo eficazes em reverter o quadro da HAP. E sabido que o captopril atua
inibindo a ECA, e consequentemente, inibindo a formacao de All. O losartan, por sua
vez, € uma droga que atua bloqueando os receptores AT, e impedindo que a All

circulante promova seus efeitos. Observamos no presente estudo que tanto animais

* Os estimulos para a ativagdo dos quimiorreceptores periféricos sao a hipoxia, a hipercapnia e
diminuicdo do pH (Marshall, 1994).

® Em ratos, 0s quimiorreceptores periféricos adrticos ndo sao funcionais (Kobayashi et al,
1999).



Wistar, quanto SHR submetidos a HAP e tratados com estas drogas, tiveram seus

parametros hemodinamicos normalizados (PAM, PAS, PAD, PP e FC).

Em 1960, estudos de Segel et al ja atribuia a All uma potente agdo vasoconstritora
pulmonar. Corroborando estes estudos, Lipworth et al (1994) mostrou que a infusdo de
All no leito vascular pulmonar promove um aumento da PAM pulmonar de forma dose-
dependente. Ainda segundo estes estudos, o aumento da resisténcia vascular pela All
€ significativamente mais pronunciado ao nivel pulmonar, do que sistemicamente
sugerindo que o leito pulmonar responde mais intensamente aos efeitos

vasoconstritores da All.

A utilizacdo de drogas que bloqueiem o SRA como uma alternativa terapéutica
para o tratamento da HAP tem sido estudada por varios investigadores, tanto ao nivel
experimental (Qing et al, 1992; Bolterman et al, 2005), quanto clinicamente em
humanos (Rich et al, 1982; Leier et al, 1983). Os resultados obtidos por estes estudos
ainda sao bastante divergentes. Alguns demonstram que estas drogas nao foram
eficientes no tratamento da HAP por ndo serem capazes de reduzir a pressao na
artéria pulmonar (Leier et al, 1983; Cassis et al, 1992). Achados semelhantes foram
obtidos por Rich et al. (1982) que também n&o observaram melhora da PA pulmonar,
tanto em repouso como durante exercicio fisico, em quatro pacientes com HAP
submetidos ao tratamento prolongado com captopril. Ao nivel experimental, Kreutz et
al (1996) mostrou que o tratamento com losartan em ratos com HAP pela MCT falhou

em reduzir a PA pulmonar.

Entretanto, outros estudos mostraram que a utilizacdo de drogas que bloqueiem o
SRA pode vir a ser uma opg¢ao terapéutica. Horowitz et al (1981) mostraram que a
administracdo de pequenas doses de captopril pode melhorar o quadro hemodinémico
do paciente com HAP, ao promover queda da resisténcia vascular pulmonar,

melhorando inclusive a hipoxemia. Da mesma forma, estudos de Okada et al (2008)



mostraram experimentalmente que o captopril atenuou a hipertrofia ventricular

induzida pela MCT em ratos.

Uma certa controvérsia quando ao valor terapéutico destas drogas tem sido
observada inclusive entre os estudos clinicos e experimentais. Um recente estudo
realizado por Metzger et al (2011) poderia ajudar a esclarecer esta questdo. Segundo
estes autores, ha uma maior expressdo da ECA na artéria pulmonar de ratos do que
em humanos. Este fato talvez pudesse explicar porque os estudos experimentais com

captopril, por exemplo, mostraram-se mais eficazes no tratamento da HAP em ratos.

Os efeitos vasculares sistémicos das drogas que atuam no SRA de individuos com
HAS isolada ja estdo bem elucidados. E sabido que algumas das importantes acdes
destes farmacos para promover diminuicdo da PA sido a diminuicdo da RVP, da
resposta inotropica, da retencdo de sédio e inibicdo da liberacdo de aldosterona
(Bader, 2009). Porém, em contrapartida, os efeitos destas drogas na vasculatura
pulmonar de pacientes com HAP associada ou ndo a HAS ainda nao estao totalmente
estabelecidos. E possivel que estes efeitos se apliquem & vasculatura pulmonar,
promovendo uma diminuicdo da sua resisténcia vascular e levando a normalizacao
dos parametros hemodinamicos observados nos animais tratados com estas drogas
no presente estudo, uma vez que varios estudos mostram a importante participagao
dos receptores AT, pulmonares na modulacdo do ténus arteriolar (Marshall, 2003).
Este fato poderia ser comprovado pelas analises histologicas, as quais mostraram que
0s animais tratados com captopril e losartan tiveram a normalizacdo tanto do lumen,
quanto da espessura da parede das arteriolas pulmonares. Com esta diminui¢gdo de
resisténcia, a hipoxemia observada seria revertida, devido a melhor perfusao
pulmonar, o0s quimiorreceptores, por sua vez, seriam menos ativados e,
consequentemente, a hiperatividade simpatica seria atenuada, assim como seus
efeitos sistémicos. Contudo, outros importantes efeitos decorrentes da inibicdo das

acdes da All ndo podem ser descartados, tais como a diminuicdo da liberagdo de



vasopressina, inibicado da acao simpatomimética central, inibicdo da sede e do apetite

ao sal (Bader, 2009).

Um outro mecanismo importante e que deve ser considerado na reversdao do
quadro de HAP pelo captopril e losartan no presente estudo esta relacionado a prépria
modulagdo da via angiotensinérgica. Com a inibicdo da ECA pelo captopril, por
exemplo, ha uma maior formagédo de Angiotensina 1-7, que tem um importante efeito
vasodilatador pulmonar, cuja resposta € mediada pelos receptor MAS (Fyhrquist e
Saijonmaa, 2008). Este efeito vasodilatador pulmonar promoveria uma diminuigao da
resisténcia vascular pulmonar, contribuiria para a melhor perfusao pulmonar e,
consequentemente, na reversdo do quadro de HAP, conforme observado pelos
parametros avaliados neste estudo. A angiotensina 1-7 possui também os seguintes
efeitos: anti-hipertrofico, anti-fibrético e anti-trombdtico. Contudo, experimentos
adicionais sdo necessarios para avaliarmos o papel relativo destes receptores na

mediacio desta resposta vasodilatadora pulmonar, bem como no tratamento da HAP.

O bloqueio dos efeitos da All sobre o remodelamento vascular pulmonar € um
outro fator a ser considerado. Ou seja, na hipdxia observada na HAP, ha uma maior
expressao de All, a qual promove a muscularizagdo das arteriolas pulmonares, com
consequente diminuicdo do seu lumen (Marshall, 2003). Isto poderia ser confirmado
pelos efeitos benéficos dos inibidores da ECA neste processo, o que contribuiria para

o potencial terapéutico destas drogas no tratamento da HAP.

Contudo, a andlise dos demais paradmetros hemodindmicos (PSmax, PDI e PDF)
chamam a atencao para algumas respostas diferentes entre o tratamento com as
drogas captopril e losartan. Ou seja, ambos os tratamentos melhoraram as pressdes
de VD dos ratos com HAP (PSmax, PDI e PDF), mas o tratamento com captopril
promoveu uma redugdo mais significativa que o losartan sobre a PSmax e PDF.

Ambas as drogas atuam inibindo as a¢des do SRA, porém, estudos de Fernandes et al



(1995) e Pechanova (2007) sugerem que o0 mecanismo farmacolégico destas drogas
pode diferir em fungdo da existéncia de um radical denominado “tiol” presente no
captopril, que é um potente “sequestrador” de radicais livres. Segundo de DeMarco et
al (2010), no modelo de HAP induzido por MCT, um dos mais utilizados, ocorre uma
rapida resposta inflamatdria com presenca de niveis elevados de superoxidos. Estes,
por sua vez, podem promover danos celulares e teciduais, devido a oxidagdo dos
constituintes celulares. Este estresse oxidativo pode acarretar aterosclerose,
insuficiéncia cardiaca, hipertrofia ventricular, disturbios respiratérios e hipertensao
sistémica e pulmonar. Assim, o uso de drogas antioxidantes, tal como os miméticos da
superodxido dismutase e as drogas que apresentam radical “tiol”, seriam capazes de
atenuar tanto a hipertrofia ventricular direita, quanto as pressbdes vasculares

pulmonares destes animais.

No presente estudo, o tratamento com captopril, devido a presencga do radical “tiol”,
agiria tanto como um antioxidante, como um inibidor da ECA. J4&, o tratamento com
losartan, que n&o possui este radical, ndo atuaria como um antioxidante e revelaria os
efeitos da inibicdo do SRA (bloqueio do receptor AT,) sobre a HAP. Estudos de Yu-Hui
Liu et al (2006), através da analise da peroxidagédo do endotélio de camundongos,
demonstraram a eficacia apenas do captoprii na redugdo dos radicais livres
endoteliais, enquanto que o tratamento com enalapril (Qque ndo possui o radical “tiol”)
nao apresentou este efeito protetor. Estes autores também mostraram, através de
curvas de relaxamento de anéis isolados de aorta com Ach com lesdo endotelial, que
animais tratados com captopril apresentaram porcentagens de relaxamento mais
significativas que o enalapril. Isto ressalta novamente a importancia deste radical.
Assim, isto poderia justificar mais uma vez as diferengas encontradas nos parametros
hemodinamicos, onde o captopril foi mais eficaz em normaliza-los. Possivelmente,
outros modelos de hipertensao arterial pulmonar podem também ser beneficiados com

os efeitos antioxidantes desta droga (captopril), uma vez que ha descricdo de altos



niveis de radicais livres em diversos outros modelos desta doenga (DeMarco et al,

2010).

Por outro lado, a presenca do radical “tiol” suscitou a possibilidade da HAP ser
tratada apenas com drogas antioxidantes. Recentemente, estudos de Csiszar et al
(2009) submeteram ratos a HAP pela MCT e ao tratamento com resveratrol (3,5,4_-
trihydroxystilbene) por 14 e 21 dias, o qual pertence a uma nova classe de drogas que
possuem efeitos citoprotetor, anti-oxidante e propriedades vasoprotetoras anti-
inflamatérias. Os resultados destes estudos mostraram que o resveratrol promoveu
uma melhora da fungdo endotelial, atenuou o estresse oxidativo, inibiu a inflamacgéao e
o0 remodelamento vascular pulmonar e, consequentemente, preveniu o
desenvolvimento da HAP. Estes resultados sugerem que o uso de drogas anti-
oxidantes poderia ser util para a prevencido da HAP, porém permanece por ser
esclarecido se poderia tratar a HAP apdés a sua instalagdo, tal como foram os
protocolos do nosso estudo. Neste contexto, poderia ser sugerido que a presenga do
radical “tiol” na molécula de captopril pode vir a ser um coadjuvante importante para o

tratamento de HAP.

Uma revisdo sobre as estratégias terapéuticas na HAP realizada por Puri et al
(2007) chama a atengao para uma outra questdo: segundo dados bibliograficos, tanto
as drogas inibidoras da ECA, como os bloqueadores de receptores de angiotensina,
podem ter como efeito adverso e indesejavel o desenvolvimento de hipotensao, o que
poderia ser uma contra-indicagdo para o uso destas drogas em pacientes com HAP
sem HAS associada. Entretanto, ndo ha um consenso na literatura sobre este efeito
hipotensor, uma vez que no estudo realizado por Shin et al (2009), a administragéo
oral de captopril para ratos SHR durante duas semanas apenas normalizou os niveis
pressoricos, sem induzir hipotensao sistémica. Além disto, o efeito adverso hipotensor
das drogas relatado por Puri et al (2007) n&o foi observado em nosso estudo, uma vez

que os animais dos grupos WIS-CON-MCT tiveram apenas a normalizacdo dos



valores sistémicos da PAM apds o tratamento tanto com captopril, como com o

losartan sem evidéncia de resposta hipotensora adicional.

Em relagdo as medidas das pressées do VE (Psmax, PDI e PDF), as quais
apresentaram-se elevadas nos grupos SHR-CON-SAL e SHR-CON-MCT, observamos
que os tratamentos com captopril e losartan normalizaram estas pressdes de modo

equivalente.

Em relagcido aos ondas atriais "a" (refere-se a pressédo desenvolvida pelo
atrrio direito na sua fase sistdlica, isto €, a contragéo atrial), "c" (refere-se a presséo
atrial que ocorre devido ao abaulamento das valvulas atrio-ventriculares em diregao ao
atrio, devido ao aumento da pressao ventricular) e "v" (refere-se a pressao atrial
decorrente do lento fluxo sanguineo das veias para os atrios, enqunato as valvulas
atrio-ventriculares estao fechadas durante a sistole ventricular, a qual culmina com a
abertura destas valvulas), observamos que estas foram significativamente aumentadas
ap6s o desenvolvimento da HAP, tanto nos animais Wistar, quanto SHR. Os
tratamentos com captopril e losartan, por sua vez, atenuaram os valores de todas
estas pressdes atriais. Contudo, observamos que no grupo SHR-LOS-MCT os valores
das ondas "a" e "c" ainda permaneceram elevadas em relacdo ao respectivo grupo
controle (SHR-LOS-SAL). As elevagdes destas ondas atriais poderiam mostrar que o
atrio direito esta com sua forga contratil aumentada (onda “a”), possivelmente devido a
um aumento do retorno venoso (onda “v”), em decorréncia da hipoxemia crénica, que,
por sua vez, promoveria um aumento do fluxo sanguineo para os capilares teciduais.
Nao pode ser descartado, entretanto, o0 aumento do retorno venoso devido a uma
possivel venoconstricdo, uma vez que estes animais também apresentam um ténus
simpatico aumentado. Além disso, a maior pressdo desenvolvida pelo VD devido ao
aumento de pos-carga, também observada neste estudo (PSmax de VD), poderia

explicar o aumento da onda “c”, isto €, o maior abaulamento da valvula atrio-ventricular

seria decorrente da maior pressdo desenvolvida pelo VD devido a HAP. Por outro



lado, a normalizagdo dos valores destas pressdes atriais apds os tratamentos com
captopril e losartan provavelmente esta relacionada com a regressdo do quadro de

HAP, onde o captopril mostrou-se mais eficaz.
2.0 - indice pulmonar e avaliagdo histolégica

A instalacdo de HAP foi avaliada no presente estudo através do indice de Fulton,
também denominado indice Pulmonar. Este indice foi descrito por Fulton et al em 1952
e tem sido utilizado por varios autores (Al Ansari et al, 2007; De La Roque Ed et al,
2010) O indice Pulmonar tem sido utilizado para se verificar a existéncia de hipertrofia
ventricular direita em experimentos com animais submetidos a HAP, cujo aumento de
massa da camara cardiaca direita constitui-se num dos principais sinais desta doenca.
A determinacéo deste indice é baseada na relagido entre os pesos dos ventriculos e do

septo interventricular, isto €, VD/VE+septo.

Em nosso estudo, a analise deste indice evidenciou o desenvolvimento da HAP
tanto nos ratos Wistar, como nos SHR. Além disso, observamos que os tratamentos
com captopril e losartan atenuaram este indice, sugerindo que estas drogas foram
eficazes em reverter o quadro de HAP. Entretanto, observamos que, enquanto o grupo
SHR-CPT-MCT teve seu valor normalizado, o grupo SHR-LOS-MCT ainda apresentou
valores significativamente elevados em relagao ao seu respectivo controle (SHR-LOS-
SAL) e em relagao ao grupo WIS-CON-SAL, sugerindo que o captopril foi mais eficaz

no tratamento da HAP.

Para o tratamento com captopril, além do indice Pulmonar, a regressdo da HAP
pode ser verificada pela normalizagdo das pressoes ventriculares, tanto de VD, como
de VE, bem como através da avaliagao histolégica, a qual sera discutida a seguir. Em
relacdo ao losartan, sua eficacia parcial pode ser observada nas medidas de PSmax e
PDF do VD, as quais permaneceram significativamente elevadas em relagéo ao grupo

SHR-CPT-MCT.



Os estudos realizados por Molteni et. Al (1986) corroboram nossos dados em
relagao ao tratamento com captopril, enquanto que os estudos de Cassis et al (1992) e
Kreutz et al (1996) corroboram em parte com nossos achados com o losartan, pois
estes observaram que o losartan falhou em reduzir a hipertrofia de VD e a PA

pulmonar em ratos com HAP.

Por outro lado, diferente de todos os demais grupos, observamos uma diminui¢ao
significativa do indice Pulmonar no grupo SHR-CON-SAL, a qual esta associada a
uma caracteristica relevante que é observada nos ratos SHR, intimamente relacionada
com as disfungdes vasculares periféricas. Trata-se da hipertrofia ventricular esquerda,
cujo desenvolvimento também esta associado a forte ativagdo do SRA (Paul et al,
2006; Barder, 2009). O valor significativamente aumentado do VE+septo torna o valor

deste indice significativamente menor.

A hipertrofia do VD é uma achado comum nos ratos tratados com MCT. Ja a
hipertrofia desta cadmara e fibrose pode ser observada mais tardiamente. Estudos
realizados por Daicho et al. (2009) examinaram o VD de ratos até 8 semanas apds o
tratamento com MCT. Estes autores observaram uma aparente fibrose intersticial no
VD na 62 semana, a qual seria responsavel pelo aumento da presséao sistdlica de VD.
Além desta fibrose, uma diminuicdo do débito cardiaco e volume sistélico foram
observadas na 62 e 82 semanas, sugerindo um quadro de insuficiéncia cardiaca direita.
No que se refere ao presente estudo, as avaliagbes feitas nos grupos WIS-CON-MCT
e SHR-CON-MCT foram apdés 3 semanas de tratamento, quando observa-se
principalmente a hipertrofia da camada média das arteriolas pulmonares. Assim, a
hipertrofia de VD observada em nossos animais seria uma consequéncia do aumento

da pos-carga no VD, e ndo uma consequéncia de uma insuficiéncia desta camara.

A hiperatividade simpatica observada nos animais com HAP neste estudo, assim

como o aumento da expressao pulmonar dos receptores as-adrenérgicos (Salvi, 1999)



poderiam estar contribuindo para o aumento da resisténcia vascular pulmonar,
aumento da pdés-carga do VD e sua consequente hipertrofia ventricular direita. No
entanto, o papel dos receptores adrenérgicos na modulagdo do ténus das arteriolas
pulmonares tem despertado o interesse de varios investigadores. Os receptores -
adrenérgicos na vasculatura pulmonar desempenham um importante papel na
regulacéo do tonus vascular pulmonar e contribuem para o desenvolvimento estrutural
desta vasculatura através da regulagdo intranuclear e da sintese proteica (Salvi,
1999). Estudos de Leung et al (2000) mostraram que a exacerbagao do SRA, tal como
ocorre nos animais SHR, promove uma facilitagdo da neurotransmissao adrenérgica
pré-sinaptica. Por outro lado, o estimulo dos receptores B-adrenérgicos inibe este
processo e promove vasodilatacdo pulmonar (Porcelli et al. 1977). Na circulagao
pulmonar normal, ha uma predominancia da atividade p-adrenérgica, favorecendo a
vasodilatacdo e inibindo os fatores de crescimento. Entretanto, nos periodos de
hipéxia crénica, como observado na HAP através da MCT, ha uma maior expressao
dos receptores as-adrenérgicos® e uma diminuicdo dos receptores B-adrenérgicos,
predominando os efeitos vasoconstrictores. Estes efeitos poderiam ainda ser
potencializados pela hiperatividade simpatica observada nestes animais, o que
aumentaria ainda mais o tonus da vasculatura pulmonar. Esta constitui a hipotese o4-

adrenérgica da HAP (Salvi, 1999).

Além das evidéncias funcionais da instalacdo da HAP, nosso estudo também
avaliou alguns parametros morfométricos dos pulmdes dos diversos grupos de
animais. Estas analises mostraram que nos grupos tratados com MCT ocorreu uma
significativa hipertrofia da camada média dos ramos distais das arteriolas pulmonares,

acompanhados de uma redugao também significativa do lumen destas. Esta redugéo

® Durante a privacdo de O, observada na hipoxia, os estoques de energia do musculo liso
vascular sao rapidamente depletados. Para manter o desenvolvimento de tensdo é necessario
um continuo suprimento de energia. Prévios estudos tem mostrado que a extragdo de glicose
do sangue para o tecido muscular € aumentado pela estimulacdo dos receptores oy-
adrenérgicos, os quais translocam os transportadores GLUT1 e GLUT4 do citoplasma para a
membrana celular (Yajima e Ui, 1977; Faintrenie e Goelen, 1998).



foi da ordem de 40% no grupo WIS-CON-MCT e de 68% no grupo SHR-COM-MCT, e
normalizou em todos os grupos tratados com as drogas inibidoras do SRA. Porém,
vale a pena ressaltar que quando os grupos SHR-LOS-MCT e SHR-CPT-MCT foram
comparados, o tratamento com captopril propiciou novamente um aumento mais

significativo do limen em relagao ao tratamento com losartan.

Podemos observar que na literatura, a grande maioria dos estudos experimentais
que investigam a HAP e a eficacia de tratamentos terapéuticos nesta doenga, nao
utilizam a analise histolégica como método complementar para avaliar a eficacia dos
tratamentos. Entretanto, alguns autores que utilizaram o mesmo modelo de HAP que o
nosso, observaram dados semelhantes, ou seja, redugdo do lumen dos vasos
pulmonares associado ao aumento da musculatura vascular e aumento da relagéo da

parede/lumen (Ludke et al, 2010; Csiszar, 2011).

Em contrapartida, resultados diferentes aos nossos foram obtidos no estudo
realizado por Suylen at al (1998), os quais ndo observaram regressao no quadro de
HAP induzida pela MCT através das analises histolégicas dos animais submetidos ao
tratamento crénico com captopril. Acreditamos que algumas diferengas metodoldgicas
possam justificar as diferentes respostas obtidas, uma vez que a administracdo da
droga no estudo supra citado era através de uma bomba de infusdo implantada na
regiao subcutanea dos animais, e a dose administrada era de 0,5 mg/Kg/h, o que
corresponde a uma infusao de 12 mg/kg/dia. Em nosso estudo, a dose de captopril
administrada foi de 100 mg/kg/dia, o que nos permite supor que, embora a
administracao continua tenha como ponto positivo possibilitar a manutencao de niveis
plasmaticos da droga, a dose total diaria que os animais de nosso estudo receberam

foi muito superior, podendo assim justificar a expressiva melhora destes.

3.0 — Avaliagao Autondémica



A avaliagao dos componentes autonémicos simpatico e parassimpatico cardiacos
também foi feita no presente estudo através das alteragbes de FC apds os bloqueios
farmacoldgicos com atenolol (antagonista dos adrenoceptores ;) e metil-atropina
(antagonista muscarinicos néo seletivo). Nossos resultados mostraram inicialmente
que os animais SHR-CON-SAL apresentaram um aumento do componente simpatico
em relagdo ao grupo WIS-CON-SAL e uma diminuicdo do componente
parassimpatico. Estudos de Méstivier et al (2001) corroboram estes achados, os quais
mostraram que os animais SHR apresentam um ténus simpatico cardiaco aumentado
associado com uma reducido do tbnus parassimpatico. Uma hipotese para explicar
esta hiperatividade simpatica em animais SHR seria a presenga da hipoxia. Estudos
de Sun e Reis (1994) mostraram que os neurdnios reticuloespinhais localizados no
RVLM’, um dos mais importantes centros geradores de atividade simpatica, séo
diretamente estimulados pela hipdxia, cujo mecanismo envolve a ativagao dos

quimiorreceptores arteriais.

Os animais submetidos a HAP com MCT (Wistar e SHR), por sua vez, também
apresentaram um significativo aumento do componente simpatico com concomitante
reducdo do componente parassimpatico. Estudos experimentais de Ishikawa et al
(2009) também observaram, através de bloqueios farmacoldgicos, que a progressao
da HAP pela MCT promove um aumento da atividade nervosa simpatica. Clinicamente
também foram observados aumentos na atividade eferente simpatica em pacientes

portadores de HAP (Velez-Roa et al, 2004).

Observamos também que os tratamentos com captopril e losartan alterou
significativamente estes componentes. O tratamento com captopril no grupo SHR-
CPT-MCT normalizou os valores dos componentes simpatico e parassimpatico quando

comparado ao grupo WIS-CON-SAL. Porém, o tratamento com losartan apenas os

"A sigla RVLM (Rostral Ventrolateral Medulla), originaria da lingua inglesa, foi utilizada neste
estudo para denominar a "Area Bulbar Ventrolateral Rostral".



atenuou, trazendo-os de volta a condic¢ao inicial observada nos grupos SHR-CON-SAL
e SHR-LOS-SAL. Estes resultados sugerem que o captopril foi mais eficaz em
restabelecer a atividade dos componentes autonémicos dos animais submetidos a

HAP pela MCT.

Algumas hipoteses para explicar a hiperatividade simpatica observada nos animais
submetidos a HAP seriam: a) ativagdo dos quimiorreceptores; b) atenuacdao do ganho

barorreflexo e ¢) modulagéo do sistema respiratério sobre o sistema cardiovascular.

Inicialmente, em relagdo aos quimiorreceptores periféricos, estes sdo localizados
nos corpusculos carotideos de ratos (Sapru e Krieger, 1977), e sao ativados
fisiologicamente pela hipdxia, hipercapnia e redugdo do pH. Como anteriormente
discutido, as respostas cardiovasculares desencadeadas sdo simpato-excitagao
(aumento da PA) e parassimpato-excitacdo (bradicardia), além de respostas
respiratorias (hiperpnéia e taquipnéia) (Haibara et al., 1995). Considerando o presente
estudo, a hipoxemia observada nos grupos tratados com MCT poderiam estar
promovendo a estimulacdo destes receptores, e estes por sua vez estariam

contribuindo para a hiperatividade simpatica.

Considerando-se ainda a participacao dos reflexos cardiovasculares na modulagao
das respostas autonémicas, a participacéo do barorreflexo ndo pode ser descartada. E
amplamente conhecido que este reflexo participa da regulagdo da pressao arterial
momento-a-momento, promovendo simpato-inibigdo, assim como parassimpato-
excitagdo. No presente estudo, no que se refere aos animais SHR, varios autores
mostraram que o ganho barorreflexo esta atenuado nestes animais (Andresen et al,
1978, Gordon et al, 1981; Thames et al, 1984; Salgado et al, 2006). Estas reducdes da
sensibilidade barorreflexa, por sua vez, promoveriam um prejuizo da modulagao

autonbmica, resultando em simpato-excitacao, bem como inibicdo do componente



parassimpatico, as quais poderiam contribuir de forma significante para as

disautonomias observadas neste estudo.

Por fim, uma interagao entre os sistemas respiratério e cardiovascular deve ser
considerada. O controle do ritmo cardiaco e respiratério é regulado sinergicamente
com o intuito de promover uma adequada ventilacdo-perfusdo ao nivel pulmonar,
assegurando uma troca gasosa eficiente (Spyer e Gourine, 2009). Anatomicamente,
0s circuitos neuronais vagais pré-ganglionares cardiacos e os circuitos pré-simpaticos
estdo localizados nas regides ventrolaterais do bulbo, préximos aos circuitos neuronais
respiratorios. Existe uma integracdo cardiorrespiratoria, que pode ser demonstrada
pela flutuagdo da FC, conhecida como “arritmia sinusal respiratéria”, na qual a
frequéncia de disparo dos neurbnios cardio-vagais aumenta durante a expiragao e
reduz durante a inspiragao, resultando em bradicardia e taquicardia, respectivamente.
Isto pode ser explicado pelo fato dos neurbnios vagais pré-ganglionares, localizados
no nucleo ambiguo (NA), receberem potentes descargas inibitérias durante a
inspiracao e descargas excitatérias durante o periodo pés-inspiratério (Spyer e
Gourine, 2009). A associacao entre a atividade inspiratéria e a inibicdo da bradicardia
também é observada quando certas areas cerebrais sdo estimuladas. Ou seja, certas
areas que promovem inibicdo da bradicardia, também promovem elevacao da
atividade respiratéria, enquanto que a estimulacdo de outras areas promove
bradicardia e apnéia. Assim, no que se refere ao presente estudo, o aumento da FR
poderia estar mediando este efeito vagolitico mediado pelos circuitos respiratérios

centrais.

Outro fator respiratério importante a ser considerado, diz respeito a distensao
pulmonar. De acordo com Lopes e Palmer (1976), quando ocorre a distensao
pulmonar, a descarga pulmonar aferente impede o desenvolvimento de bradicardia
pela estimulacdo do nervo do seio carotideo. Segundo Abboud e Thames (1979), na

musculatura lisa das vias aéreas existem receptores que quando ativados, enviam



sinais ao SNC, através de fibras vagais do tipo A, resultando em taquicardia por
inibicao da atividade eferente vagal. Os mecanismos envolvidos nesta inibigéo reflexa
dos neurbnios cardio-vagais pelo estiramento pulmonar ainda nao estao
completamente esclarecidos, porém nao podem ser descartados no que se refere a
contribuicdo para a disautonomia observada, uma vez que os animais com HAP

apresentaram um significativo aumento do Vc.

4.0 - Avaliagao Respiratéria e Gasométrica

Observamos em nossos animais que os parametros gasométricos e ventilatorios
foram modificados apenas nos animais que receberam MCT e desenvolveram HAP.
Como acima discutido, a MCT causa um aumento da camada média dos vasos
pulmonares com consequente reducao do lUmen e aumento da resisténcia vascular
pulmonar (Suylen et al, 1998). Além disso, sabe-se que a MCT desencadeia uma
cascata inflamatéria e acredita-se que ocasione alteragdes pulmonares intersticiais,
dificultando assim a troca gasosa (Schwenke et al, 2009). Desta forma, sabendo-se do
desenvolvimento de mudancas estruturais do parénquima pulmonar em associacao
com alteracbes vasculares pulmonares em animais com HAP induzida por MCT,
podemos sugerir que estes animais tiveram um comprometimento da relagéo

ventilagao/perfusao pulmonar e uma menor eficacia das trocas gasosas.

No presente estudo, realizamos a avaliagado de parametros de ventilagao pulmonar
(Ve, FR, Vmin e V,) utilizando a técnica de pletismografia de corpo inteiro. Esta
técnica, descrita por Malan (1973), permite a avaliagéo respiratéria do animal de forma
nao-invasiva e sem o efeito anestésico. Para complementar a avaliagdo respiratéria e
verificar o equilibrio acido-basico, realizamos também a analise gasométrica, através

da coleta de sangue arterial.



Nossos dados sugerem que os animais que receberam MCT e desenvolveram
HAP apresentaram uma menor eficacia ventilatéria, uma vez que, embora estes
grupos tenham apresentado um aumento dos parametros ventilatérios (FR, V¢, Vmin,
Va), este foi acompanhado de uma piora da troca gasosa, o que se evidenciou pela
analise gasométrica, que apresentou um padrdo de hipoxemia (redugao da pO,) e
reducao de Sa0,, associada a retencdo de CO,, ocasionando uma maior acidose
(redugdo do pH) e aumento de bicarbonato, provavelmente como um mecanismo

compensatorio.

Uma vez que, apesar do aumento da ventilagdo, estes animais tiveram uma piora
da gasometria, acreditamos que o desenvolvimento de um padrédo ventilatério mais
‘rapido e profundo” ocorreu como uma tentativa compensatéria a hipdxia e
hipercapnia. Sabe-se que as modificagdes dos niveis tensionais de CO, e O, do
sangue arterial pode ser detectada através de quimiorreceptores periféricos e centrais,
0s quais, uma vez ativados, geram mecanismos compensatérios. O aumento de CO,
gera uma estimulagdo dos quimiorreceptores centrais, enquanto a redugéo da pO,
ativa os quimiorreceptores periféricos, e ambas as alteragbes gasométricas (aumento
de pCO; e redugao de pO,), tem como resposta uma hiperventilagéo, ocasionada por

aumento de frequéncia e/ou profundidade da respiragao (Kara et al, 2003).

No presente estudo, nado realizamos analise do quimioreflexo, entretanto, em
fungédo dos nossos achados, podemos sugerir que a ativagao deste esteja associado
com a resposta ventilatéria observado nos grupos tratados com MCT (WIS-CON-MCT

e SHR-CON-MCT).

As alteragbes ventilatérias tém sido pouco estudadas na HAP experimental, e
varios mecanismos permanecem por serem elucidados, principalmente sobre suas
implicagdes sobre o sistema cardiovascular. Relatos subjetivos de “taquipnéia” em

ratos tratados com MCT foram descritos nos estudos de Nihei et al (2005), porém sem



uma quantificagao deste e de outros pardmetros ventilatérios. Outro relato subjetivo de
aumento da FR no modelo de HAP induzida por MCT foi documentado anteriormente
por Brown et al (1998), o qual observou uma taquipnéia associada a sinais de
“desconforto respiratério”. Estes autores correlacionam estes achados com uma
diminuicdo da densidade dos adrenoceptores- nos pulmdes desses animais.
Sabidamente, a estimulacao destes receptores causa broncodilatacdo e aumenta a
concentragao de adenosina monofosfato em mastdcitos e basdfilos, reduzindo a
liberagdo de mediadores inflamatérios, tais como citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento (Barnes, 1999). Assim, a diminuigdo dos adrenoceptores-f3, nos pulmdes
nesse modelo poderia trazer implicagdes respiratérias importantes, uma vez que a
broncoconstricdo poderia diminuir o fluxo aéreo para os alvéolos promovendo um
quadro de hipoxemia e/ou hipercapnia, que seria compensada reflexamente com uma
elevacédo da FR, tal como observada em nosso estudo, além de um maior esforgo

respiratorio.

O esforgo respiratério € um parametro subjetivo e ndo mensuravel em animais, o
que justifica o fato de nao termos incluido esta informagdo em nossos resultados.
Entretanto, através da observagéo dos animais tratados com MCT, podemos sugerir
que estes animais tiveram uma piora do padrao respiratério, uma vez que 0s mesmos
apresentavam sinais visiveis de desconforto respiratorio, o que corrobora com os

achados de Brown et al (1998).

Apo6s os animais com HAP terem sido submetidos aos tratamentos com as drogas
propostas (losartan e captopril), os parametros ventilatérios e gasométricos tiveram
uma melhora e, em alguns grupos, até a normalizagao, porém a magnitude da melhora
de alguns parametros foi mais significante em resposta ao tratamento com captopril

em relagéo ao losartan.



Os grupos tratados com captopril (WIS-CPT-MCT e SHR-CPT-MCT) tiveram todos
0s seus parametros ventilatérios e gasométricos normalizados ao final do tratamento,
ou seja, semelhantes ao grupo WIS-CON-SAL. Acreditamos que a normalizacdo da
ventilacdo pulmonar e trocas gasosas destes animais seja resultante da melhora da
perfusao pulmonar (parametros histoldgicos), inicialmente, devido a diminuicdo da
resisténcia vascular pulmonar, e, num segundo momento, dos parametros
hemodinamicos observados nestes grupos (WIS-CPT-MCT e SHR-CPT-MCT). Ou
seja, uma vez que esta droga conseguiu reverter as principais consequéncias
causadas pela HAP no sistema cardiopulmonar, ocasionando a melhora da perfusao
pulmonar em associacao com a melhora dos parametros morfométricos e restauracao
do lumen, era esperado uma menor ativagdo do quimiorreflexo e dos mecanismos

compensatorios, com normalizacao da ventilagao e troca gasosa.

Em relagcdo aos grupos tratados com losartan (WIS-LOS-MCT e SHR-LOS-MCT),
podemos observar que apesar de todos os parametros ventilatérios e gasométricos
terem melhorado de forma significante, nem todos normalizaram. Dentre os
parametros gasométricos analisados, apenas o bicarbonato normalizou apés o
tratamento com losartan, enquanto o pH, o PaCO, e a PaO, normalizaram apenas no
grupo WIS-LOS-MCT, nao normalizando no grupo SHR-LOS-MCT, ou seja, este grupo
(SHR-LOS-MCT), quando comparado ao grupo correspondente tratado com o
captopril (SHR-CPT-MCT) apresentou uma melhora gasométrica menos significante. A
resposta da SaO, ao tratamento com losartan foi ainda pior, uma vez que este
parametro ndo melhorou de forma significante no grupo SHR-LOS-MCT,
permanecendo semelhante ao SHR-CON-MCT e diferente dos valores normais, ou

seja, diferente do grupo WIS-CON-SAL.

Um estudo realizado por Adamy et al (2002), demonstrou que presenga de hipoxia
crénica em animais com HAP pode agravar ainda mais o curso da doenga, uma vez

que a reducdo de oxigenacao arterial tem como uma das consequéncias, o aumento



da expressao dos receptores de All. Uma vez que sabidamente o aumento de All pode
gerar repercussbes hemodindmicas, tais como hipertrofia ventricular e efeito
cronotropico positivo, a manutencao de baixa saturagdo de hemoglobina nos animais
SHR observada em nossos animais, mesmo apds o tratamento com losartan, pode ter
contribuido com a melhora menos expressiva destes parametros no grupo SHR-LOS-

MCT.

No que se refere aos estudos das variaveis ventilatérias em animais SHR, tal como
FR, Ve, Vmin e V,, observamos que ha na literatura muito poucos estudos.
Recentemente, Sugimura et al (2008) mostrou que animais SHR quando submetidos a
hipoxia apresentam um aumento mais significativo da FR do que ratos Wistar. Estes
resultados poderiam sugerir que 0os mecanismos centrais de regulagdo da respiracéo
em animais SHR poderiam estar alterados. Nota-se contudo, que estes autores
observaram um discreto aumento da FR em repouso nestes animais, embora n&o
estatisticamente significativo quando comparados aos seus controles. Em nossos
resultados, por sua vez, os animais SHR mostraram um aumento significativo da FR
em repouso, o que reforca a hipétese de que o padrao respiratério nestes animais
parece estar alterado. Obviamente que estudos adicionais sdo necessarios para

melhor entendermos esta questao neste modelo de animais.

Nos grupos tratados com losartan o padrdo de resposta dos paradmetros
ventilatorios foi semelhante as respostas gasomeétricas, ou seja, a FR melhorou porém
nao normalizou e 0 V¢, Vmin e V5 normalizaram apenas no grupo WIS-LOS-MCT, nao
normalizando no grupo SHR-LOS-MCT, ou seja, este grupo (SHR-MCT-LOS) quando
comparado ao grupo correspondente tratado com o captoprii (SHR-CPT-MCT)
apresentou uma melhora ventilatéria menos significante. Contudo, vale salientar que
nao encontramos estudos que comparassem as respostas ventilatérias e gasométricas

ao tratamento com captopril e losartan em ratos com HAP induzida por MCT.






CONCLUSAO



CONCLUSAO

Nossos estudos mostraram que o tratamento por 3 semanas com MCT
promove um quadro de HAP em ratos Wistar e SHR, promovendo significativas
alteragdes cardiovasculares, respiratorias, gasométricas e autondmicas, as quais
foram agravada em animais SHR. O tratamento com captopril foi eficiente para
normalizar todos os parametros estudados apés a instalagdo da HAP, no entanto, o
losartan néo foi eficiente em normalizar alguns parametros, principalmente o indice
pulmonar, o qual € um importante indicador da HAP. Os resultados do presente estudo
nos permitem sugerir que o0s bloqueadores do sistema renina angiotensina,
particularmente o captopril, um inibidor da ECA, possui maior eficacia terapéutica em
relacdo ao losartan, um antagonista dos receptores AT4, no tratamento da HAP

induzida pela MCT, tanto em ratos Wistar, como em SHR.
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ANEXO |

Tabela 1: Classificagao da Hipertensdao Pulmonar (Dana Point, 2008)

1. Hipertensao arterial pulmonar (HAP)
1.1. Idiopatica
1.2. Hereditaria
1.2.1. BMPR2
1.2.2. ALK1
1.3. Induzida por drogas ou toxinas
1.4. Associada com:
1.4.1 Doencas do tecido conectivo
1.4.2. HIV
1.4.3. Hipertenséo portal
1.4.4. Doengas cardicas congénitas
1.4.5. Esquistossomose
1.4.6. Anemia hemolitica crénica
1.5. Hipertensao pulmonar persistente do recém-nascido
1.6. Doencga veno-oclusiva pulmonar (DVOP)
2. Hipertensao pulmonar devido a doencga do coracao esquerdo
2.1. Disfuncéo sistdlica
2.2. Disfuncgéo diastdlica
2.3. Doenga valvular
3. Hipertensao pulmonar devido a doengas pulmonares e/ou hipdxia
3.1. DPOC
3.2. Doenga pulmonar intersticial
3.3. Outras doencas pulmonares combinando obstrutivas com restritivas
3.4. Sindrome da apnéia do sono
3.5. Hipoventilagéo alveolar
3.6. Exposicéo crbnica a altas altitudes
3.7. Desenvolvimento de anormalidades
4. Hipertensao pulmonar tromboembdlica crénica
5. Hipertensdao pulmonar com mecanismos multifatoriais desconhecidos
5.1. Desordens hematolégicas
5.2. Desordens sistémicas
5.3. Desordens metabdlicas

5.4. Outros: obstrugéo tumoral, mediastinite fibrosante
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APENDICE |
Registro de ondas atriais direita de animais Wistar (A) e SHR (B), onde: “a”
representa a contracido atrial, “c” representa o abaulamento da valvula atrio-
ventricular provocado pelo ventriculo direito e “v” corresponde ao enchimento

atrial.
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