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RESUMO

Introducdo: A Hipertensao Arterial Pulmonar (HAP) é uma doenca caracterizada
pelo aumento da resisténcia arteriolar nos pulmdées. Como consequéncia das
alteracdes arteriolares, ocorre hipoxia que leva a ativacdo de alguns mecanismos,
incluindo os reflexos neurais, respostas ventilatérias e autondmicas, porém estes
mecanismos nao foram totalmente esclarecidos. Este estudo teve como objetivo
avaliar como esses mecanismos séo afetados pela HAP induzida pela monocrotalina
(MCT) e o possivel papel terapéutico do inibidor da enzima conversora da

angiotensina (IECA), captopril, na reversao deste processo de remodelamento.

Métodos e Resultados: Grupos de ratos Wistar foram tratados com uma injecéo
subcutanea de MCT (60 mg.kg™) para inducdo da HAP. Trés semanas depois, estes
animais receberam captopril (CPT, 100 mg.kg™) na sua agua de beber (grupo MCT-
CPT) ou apenas agua (grupo MCT) durante 2 semanas. Como controle, outro grupo
de animais foram tratados com solucdo salina e receberam captopril na agua de
beber (grupo CPT) ou &gua pura (grupo CON), também durante 2 semanas. Os
resultados mostraram que a HAP foi totalmente induzida no grupo MCT, evidenciada
por uma elevacdo do indice pulmonar. A andlise gasométrica e respiratoria
evidenciaram a ocorréncia de hipoxemia e hiperventilacgdo compensatoria. O
tratamento com captopril dos animais com HAP normalizou estes parametros em
comparacao com o grupo CON. Observou-se também uma significante disfuncéo
autonémica no grupo MCT, a qual foi revertida apos o tratamento com captopril.
Finalmente, as analises dos reflexos cardiovasculares evidenciaram uma

exacerbacdo das respostas do quimiorreflexo no grupo MCT, enquanto a



17

sensibilidade do barorreflexo e do reflexo Bezold-Jarisch reduziu expressivamente.
Surpreendentemente, o tratamento com captopril normalizou essas respostas

reflexas a valores semelhantes ao grupo CON.

Conclusdes: O presente estudo demonstrou que a HAP induzida por MCT induz
respostas respiratorias compensatorias, disautonomia, disfuncdo do barorreflexo e
do reflexo Bezold-Jarisch e exacerbacédo das respostas quimiorreflexas. Os dados
também indicam que o tratamento com captopril foi eficaz em reverter estes
distarbios cardio-respiratérios, sugerindo que o uso de drogas ACEI pode ter um

grande potencial terapéutico para a HAP.

Palavras-chave: hipertensdo arterial pulmonar, monocrotalina, captopril,

quimiorreflexo, barorreflexo, reflexo Bezold-Jarisch.
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ABSTRACT

Background: Pulmonary Arterial Hypertension (PAH) is a disease associated with
increased arteriolar resistance in the lungs. Due to hypoxemia, some physiological
mechanisms can be posteriorly affected, including respiratory and cardiovascular
reflexes, but this has not yet been fully investigated. This study aimed to evaluate
how these mechanisms were affected by monocrotaline (MCT)-induced PAH and the
possible therapeutic role of angiotensin converting enzyme inhibitor (ACEi), captopril,

in reversing this remodeling process.

Methods and Results: Groups of wistar rats received MCT injections (60 mg.kg™).
Three weeks later, they received captopril (CPT, 100 mg.kg-1) in their drinking water
(MCT+CPT) or water alone (MCT) for 2 weeks. As control, saline-treated animals
received CPT in their drinking water (CPT) or water alone (CON), also for 2 weeks.
Results showed that PAH was fully induced in the MCT group, evidenced by a high
pulmonary index. Gasometrical and respiratory analyses showed hypoxemia and
compensatory hyperventilation. CPT treatment brought these parameters to similar
values to those observed in the CON group. We observed that autonomic
dysfunction in the MCT group was suppressed by CPT. Finally, cardiovascular
reflexes analysis showed increased chemoreflex responses in the MCT group, while
baroreflex and Bezold-Jarisch reflex sensibility was decreased. Surprisingly, CPT

normalized these reflex responses to values similar to the CON group.

Conclusions: The present study demonstrates that MCT-induced PAH induces

compensatory respiratory responses, dysautonomia, baroreflex and Bezold-



20

Jarisch reflex dysfunction and increases chemoreflex responses. The data also
indicate that CPT was effective in reversing these cardio-respiratory disorders,

suggesting that ACEI could be a potential therapeutic target for PAH.

Key words: pulmonary arterial hypertension, monocrotaline, captopril, chemoreflex,

Baroreflex, Bezold-Jarisch reflex.
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INTRODUCAO

A hipertensdo pulmonar (HP) € uma doenca multifatorial que apresenta
diferentes manifestacdes e, consequentemente, diferentes mecanismos patogénicos
gue levam ao aumento da pressao arterial pulmonar média (PAPM). Por consenso, o
valor minimo da PAPM para ser considerada como HP deve ser igual ou superior a
25 mmHg em repouso determinada através de cateterismo cardiaco direito (Faber e
Loscalzo, 2004; Simonneau et al., 2009; Reis et al., 2010).

Considera-se como valor normal de PAPM em repouso 1413 mmHg e o
limite superior normal de 20,6 mmHg (Reis et al., 2010). O aumento da PAPM acima
dos valores de normalidade ocorre devido ao aumento da resisténcia vascular
pulmonar em individuos que apresentam a seguinte combinacdo de fatores:
vasoconstricdo, remodelamento da parede vascular arterial pulmonar e trombose in
situ (Rubin, 1997).

Historicamente, a classificacdo da HP passou por diversas reformulacées?,
sendo a mais utilizada atualmente criada em 2003, no 3° Simpdsio Mundial de HP
(McLaughlin e McGoon, 2006). A saber: 1- Hipertensao arterial pulmonar (HAP), 2-
HP devido a doenca do coracéo esquerdo, 3- HP devido a doencas pulmonares e/ou
hipoxia, 4- HP tromboembdlica cronica e 5- HP com mecanismos multifatoriais
desconhecidos (Anexo 1).

Dentre as diferentes formas de apresentacdo de HP, aquela que induz a

doenca atraves de mecanismos que afetam diretamente a vasculatura pulmonar tem

1Originalmente, em 1973, a HP era classificada apenas em Primaria e Secundaria. Entretanto,
0s estudos demonstraram que 0s pacientes com HP apresentavam especificidades, sendo
entdo a classificagcdo reformulada em 2003 na Italia, e atualizada em dois eventos cientificos
posteriores: 3° Simposio Mundial de HP (Dana Point — EUA / 2008) e 5° Simpodsio Mundial
(Evian — Franca / 2013).
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despertado o0 nosso interesse. De acordo com a ultima classificacdo da HP, esta se
refere ao primeiro sub-grupo, isto €, a hipertenséao arterial pulmonar (HAP).

Nas ultimas duas décadas, observou-se um aumento significativo da taxa de
sobrevida da HAP, o que provavelmente esta relacionado com o avanco dos
meétodos de diagndstico, bem como das terapias farmacologicas. Entretanto, uma
vez que os tratamentos tém carater apenas paliativo e ndo curativo, esta doenca
continua apresentando um progndéstico ruim, com taxa de mortalidade de 50% dos
pacientes sete anos apos o diagndstico (Benza et al., 2012).

Em 1998, Gaine e Rubin descreveram que a prevaléncia mundial da HAP
era aproximadamente de 1 a 2 casos por 1 milhdo de pessoas na populacdo geral.
Entretanto, embora ndo exista na literatura uma estimativa mundial atualizada,
registros franceses mais recentes sugerem que a prevaléncia de HAP seja por volta
de 15 individuos por 1 milhdo de habitantes. Estes registros descrevem também que
a HAP idiopatica é a forma mais prevalente, sendo mais frequente no sexo feminino.
(Humbert et al., 2006).

Sabe-se que a mortalidade dos pacientes com HAP tem forte associacéo
tanto com a severidade dos sintomas como com a faléncia ventricular direita, sendo
que nos ultimos anos muitos fatores vém sendo descritos na literatura como
preditores de mau prognostico na HAP, dentre os quais podemos citar: idade
avancada, maior severidade no sexo masculino (Kane et al., 2011), classe funcional
avancada (lll e IV), reducdo da capacidade de exercicio medida pelo teste de
caminhada de 6 minutos ou pelo teste de esforco cardiopulmonar, aumento da
pressdo de atrio direito, disfuncdo ventricular direita significativa, baixo débito
cardiaco, elevacdo dos niveis de peptideo natriurético cerebral e presenca de

diagnéstico subjacente de esclerodermia (McLaughlin et al., 2009).
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Nas ultimas décadas, o estudo da HAP tem avancado de forma expressiva
tanto em humanos como em modelos animais. Dentre os modelos experimentais
para o estudo da HAP propostos pela literatura, os mais comumente utilizados séo a
inducdo da doenca através da exposicdo a hipoxia crénica (Stenmark et al., 2009) e
a inducdo da HAP via monocrotalina (MCT) (Wilson et al., 1992; Brown et al.,1998;
Ishikawa et al., 2009). O modelo de MCT ¢ utilizado frequentemente para o estudo
da HAP por ter como vantagens o fato de ser tecnicamente simples, reprodutivel e
de baixo custo em comparacdo com outros modelos (Gomez-Arroyo et al., 2012).

A MCT é um alcaldide inativo obtido das sementes da Crotalaria spectalalia
sendo transformado no figado em um alcal6ide toxico, o pirrol da MCT (Yuyama et
al., 2004). Apesar da resposta a MCT variar entre espécies de animais devido as
diferencas existentes do metabolismo hepatico pelo citocromo p-450, a espécie mais
utilizada para estudar a HAP induzida por MCT é o rato (Stenmark et al., 2009).
Vérios trabalhos mostraram que uma Unica inje¢do subcuténea ou intraperitoneal de
MCT em ratos, provoca lesdes na vasculatura pulmonar que resulta em HAP e
hipertrofia do VD (Morita et al., 1996; Nakazawa, et al., 1999; Ito et al., 2000;
Gomez-Arroyo et al., 2012).

Entretanto, apesar deste modelo experimental ser utilizado desde 1961
(Wilson et al., 1992), o mecanismo exato pelo qual a MCT provoca a HAP ainda é
desconhecido. Sugere-se que a MCT promova uma lesdo endotelial vascular direta
(Jasmin et al., 2001), megalocitose das ceélulas endoteliais da artéria pulmonar (Lee
et al., 2009) e inflamacéo dos vasos pulmonares (Farhat et al., 1993), levando a um
aumento da resisténcia arterial pulmonar e hipertrofia de VD (Gomez-Arroyo et al.,
2012). As lesbes vasculares pulmonares induzidas pela MCT sdo semelhantes

aguelas observadas na HAP em humanos, sugerindo que a HAP deste modelo pode
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representar uma das melhores formas de avaliar a correlacdo entre disfuncéo
endotelial e hipertrofia/faléncia do VD (Palevsky et al.,, 1989), assim como a
descoberta de novas terapias medicamentosas.

Quanto aos mecanismos patogénicos, uma caracteristica que precede o
guadro de HAP ¢ a lesdo endotelial da parede das arteriolas pulmonares, que esta
associada a uma constricdo ocasionada pelo predominio dos fatores constritores em
detrimento dos fatores relaxantes do endotélio (Puri et al., 2007; Archer e Michelakis,
2009). O desequilibrio entre os fatores relaxantes e constritores do endotélio induz a
um remodelamento vascular que é caracterizado por lesdes plexiformes, hipertrofia
da camada média vascular, fibrose laminar do tipo concéntrico da camada intima,
degeneracéo fibréide e lesdes tromboticas que culminam com o aumento da PAPM
(Runo e Loyd, 2003).

Sabe-se que o0 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 injarias, como hipdxia,
estresse de cisalhamento, inflamacao, toxinas ou drogas, resultando em proliferacao
endotelial anormal e posteriormente na formagéo de lesdes plexiformes (Cool et al.,
1999).

Em relacdo a hipdxia, apesar desta ndo ser um dos principais fatores para o
desenvolvimento inicial da HAP, ela pode contribuir significativamente para o
remodelamento vascular pulmonar durante a progressao da doenca (hipoxia crénica)
e/ou causar vasoconstricdo pulmonar importante (hipéxia aguda) (Hardingham et al.,
1997; Sweeney e Yuan, 2000) e aumentos da pressao arterial (PA) no leito pulmonar

(Le Cras et al., 1998). Além disso, sabe-se que a hipdxia estimula a liberacdo de um
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potente polipeptideo vasoconstritor pelas células endoteliais, a endotelina-1 (ET-1),
gue se liga a receptores especificos nas células musculares lisas vasculares, o que
resulta no aumento da concentracdo de célcio intracelular levando a vasoconstricao.
Estes dois mecanismos (vasoconstricdo arterial pulmonar e liberacdo de ET-1)
relacionados a hipdxia culminam com a elevacao da resisténcia vascular pulmonar e
agravamento do quadro de HAP (Pigazzi et al., 1999).

Entretanto, uma vez que existem varios mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na patogenia da HAP, 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 uUnica forma de doenca, os mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos podem variar de acordo com a fase evolutiva (Rubin et
al., 2004).

Por outro lado, a presenca de hipoxia na HAP, além de ser uma resposta
que ocorre como consequéncia da doenca em si, pode causar a ativacdo de
mecanismos reflexos neurais que afetam diretamente ndo s6 o sistema respiratorio
como também o cardiovascular e o autondmico. Contudo, ndo existem estudos que
demonstrem se estas respostas atenuam ou agravam a HAP, sendo que estes
aspectos da doencga permanecem por ser esclarecidos.

Em relagcdo ao quimiorreflexo, o aumento da sua atividade na HAP pode ser
consequente as possiveis alteracfes ventilatorias e 0 prejuizo na troca gasosa, uma
vez que se sabe que a ocorréncia da hipéxia e a sua manutencdo, bem como a
hipercapnia e a reducdo do pH, levam a ativacdo de quimiorreceptores periféricos
localizados nos corpusculos carotideos de ratos (Sapru e Krieger, 1977),
promovendo hiperatividade simpatica, com consequente inotropismo positivo e

aumento da resisténcia vascular periférica (Marshall et al, 2000; Haibara et al, 2002).
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Em adicdo, existem quimiorreceptores centrais que podem ser ativados
principalmente em situacbes de hipercapnia (Marshall, 1987). Este conjunto de
respostas as alteracdes descritas € denominado quimiorreflexo.

De acordo com Marcus et al. (2010), a circulagdo pulmonar € rica em
terminacbes nervosas simpaticas, as quais parecem desempenhar um papel
importante no crescimento e diferenciacdo vascular através de mecanismos nao
totalmente esclarecidos. Estes autores demonstraram que ocorre uma hiperatividade
destas terminacdes nervosas em doentes com HAP avancada, a qual provavelmente
€ parcialmente mediada pelo quimiorreflexo, visto que a submissédo dos pacientes a
condicdo de hiperoxia para inativacdo do quimiorreflexo, ocasiona a reducdo da
atividade destas terminacdes.

N&do obstante a ativacdo quimiorreflexa, as alteracbes vasculares e
parenquimatosas presentes em modelos experimentais de HAP parecem ter um
impacto funcional direto sobre as trocas gasosas. Em relacdo as alteracbes
ventilatorias, existem algumas descri¢cdes sucintas e pouco objetivas de taquipnéia
em ratos tratados com MCT (Nihei et al.,2005; Brown et al.,1998). Quanto ao
impacto desta doenca nas trocas gasosas. Estudos de Lai et al. (1996) descreveram
uma reducdo na capacidade de difusdo do monéxido de carbono 2 a 3 semanas
apos a injecdo de MCT. Estudos de Schermuly et al. (2004) e Dumitrascu et al.
(2008) por sua vez mostraram uma redugcdo da PaO, em amostras do sangue
arterial de ratos tratados com MCT. Assim, 0Ss mecanismos ventilatérios
permanecem por serem elucidados na HAP, principalmente sobre suas implicacdes
sobre o sistema cardiovascular.

Em relacdo as respostas hemodinamicas na HAP, uma vez que a o

processo de remodelamento vascular e a vasoconstricdo pulmonar induzida por
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diferentes mecanismos culminam com a elevacao da resisténcia vascular pulmonar,
esta elevacdo tem como uma das consequéncias 0 aumento da pos-carga
ventricular direita, o que gera adaptacdes hemodinamicas nesta camara cardiaca,
tais como o aumento da pressédo sistolica do VD e a hipertrofia ventricular direita
(Chen et al., 1998; Szabo et al., 2006). Com a hipertrofia do VD, ocorre aumento da
demanda miocéardica de oxigénio e reducdo da perfusdo do VD, comprometendo
ainda mais a contratilidade (Bogaard et al., 2009). Embora o ventriculo esquerdo
(VE) ndo seja diretamente comprometido, a progressiva dilatacdo do VD pode
prejudicar seu desempenho devido as intera¢cdes com o septo interventricular (Louie
et al., 1995; Nootens et al., 1995).

Uma das consequéncias das alteracbes hemodinamicas desenvolvidas na
HAP é a ativacdo neuro-humoral do sistema renina angiotensina (SRA) e do sistema
nervoso simpatico (SNS), o que possivelmente acelera o processo de
remodelamento vascular pulmonar e influencia negativamente a evolucao da doenca
em longo prazo (Man et al.,, 2012). Em adicdo, de acordo com Chassagne et al.
(2000), a muscularizacdo vascular observada em animais submetidos a hipoxia esta
associada a uma super-expresséo dos receptores AT1 e AT2 da angiotensina Il (All),
sugerindo que a All tem um papel importante nas alteracbes estruturais e
hemodinamicas durante o desenvolvimento da HP hipoxica.

Quanto ao tratamento da HAP em humanos, varios farmacos vém sendo
utilizados. Entretanto, apesar das alternativas terapéuticas, a HAP continua sendo
uma doenga progressiva, crénica e incuravel, uma vez que até o momento nao
existe uma droga que seja completamente eficaz na reversdo dos efeitos deletérios
da doenca. Nos Uultimos dez anos verificou-se uma grande evolucdo na

compreensao dos mecanismos da lesdo vascular pulmonar e da descoberta de
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farmacos que vieram permitir a melhoria significativa do progndstico da doenca. A
terapéutica disponivel atualmente para o tratamento da HAP resulta em 2 grupos
distintos de farmacos: os inibidores de canais de calcio e os farmacos vasoativos
especificos (Reis et al., 2010).

O tratamento a longo prazo com inibidores de canais de célcio parece ser
eficaz apenas em um pequeno grupo de pacientes. Dentre os farmacos vasoativos
utilizados, estdo os prostandides (Sitbon et al., 2002), os antagonistas dos
receptores de ET1 (Rubin et al., 2002; Barst et al., 2003), os inibidores da 5’
fosfodiesterase (Galié et al., 2005) e o 6xido nitrico inalatério (Barman et al., 2009).

Entretanto, o tratamento da HAP com estes farmacos muitas vezes
apresentam efeitos colaterais importantes. Atualmente, um dos maiores desafios no
tratamento da HAP € a descoberta de agentes terapéuticos eficazes que consigam
tratar a vasculatura pulmonar sem efeitos adversos sistémicos significativos.

Apesar das evidéncias de exacerbacdo do SRA na HAP, tais como a super-
expressao dos receptores AT1 no coracao de animais submetidos a hipdxia cronica
(Marshall, 2003; Bader, 2010) e o aumento da expressdo de All em animais com
HAP (Marshall, 2003), os farmacos vasoativos denominados inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA) ndo sao drogas rotineiramente utilizadas no
tratamento da HAP. Estudos de Morrel et al. (1995), mostraram em animais que
sofrem de hipoxia crbnica em associacdo com HAP, um aumento dramatico da
concentracdo da ECA nas arteriolas pulmonares, tornando-as mais muscularizadas.

A All é a substancia ativa mais importante do SRA, tendo grande papel
regulador de fluidos e controlador do balangco de sédio, assim como no crescimento
e remodelamento cardiovascular. Possui também efeitos diretos e indiretos nos rins,

através da estimulacéo da sintese de aldosterona pela glandula adrenal e interacdes
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com o sistema nervoso central (SNC) incluindo estimulos para ingestdo de agua,
apetite ao sal e liberacdo do hormdnio antidiurético vasopressina, além de modular a
regulacdo autonémica da funcdo cardiovascular (Peach et al., 1977; Saavedra,
1992; Wright e Harding, 1992).

Além da All, seus metabdlitos também sao responsaveis por algumas acdes
especificas (vide Anexo Il). A angiotensina Il (Alll), gerada a partir da All, é também
causadora de vasoconstricao, liberacdo de aldosterona e remodelamento vascular
(Zini et al., 1996). A angiotensina IV €& gerada através da angiotensina lll, e tem
acOes mediadas pelo receptor IRAP (insulin-regulated amino-peptidase), tais como a
vasodilatacao renal e a regulacdo das fungdes cognitivas, além de participar da
sintese de enzimas aminopeptidase N, que atua no processo de angiogenese
através da promocao do crescimento e proliferacdo de células vasculares (Ruiz-
Ortega 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.
Estudos recentes propuseram que a Angiotensina 1-7 pode mediar alguns dos
efeitos do tratamento com inibidores de ECA. A inibicdo da ECA aumenta os niveis
plasméticos de Angiotensina 1-7 (Ferrario et al., 1997; Roks et al.,1999). O estudo
de Roks et al. (1999), mostrou que a Angiotensina 1-7 antagoniza a vasoconstricao
induzida pela A 1l em artérias de seres humanos e inibe a ECA plasmaética, cardiaca
e vascular, sugerindo que a Angiotensina 1-7 seria um modulador do SRA
cardiovascular em humanos.

Além dos efeitos sistémicos, o SRA parece ter grande influéncia na
vasculatura pulmonar. O efeito vasoconstritor pulmonar da All foi descrito desde

1961 nos estudos de Segel et al., sendo que Lipworth et al. (1994) mostraram que o
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aumento da resisténcia vascular pela All é significativamente mais pronunciado ao
nivel pulmonar do que sistemicamente, sugerindo que o leito pulmonar responde
mais intensamente aos efeitos vasoconstritores da All. Estudos de Morrel et al.
(1995), mostraram que ratos submetidos a hipoxia crénica apresentam um aumento
da expresséo da ECA pulmonar.

Assim, uma vez que a All participa do processo de hipertrofia da
musculatura lisa vascular e do aumento da proliferacdo celular através da
estimulacédo de fatores de crescimento, tais como o fator 3 de crescimento celular
(TGF- B), e a hipéxia crbnica causa um aumento da expressdo da ECA pulmonar
(Puri et al., 2007), acreditamos que o uso dos IECA no tratamento da HAP poderia
ser uma alternativa terapéutica potencial.

Em relac&o as respostas sistémicas observadas na HAP, ao considerarmos
o envolvimento do quimiorreflexo nesta doencga, temos que considerar a possivel
participacdo de outros mecanismos reflexos de controle da pressao arterial (PA), tal
como o barorreflexo e o reflexo Bezold-Jarisch. Pouco se sabe sobre o papel destes
reflexos nesta doenca e/ou suas possiveis disfuncdes.

O principal mecanismo de controle a curto prazo da PA é desempenhado
pelos reflexos cardiovasculares que sédo originados nos barorreceptores arteriais e
nos receptores de estiramento da regido cardiopulmonar (Shepherd e Mancia, 1986).
Os ajustes reflexos ocorrem principalmente através da ativacédo dos barorreceptores
aorticos e carotideos que transmitem informacdes ao SNC. As aferéncias
provenientes dos barorreceptores arteriais dirigem-se para o SNC, e deste partem
eferéncias autonémicas para 0 coracao e vasos sanguineos, constituindo-se em um
mecanismo de retroalimentacdo, que permite a regulacdo da PA batimento a

batimento (Jacob e cols., 1986, 1988).
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Dentre os mecanismos neurais de regulacdo da PA, o barorreflexo é o mais
estudado (Irigoyen e Krieger, 1998, Henry et al., 1998, Creager e Creager, 1994,
Mortara et al., 1997). Tal reflexo promove sua ac¢do por meio de mecanorreceptores
localizados na camada adventicia do arco adrtico e do seio carotideo (Kunze, 1984).
Estes receptores sdo sensiveis as alteracdes de tensédo produzidas na parede dos
vasos pelas ondas de pressado sistolica ou por elevacdes subitas da PA (Brown,
1980; Spyer, 1990). A ativacdo destes receptores gera potencias de acao, 0s quais
sao transmitidos para o SNC por meio de aferéncias barorreceptoras que caminham
juntamente com 0s nervos vago e glossofaringeo. Quando ocorre um aumento
subito de PA, a consequente ativacdo do barorreflexo promove simultaneamente
uma elevacdo da atividade parassimpatica ao coracdo e uma diminuicdo da
atividade simpdtica, tanto para os vasos de resisténcia, quanto para o coracao
(Spyer, 1990). Isso resulta em bradicardia, reducdo da contratilidade cardiaca,
reducdo da resisténcia vascular periférica e consequentemente, uma diminui¢cdo do
débito cardiaco e da PA. Em contrapartida, a queda de PA é compensada por um
decréscimo na descarga aferente barorreceptora, promovendo alteracdes
exatamente opostas as acima citadas para o componente autonédmico (Brown, 1980;
Michelini, 1989).

Sabendo-se que a All participa do controle da PA tanto através de seus
efeitos diretos no tbnus vascular como através de sua acdo no SNS, é razoavel
supor que o tratamento de animais com HAP com drogas inibidoras da ECA possa
reduzir ou talvez impedir a evolugcdo da doenca bem como suas consequéncias nos
diversos sistemas organicos.

Outro reflexo cardiovascular que desempenha importante fungdo no controle

da PA € o Reflexo Bezold-Jarisch (RBJ), um epbnimo para a triade de respostas
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cardiorrespiratorias (apnéia, bradicardia e hipotenséo). Esta triade € mediada por
ndcleos localizados no tronco cerebral que controlam a respiracdo, frequéncia
cardiaca e o tbnus vasomotor, a partir de informacdes transmitidas através de
aferentes vagais cardiacos (Aviado e Aviado, 2001). Este reflexo possui receptores
localizados em diferentes estruturas cardiopulmonares, incluindo atrios, ventriculos,
vasos e parénquima pulmonares (Kappagoda et al., 1972; Thorén, 1980). A maior
concentracdo destes receptores se encontra no ventriculo esquerdo (VE),
principalmente na parede infero-posterior (Mark et al., 1983).

Uma vez que, de acordo com Mark (1983) a atividade do RBJ é influenciada
pela atividade do sistema nervoso autbnomo, sistema este que se encontra com a
atividade alterada na HAP (Velez-Roa et al., 2004), possivelmente a atividade deste
reflexo pode estar modificada em ratos tratados com MCT. Entretanto, ndo existem
estudos que discutam o papel do RBJ na HAP, sendo o presente estudo o primeiro a
realizar tal investigagao.

A extensa quantidade de estudos disponiveis na literatura sobre os reflexos
cardiovasculares demonstra a importancia destes mecanismos neurais sobre a
regulacdo da PA, tanto em condicBes fisiolégicas como nas variadas formas de
hipertensdo experimental e clinica. No entanto, ndo h& disponivel na literatura
estudos que tenham avaliado a funcéo e correlagcdo destes mecanismos reflexos
neurais em animais com HAP, e ndo sabemos se o tratamento com captopril &
capaz de normalizar estes mecanismos. Assim, uma vez que 0 SRA esta envolvido
no desenvolvimento da HAP, acreditamos que a investigacdo das respostas
respiratorias e cardiovasculares tonicas e reflexas associadas ao tratamento com
farmacos que inibem o SRA seja de grande valia para maior entendimento da HAP e

mecanismos envolvidos, bem como para a busca de novas alternativas terapéuticas
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para o manejo da HAP, visto que até o momento esta doenca permanece incuravel,

altamente incapacitante e com alta morbi-mortalidade associadas.
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OBJETIVOS

Avaliar os efeitos promovidos pela HAP induzida pela MCT sobre os
mecanismos de regulacdo reflexa da pressdo arterial em ratos Wistar
submetidos ao tratamento com o inibidor da enzima conversora de

angiotensina, captopril.

Especificos:

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

Avaliar os efeitos do tratamento com captopril em ratos Wistar portadores de
HAP induzida pela MCT sobre os sistemas cardiovascular, autonémico e
respiratorio.

Estudar as alteracdes anatomopatoldgicas da vasculatura pulmonar de ratos
Wistar portadores de induzida pela MCT submetidos ao tratamento com
captopril.

Avaliar as respostas cardiovasculares reflexas (Baroreflexo, Quimiorreflexo e
RBJ) em ratos Wistar portadores de HAP induzida pela MCT submetidos ao

tratamento com captopril.
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MATERIAIS E METODOS

1.0 — Animais experimentais

Para a realizacéo dos protocolos experimentais foram utilizados ratos Wistar,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Espirito Santo com
peso padronizado entre 180-200g. Em todos os protocolos experimentais 0s 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 racdo balanceada (Probiotério
Primor S/A, S&o Paulo). Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com as normas para pesquisa biomédica que determinam os cuidados para
0 uso do animal de laboratério em ensaios experimentais, como indicado pela
Federacdo das Sociedades de Biologia Experimental. O protocolo desta pesquisa foi
aprovado em reunido ordinaria do Comité de Etica no uso de Animais (CEUA-UFES)

no dia 13/04/2012.

2.0 — Grupos experimentais

Os animais utilizados neste estudo foram divididos em 4 grupos

experimentais, sendo estes:

Wistar controle (CON, n=18);

Wistar tratado com MCT (MCT, n=18);

Wistar tratados com Captopril (CPT, n=18);

Wistar tratados com Captopril e MCT (MCT-CPT, n=18);
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3.0 — Anestesia

No presente estudo, foi utilizado o anestésico pentobarbital sodico na
dose de 50 mg/kg, administrado via intraperitoneal para permitir as cirurgias de
cateterizacdo da artéria e veia femorais bem como a cateterizacdo das camaras

cardiacas.

4.0 — Tratamento dos animais para inducdo da HAP

A HAP foi induzida através de uma unica aplicacdo de MCT (Crotaline;
Sigma Chemical Co), injetada de forma subcutanea, na dose de 60 mg/Kg. A MCT
foi inicialmente dissolvida em 1 N de &cido cloridrico (HCL). Apds, o pH foi corrigido
para 7,4 com solucdo de NaOH 0.5 N. Uma vez dissolvido, o volume da solucéo foi

ajustado para 7 mL com salina.

5.0 — Tratamento com captopril

Apés 3 semanas da aplicagcdo de MCT, os animais foram submetidos ao
tratamento crénico com captopril na dose de 100 mg/Kg administrado na agua de
beber por 2 semanas ad libitum. O calculo da dosagem foi realizado considerando
gue os animais ingeriam aproximadamente 40 mL/dia. A dose de captopril escolhida

baseou-se no estudo experimental de Bolterman et al. (2005).

Os animais do grupo controle que foram tratados com este farmaco
receberam as mesmas doses e realizaram o tratamento também por 2 semanas.O

captopril foi utilizado a fim de inibir a ECA.
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6.0 — Cateterizacdo da artéria e veia femoral

Sob anestesia por pentobarbital sédico, os animais foram submetidos ao
implante de um cateter na aorta abdominal, acessada através da artéria femoral
esquerda, para permitir os registros cardiovasculares. Também foi inserido um
cateter na veia cava inferior através da veia femoral, para administracdo de drogas,
de acordo com cada protocolo experimental. As extremidades livres foram
direcionadas, sob a pele no dorso do animal, por meio de um trocater, até a regiao
meédio-cervical posterior, onde, por meio de uma nova incisdo, os cateteres foram
exteriorizados e fixados por meio de fio de sutura. Para cateterizacdo, foram
utilizadas canulas de polietileno, com duas partes soldadas entre si: PE-50 (CPL
Medical's — Sao Paulo, Brasil) + PE-10 (Portex, USA). Estas ficaram preenchidas
com solucao fisiologica (0,9%) previamente a cateterizacdo. Apds a cirurgia, 0S
animais foram alocados em caixas individuais, para permitir sua recupera¢cdo com

agua e racao ad libitum.

7.0 — Registro direto da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

Como medida preventiva, antes do inicio dos registros da PA e da FC, os
cateteres arteriais foram heparinizados (Liquemine, Roche, Rio de Janeiro, Brasil)

(1:50) para evitar a formacéo de coagulos durante o periodo de registros.

Para os registros da Pressao Arterial Pulsatil (PP), Pressao Arterial Média
(PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC), o cateter foi conectado a um transdutor de
pressdo conectado a um Sistema de Aquisicdo de Dados computadorizado

(PowerLab) acoplado a um computador. A frequéncia de amostragem ficou fixada
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em 100 Hz. Para visualizacdo dos registros e analise dos dados foi utilizado o

software Chart V4.2 (PowerLab® ADInstruments, USA).

8.0 — Registro das pressdes das camaras cardiacas

Para os registros das pressfes ventriculares e atriais, os animais foram
submetidos ao implante de um tubo de polietileno (PE-50) através da artéria carétida
direita para acessar o VE e permitir 0s registros de pressao sistolica maxima
(PSmax), presséo diastolica final (PDF), derivada de presséo 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 pressdao ventricular direita. Foram registradas as mesmas pressdes descritas para
o VE, isto €, PSmax, PDF, dP/dT(+) e dP/dT(-). Para os registros de pressdes
intracardiacas ventriculares, a canula foi conectada a um sistema de aquisicdo de
dados biolégicos (Power Lab) acoplado a um computador como uma frequéncia de

amostragem de 1000 Hz.

9.0 - Registro pletismografico de corpo inteiro

Antes da realizacdo das medidas cardiovasculares, foram realizados os
registros pletismograficos. O animal foi colocado em uma camara pletismografica
acrilica, 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 4002° 1734 AO2988) conectado a um poligrafo
de 4 canais (HEWLETT PACKARD 7754B SYSTEM) acoplado a um sistema

computadorizado de registros (BIOPAC), para permitir os registros das variacdes de
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volume dentro da camara, bem como da frequéncia respiratoria. A calibracdo do
sistema foi feita através de uma seringa de 1 ml conectada a camara pletismografica,
onde injecdes de 0,1 e 0,2 ml foram feitas com o objetivo de se registrar as
alteracdes de pressédo dentro da camara, as quais foram utilizadas nos calculos dos

volumes respiratorios.

A canula arterial do animal foi exteriorizada da camara através de um orificio
na parede superior da mesma, a qual permaneceu preenchida com vaselina para
assegurar o isolamento da mesma. Tanto a canula arterial como a camara
pletismografica foram conectadas ao poligrafo HEWLETT PACKARD e ao sistema
de aquisicdo de dados BIOPAC, para permitir o registro simultaneo da PAP (sistélica
e diastdlica) e da ventilacdo. Apds um periodo de aproximadamente 15 a 20 minutos
para a adaptacdo do animal a camara pletismografica, foram iniciados os registros.
Foram realizados 5 periodos de registros por animal, sendo que cada um teve a
duracdo de 5 minutos. Entre estes periodos de registros, a camara foi aberta e
assim permaneceu por 1 minuto, para permitir a renovacao do ar da camara. Para
as analises dos dados nao foi utilizado o primeiro periodo de registro, uma vez que

neste, o animal encontrava-se em fase de adaptacdo a camara.

Figura 1: Fotografia ilustrando o sistema de registro respiratério: camara pletismografica de corpo
inteiro.
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10.0 — Calculos dos Valores Ventilatorios
Para a quantificacdo dos volumes respiratorios, varios parametros foram

considerados, de acordo com a seguinte equacao:

APT TOC Pb - PCHzO
Ve =V * . :
APk T°a  (Pb—PcH,0) - T°. (Pb-PpH,0)

T

Onde:

VC = volume de ar corrente (unidade = ml).

VK = volume de ar injetado na camara através da seringa de calibragéo (0,1; 0,2 mi;
etc.).

APT = variacdo de pressdo dentro da camara, na presenca do animal. Este valor foi
obtido a partir dos registros graficos e corresponde a um valor em centimetros de
uma inspiracdo ou expiracdo. Para determinacdo deste, foi selecionado um
segmento do registro onde o animal encontrava-se em repouso e feita a média
aritmética de aproximadamente 10 inspiracdes ou expiracoes.

APk = € a variacdo de pressdo dentro da camara, sem o animal, causada pela
injecdo de um volume conhecido de ar na camara, por ocasido da calibragdo do
sistema. E um valor em centimetros obtido nos registros gréaficos.

T°c = temperatura da camara em °K obtida no momento do registro, apos a
adaptacdo do animal. Para isto, foi colocado um termdémetro na parede interna da
camara.

T%, = temperatura ambiente em °K, observada por um termdémetro localizado nas
proximidades de onde foram feitos 0s registros.

T% = temperatura do pulméao do animal em °K (311 °K, Barttlet, 1971).

Pp = pressao barométrica (unidade = TORR).
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PcH20 = presséo de vapor de agua na camara determinada em tabela a partir da T
(°C) da camara (unidade = TORR).
PpH20 = pressao de vapor de agua dos pulmdes do animal determinada a partir da T

(°C) dos pulmdes (unidade = TORR).

10.1 — Fator de Correcéo

ApoOs a obtencado do volume corrente pelos céalculos descritos acima, foi feita
uma correcdo para desconsiderar o espaco fisico ocupado pelo animal dentro da
camara, no momento do registro, para garantir que outras variaveis ndo pudessem

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

Onde:

Vcamara — Vrato

Fator de Correcao =
VcAmarA

VOLUME CORRENTE CORRIGIDO = Fator de Correc¢éo. V.

Vcimara = Volume da camara sem o animal (unidade = mililitros).

VRrato = peso do animal (unidade = gramas).

10.2 — Outras Variaveis Ventilatéorias Estudadas

e Frequéncia Respiratéria (FR): calculada a partir dos registros ventilatorios. Foi
feita a média aritmética dos 4 periodos de registros. Expressa em respiracdes por

minuto (rpm).
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e Ventilagcdo Pulmonar (VP): calculada pelo produto entre o volume corrente
corrigido e a frequéncia respiratoria. Os dados foram normalizados pelo peso do
rato.

e Espaco morto (Ev): 0,5 mL (Campoccia et al., 2010)

e Ventilacdo alveolar (Va): calculada pela seguinte formula = (Vc-En).FR

11.0 — Avaliacdo Gasomeétrica

Ao final dos registros cardiovasulares, 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 (HCOg'), potencial hidrogeniénico (pH) e % de saturacdo da
hemoglobina (SaO,). As andlises foram realizadas através do aparelho Radiometer
Copenhagen (ABL555) no Hospital Universitario Cassiano Anténio Moraes (HUCAM)

no Laboratorio de Urgéncia.

12.0 — Pesagem das camaras cardiacas

Ao final de cada protocolo experimental, os animais foram sacrificados com
uma superdose de anestésico (pentobarbital sédico) e foi realizada uma abertura na
linha média do térax do animal para permitir 0 acesso e retirada do coracdo. As
camaras cardiacas (ventriculos direito e esquerdo) foram separadas e pesadas em

balanca de precisdo (AND — GR-200).

O peso umido foi obtido ao final do experimento. Para a determinacdo do

peso seco, as camaras foram mantidas em estufa a 60°c por um periodo de 24
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horas para sua desidratacdo e posteriormente pesadas. O peso das camaras foi

corrigido pelo peso corporal dos animais.

13.0 — Determinacéo do indice pulmonar

A hipertrofia ventricular direita foi avaliada através da determinacéo do indice
de Fulton ou indice pulmonar. Segundo Fulton et al. (1952), na separacdo das
camaras cardiacas, o VD deve ser isolado do VE e septo, sendo que estes ultimos
formam um Unico conjunto. Desta forma, este indice foi calculado pela razdo entre o
peso umido do VD e o peso umido do VE + septo, ambos corrigidos pelo peso
corporal, ou seja, g/100g. Este indice foi utilizado previamente em outro estudo

experimental de HAP (Al-Ansari et al., 2007).

14.0 — Histologia

Apés a retirada dos coragbes, os pulmbes dos animais foram retirados e
perfundidos pela traqueia passivamente por gravidade (50 cm de altura) com formol
tamponado a 10%. Foram realizados cortes no I6bulo médio do pulméo direito, os
quais 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, 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, diametro
externo (2x a espessura da parede + l[imen) e o diametro do lumen foram tomados

diretamente das fotomicrografias de uma escala com os mesmos aumentos (5x e
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40x) da fotomicrografias do pulméo. Para avaliarmos a espessura da parede
vascular foram utilizados os valores, em micrometros, tomados das fotomicrografias
de 40x. 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, sendo contados

ramos arteriais que apresentaram a muscular evidente.

A espessura da parede e o diametro da luz (lumen) foram medidos usando
como referéncia o menor didmetro dos vasos avaliados. Estes parametros foram
calculados como a percentagem da espessura da parede e a percentagem de area

do limen das artérias muscularizadas, utilizando as seguintes formulas:

Percentagem da espessura da parede (%) = (espessura da camada média x 2)
X 100

( diametro externo)

Percentagem de &rea luminal (%) =  (area luminal)

X 100
(diametro externo)

bY

Os valores médios obtidos para cada animal correspondeu & medicédo de

trés artérias.




48

15.0 — Avaliacédo dos Reflexos Cardiovasculares

15.1 - Barorreflexo

O método utilizado para estimulacdo dos barorreceptores foi o de infusédo
continua, por meio de bomba de infusdo (Harvard, 600-900V, Dover, EUA), de
fenilefrina (Hidrocloridrato de fenilefrina — Sigma, EUA), na dose de 0,05 mg/ml, e
nitroprussiato de sédio (Nipride, Roche, Brasil) na dose de 1,0 mg/ml. O fluxo
utilizado foi de 50 pg/ml/min, o qual foi mantido até que fosse obtida elevagcédo ou
diminuicdo da PAM de 50 mmHg em relacdo a linha de base. Posteriormente, 0s
valores de FC correspondentes as alteracées de PAM foram tomados em intervalos

de £ 10 mmHg.

A sensibilidade (ganho) do barorreflexo a fenilefrina foi calculada dividindo-
se a bradicardia maxima pelo valor de pico da resposta pressora. Para o ganho do
barorreflexo ao nitroprussiato sédio, o calculo foi feito considerando-se a taquicardia
maxima e o valor de pico da resposta depressora.

Para complementar a avaliacdo, o ganho também foi avaliado através dos
calculos de slope (vide Anexo lll), obtido através da razdo entre a PAM/ FC

(bpm/mmHg) de cada animal .

15.2 — Quimiorreflexo

Os quimiorreceptores carotideos foram ativados através de injecOes
aleatorias de Cianeto de Potassio (KCN) (10, 20, 40 e 80 pg/0,05 mi/rato IV), in
bolus, e as alteragbes de PAM e FC foram entdo registradas. O Cianeto & descrito

na literatura como um potente estimulo para os quimiorreceptores periféricos (Biscoe
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e Duchen, 1990; Franchini e Krieger, 1997) atuando por inibicdo da enzima

citocromo-oxidase envolvida na cadeia respiratoria.

15.3 — Reflexo Bezold-Jarisch (RBJ)

O RBJ foi induzido através de injecdes (in bolus) em doses aleatorias de
fenilbiguanida (FBG) (1,5; 3; 6; 12 e 24 ug/kg 1V) e as alterac6es de PAM e FC foram
registradas. Esta droga estimula quimicamente os receptores cardiopulmonares por
ativarem o0s receptores 5-HT3, localizados nas camaras cardiacas e vasos
pulmonares (Mark, 1983). A sensibilidade do RBJ foi determinada pelo calculo do
ganho de cada dose de FBG administrada para cada animal. A partir destes valores,
foi determinado o ganho médio de cada animal, assim como a média de cada grupo
estudado. O calculo do ganho de cada dose foi obtido dividindo-se o valor da

resposta bradicardica pelo valor de pico da resposta hipotensora obtida.

16.0 — Bloqueios Autonomicos

O bloqueio autonomico foi realizado com a finalidade de avaliarmos os
componentes simpatico e parassimpatico cardiacos, bem como auxiliar no
entendimento das alteracdes cardiovasculares observadas. Para tanto, foi realizado
o bloqueio dos adrenoceptores B; com atenolol nas dose de (2 mg/Kg) (IV) e dos
colinorreceptores muscarinicos com metil-atropina (2 mg/Kg) (IV), e as alteracdes de
frequéncia cardiaca basal foram analisadas antes e apés 15 minutos da realizac&o

de cada bloqueio.

A avaliacdo do componente simpatico foi feita subtraindo-se o valor de FC

apos o blogqueio com o atenolol do valor da FC basal. Para o componente



50

parassimpatico, foi subtraido o valor de FC obtido apds o bloqueio combinado de

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

17.0 — Protocolo Experimental

Os 72 animais selecionados para participar do estudo receberam uma
injecdo subcutanea de MCT (N = 36) ou veiculo (solugdo salina, N = 36). Um
periodo de 21 dias foi esperado para possibilitar total inducdo da HAP. Em seguida,
0s animais do grupo CPT e MCT-CPT foram tratados com captopril durante 14 dias
em agua potavel ad libitum, enquanto os animais dos grupos CON e MCT
receberam veiculo (dgua) ad libitum. No final destes tratamentos (35 dias), 36
animais dos quatro grupos (9 animais por grupo) foram anestesiados e cateterizados
e, um dia depois, foram submetidos, primeiro a avaliacdo dos reflexos
cardiovasculares (baro e chemoreflexes) e, em seguida, a avaliacdo do componente
autonémico (ambas as medidas com os animais acordados). Ao final dos registros,
uma amostra de sangue arterial foi coletado de todos os animais estudados para
permitir a gasometria arterial. Para realizar outras analises, os 36 animais restantes
(9 animais por grupo) foram submetidas a medicBes respiratérias (animais
acordados). Em seguida, sob anestesia, eles foram submetidos a medidas
hemodinamicas de presséo ventricular. No final, os ratos foram sacrificados com
uma overdose de anestésico, e o coragdo e os pulmdes foram retirados, pesados, e

utilizados para a analise morfologica.
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18.0 — Drogas e substancias utilizadas

e Monocrotalina (Sigma, St. Louis, EUA).

Captopril (DEG , india).

Atenolol (Sigma, St. Louis, EUA).

Metil-Atropina (Sigma, St. Louis, EUA).

Heparina (Liguemine, Roche, RJ, Brasil).

Pentobarbital sédico (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil).

Solucdo Fisiolégica (salina, 0,9%).

19.0 — Anédlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + EPM (erro padrdo da
média). Os métodos estatisticos utilizados foram: analise de variancia (ANOVA) de
uma via para medidas repetidas, com analise P6s-Hoc pelo teste de Fisher, os quais
foram empregados conforme o protocolo experimental realizado. As diferencas

estatisticas foram fixadas como sendo significativas para *p<0,05 e **p<0,01.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados do presente estudo foi dividida em sete
categorias: avaliacdo hemodinamica, medidas de peso corporal e ventricular,
avaliacdo respiratéria, avaliacdo gasométrica, avaliacdo autondmica, avaliacéo
reflexa e avaliacdo histolégica. Estas divisbes foram adotadas para facilitar o

entendimento dos resultados.

1.0 — Avaliacbes hemodinamicas

1.1 - Valores de frequéncia cardiaca (FC), pressao arterial média (PAM),
pressao arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastolica (PAD) e presséo

arterial pulsatil (PP).

Na tabela | encontram-se representados os valores basais dos sinais vitais
dos grupos controle (CON), tratados com monocrotalina (MCT), tratados com
captopril (CPT) e tratados com monocrotalina e captopril (MCT-CPT). Conforme
podemos visualizar, os valores basais de FC foram maiores (p<0,01) nos animais do
grupo MCT em comparacao com os grupos CON e MCT-CPT, sendo os grupos CPT
e CON semelhantes entre si. Nao foram observadas diferencas entre 0s quatro
grupos de estudos no que diz respeito aos valores basais de PAS, PAD, PAM e PP

(p>0.05).
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Tabela | - Valores de FC (bpm), PAS (mmHg), PAD (mmHg), PAM (mmHg) e PP
(mmHg) dos grupos CON, MCT, CPT e MCT-CPT.

GRUPOS
D arAmetros CON MCT CPT MCT-CPT
(n=9) (n=8) (n=9) (n=9)

FC (bpm) 351 + 18 422 + 12% 379 + 12 359 + 17
PAS (mmHg) 122 + 6 124 +7 106 + 6 112+ 6
PAD (mmHg) 89 + 6 81+5 82+7 88 + 8
PAM (mmHg) 96 + 4 95 +5 87 +2 93+ 4
PP (mmHg) 41+3 44 +3 41 +1 40 +2

Os valores representam a média + EPM. **p<0,01 indica diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao grupo CON. A andlise estatistica utilizada foi o método de
Analise de Variancia (ANOVA) com pos hoc de Fisher.

1.2 — Medidas das pressdes intraventriculares e derivadas

No que se refere a avaliacdo hemodinamica das pressdes ventriculares,
observa-se na figura 2A gue o tratamento com MCT elevou de forma significante os
valores de pressédo sistélica maxima de ventriculo direito (PSméax de VD) nos
animais do grupo MCT quando comparados com o0s animais do grupo CON (49,92 +
2.51* vs 27,28 + 1,88 mmHg, respectivamente. **p<0,01), e o tratamento com
captopril normalizou este aumento, uma vez que os animais do grupo MCT-CPT
apresentaram este parametro semelhante ao grupo CON (30,06 + 3,88 vs 27,28 +
1,88 mmHg, respectivamente. p>0.05). Conforme esperado, os animais sem HAP
tratados com captopril (grupo CPT), apresentaram valores de PSmax de VD
semelhantes aos animais do grupo CON (27,10 + 1,84 vs 27,28 + 1,88 mmHg,
respectivamente. p>0,05). Entretanto, os valores de presséao sistélica maxima de VE
(PSmax de VE) foram semelhantes nos quatro grupos de estudo (CON= 93,08 +
1,20, MCT= 93,41 + 1,52, CPT= 93,85 *+ 1,15 e MCT-CPT= 93,63 + 1,15 mmHg.

p>0,05), como podemos visualizar na figura 2B.
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Figura 2 — Valores da pressao sistélica maxima do ventriculo direito (PSmax de VD) (A) e do ventriculo esquerdo (PSméax de VE)
(B) dos grupos controle (CON), monocrotalina (MCT), captopril (CPT) e monocrotalina captopril (MCT-CPT). **p<0,01 indica
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo CON. #p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo MCT. A analise estatistica utilizada foi o método de Andlise de Variancia (ANOVA) com pos hoc de Fisher.
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Na tabela Il estdo representadas as medidas derivadas da pressao
ventricular direita e da pressao ventricular esquerda. Em relagédo a presséo diastdlica
final de ventriculo direito (PDF de VD), observamos um comportamento semelhante
ao observado na PSmax de VD, ou seja, aumento significativo dos valores do grupo
MCT em relacdo aos grupos CON, CPT e MCT-CPT. Os grupos tratados com
captopril (CPT e MCT-CPT) obtiveram valores normais quando comparados ao
grupo controle.

Resultados semelhantes foram também observados na andlise da relacao
negativa entre a derivada de pressao e a derivada de tempo de ventriculo direito
(dP/dT(-) de VD), sendo este parametro maior no grupo MCT em comparacao aos
demais grupos, enquanto nos grupos tratados com captopril (grupos CPT e MCT-
CPT) os valores de dP/dT(-) de VD foram semelhantes aos obtidos no grupo CON.
Ja a relacdo positiva entre a derivada de pressdo e a derivada de tempo de
ventriculo direito (dP/dT(+) de VD) foi menor no grupo MCT apenas quando
comparado aos grupos CON e CPT sendo semelhante ao grupo MCT-CPT. O grupo
CPT apresentou a dP/dT(+) de VD semelhante ao grupo CON.

Em relacdo a andlise das medidas derivadas do VE, observou-se a mesma
resposta obtida na PSméax de VE, os seja, 0s quatro grupos de estudo foram
semelhantes entre si (p>0,05) no que se refere a presséao diastdlica final de VE(PDF
de VE), relagéo positiva entre a derivada de pressao e a derivada de tempo de
VE(dP/dT(+) de VE) e a relacdo negativa entre a derivada de pressdo e a derivada

de tempo (dP/dT(-) de VE).
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Tabela Il — Valores das medidas derivadas das pressdes ventriculares: pressao diastolica final de VD (PDF de VD), relagéo
positiva entre a derivada de pressdo e a derivada de tempo de ventriculo direito (dP/dT(+) de VD), relacdo negativa entre a
derivada de pressédo e a derivada de tempo de ventriculo direito (dP/dT(-) de VD), pressao diastélica final de VE (PDF de VE),
relacdo positiva entre a derivada de pressao e a derivada de tempo de ventriculo esquerdo (dP/dT(+) de VE), relacdo negativa

entre a derivada de presséo e a derivada de tempo (dP/dT(-) de VE).

GRUPOS
ParAmetros CON MCT CPT MCT-CPT
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

PDF de VD (mmHg) 2,2+1,0 6,7+1,9** 3,8+1,0" 3,9+0,7%
dP/dT(+) de VD (mmHg/s) 1639,5+127,0 2228,9+180,3* 1596,9+203,6" 1714,1+168,3
dP/dT(-) de VD (mmHg/s) -1370,3+99,8 -1844,2+164,8* - 1390,4+163,3" -1405,7+186,97
PDF de VE (mmHg) 10,5+0,9 10,0+1,5 10,940,9 10,740,9
dP/dT(+) de VE (mmHg/s) 5063,8+275,0 5310,8+214,0 5144,9+198,6 5160,2+190,6
dP/dT(-) de VE (mmHg/s) -5166,7+275,0 -5505,24+323,2 -5206,4+267,8 -5278,6+262

Os valores representam a média + EPM. *p<0,05 e **p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo
CON. "p<0,05 e #p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo MCT. A andlise estatistica utilizada foi
o método de Andlise de Variancia (ANOVA) com pos hoc de Fisher.



58

2. Medidas de peso corporal, peso ventricular e indice pulmonar
2.1- Peso corporal, peso umido e peso seco dos ventriculos direito e esquerdo

Na tabela Il apresentamos os valores de peso corporal inicial e final (g),
pesos umido e seco do VD e VE (mg), pesos Umido e seco do ventriculo direito (VD)
e ventriculo esquerdo (VE) corrigidos pelo peso corporal (mg/g) e porcentagem de

desidratacéo do VD e do VE dos grupos CON, MCT, CPT e MCT-CPT.

Podemos observar que os animais do grupo MCT obtiveram peso corporal
final significativamente menor em relacdo aos animais do grupo CON. J& os animais
do grupo MCT-CPT apresentaram maior peso corporal guando comparados ao MCT

e menor em relacdo ao grupo CON.

Em relacdo ao peso umido do VD (sem correcdo), observamos que 0s
animais MCT, mostraram valores significantemente aumentados em relacdo ao
grupo controle. ApGs o tratamento destes animais com captopril (grupo MCT-CPT),
observamos uma melhora deste parametro, entretanto sem normalizagdo, uma vez
que, embora tenhamos obtido uma reducao significante do peso umido do VD no
grupo MCT-CPT quando comparado ao MCT, este se manteve superior aos valores
obtidos no grupo CON. O mesmo foi observado através da analise do peso Uumido do
VD corrigido pelo peso corporal, ou seja, o grupo MCT apresentou valores maiores
em comparacdo ao CON com melhora em resposta ao tratamento com captopril,
porém sem normalizacdo quando comparado ao grupo CON (MCT > MCT-CPT >

CON).

A analise do peso seco do VD (tanto em valores absolutos como corrigido
pelo peso corporal) mostrou resultados semelhantes aos obtidos na analise do peso

umido de VD, ou seja, 0os animais do grupo MCT mostraram valores
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significantemente aumentados em relacdo ao grupo CON e o tratamento com
captopril nestes animais (grupo MCT-CPT) possibilitou uma melhora deste
parametro, porém sem normalizacdo, uma vez que apesar da reducado significante
do peso seco do VD no grupo MCT-CPT, os valores apresentados foram maiores em

comparacgao aos grupos CON e CPT.

Em relacdo aos valores de peso seco e umido do VE, tanto em valores
absolutos como corrigidos pelo peso corporal, todos os grupos de estudo foram

semelhantes entre si (p>0,05).
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Tabela Ill — Valores de peso corporal inicial e final (g), peso imido de VD e VE (mg), peso umido corrigido de VD e VE (mg/g),

peso seco VD e VE (g), peso seco corrigido de VD e VE (mg/g) dos grupos controle CON, MCT, CPT e MCT-CPT.

GRUPOS
Parametros CON MCT CPT MCT-CPT
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Peso Corporal Inicial (g) 191,8+1,2 191,1+1,8 193,0+1,8 193,8+1,8
Peso Corporal Final (g) 315,7 + 3,4 238,6 + 5,8** 313,1 +3,2% 291,1 + 3,911
Ganho ponderal (g) 124 +1 48 + 6** 120 + 4% 97 + 41T
Peso Umido VD (mg) 219,7+4,3 325,7 + 3,9** 210,0 + 3,1% 239,9 + 2,8+t
Peso Umido VD corrigido (mg/100g) 114,7 +2,9 170,5 + 2,7** 108,8 + 1,5 123,9 + 2,311
Peso Seco VD (g) 87,1+1,5 130,0 + 2,3** 88,1+ 2,1% 95,1 + 1,37#1
Peso Seco VD corrigido (mg/100g) 455+ 1,2 68,1 + 1,5* 457+ 1,1 49,1+ 1,01
% de desidratacdo de VD 60,3+ 0,6 60,0 £ 0,6 58,0+ 0,9 60,4 +£0,2
Peso Umido VE (mg) 781,0+ 3,1 770,9 + 5,4 7729 + 4,4 773,8+6,3
Peso Umido VE corrigido (mg/100g) 407,6 + 4,9 403,5+ 3,8 400,7 + 4,2 3996 +5,1
Peso Seco VE (mg) 299,3+ 3,2 295,0 + 3,8 3194 +3,2 285,4+6,3
Peso Seco VE corrigido (mg/100g) 38,3+0,4 38,9+0,5 41,4+0,4 38,9+0,6
% de desidratacéo de VE 61,7+0,4 61,1+0,5 58,7+0,4 63,1+0,6

Os valores representam a média + EPM. *p<0,05 e **p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo
CON. p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo MCT. Tp<0,05 e Tp<0,01 indica diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo CPT. A analise estatistica utilizada foi o método de Analise de Variancia
(ANOVA) com pos hoc de Fisher.
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2.2 — Valores do indice Pulmonar (indice de Fulton)

Na figura 3, esta representado o indice pulmonar dos animais dos grupos
CON, MCT, CPT e MCT-CPT. Este indice é representado através da razdo do peso
umido do VD pelo peso umido do VE mais o septo interventricular. Conforme
podemos observar, os animais do grupo MCT obtiveram um aumento significativo do
indice pulmonar em relacdo ao grupo CON (0,423 + 0,005 vs 0,281 + 0,006,
respectivamente. ~ p<0,01). Quando os animais que receberam monocrotalina foram
tratados com captopril (grupo MCT-CPT), ocorreu uma reducdo deste indice em
relacdo ao grupo MCT (0,310 * 0,005 vs 0,423 + 0,005, respectivamente.
"5<0,01), porém sem normalizacdo, uma vez que este permaneceu
significativamente maior no grupo MCT-CPT em comparacao ao grupo CON (0,310
+ 0,005 vs 0,281 + 0,006, respectivamente. ~p<0,01). Os grupos que n&o foram
tratados com monocrotalina (grupos CON e CPT) apresentaram valores de indice de
Fulton semelhantes entre si (0,281 + 0,006 vs 0,272 + 0,004 respectivamente.
p>0.05). Conforme esperado, considerando a semelhanca entre os grupos CON e
CPT, este grupo (CPT) também apresentou valores menores deste indice quando
comparado aos grupos MCT (0,272 + 0,004 vs 0,423 + 0,005, respectivamente.

p<0,01) e MCT-CPT (0,272 + 0,004 vs 0,31 + 0,005, respectivamente. T'p<0,01).
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Figura 3 — Valores de indice pulmonar dos animais dos grupos controle (CON),
monocrotalina (MCT), captoprii (CPT) e monocrotalinatcaptopril (MCT-CPT).
**n<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo CON.
"p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo MCT.
p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacéo ao grupo CPT. A
analise estatistica utilizada foi 0 método de Andlise de Variancia (ANOVA) com pos
hoc de Fisher.

3.0 — Avaliagdes Ventilatorias
Na figura 4, estdo representados os valores de Volume Corrente (VC)
corrigido, Frequéncia respiratdria (FR), Volume Minuto (Vmin) e Ventilacdo Alveolar

(Va) dos grupos CON, MCT, CPT e MCT-CPT.

A analise dos valores de VC corrigido dos animais do grupo MCT evidenciou
um aumento significativo deste parametro em relagédo aos grupos CON (2.12 + 0.11
vs 1.82 + 0.09 ml, respectivamente. *p<0,05), CPT (2.12 + 0.11 vs 1.63 + 0.04 ml,
respectivamente. **p<0,01) e MCT-CPT (2.12 + 0.11 vs 1.59 + 0.11 ml,
respectivamente. **p<0,01), sendo os grupos CON, CPT e MCT-CPT semelhantes
entre si (p>0,05). Resultados semelhantes foram observados em relacdo a FR, ou

seja, 0s animais do grupo MCT apresentaram um aumento significativo FR tanto em
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relacdo ao grupo CON (150 + 2,76 vs 121 + 1,92 rpm, respectivamente. ~p<0,01)
como em relacdo aos grupos CPT e MCT-CPT (150 + 2,76 vs 120 + 1,26 e
126+1,87rpm”, respectivamente. "p<0,01 e "p<0,05). Os grupos CON e CPT

apresentaram valores de FR semelhantes (p>0,05).

Os valores de ventilacdo alveolar (V) foram maiores no grupo MCT em
comparacdo aos grupos CON (243 + 18 vs 159 + 10 ml.min™, respectivamente.
“p<0,01), CPT (243 # 18 vs 135 = 5 ml.min™, respectivamente. #p<0,01) e MCT-
CPT (243 + 18 vs 137 + 14 ml.min™, respectivamente. *p<0,01), sendo os grupos
CPT, CON e MCT-CPT semelhantes entre si (p>0,05). O mesmo padrdo de resposta
foi observado na analise do Vmin, uma vez que este parametro também se
apresentou maior no grupo MCT quando comparado com os grupos CON (318 + 18
vs 220 + 10ml.min™ respectivamente. **p<0,01), CPT (318 + 18 vs 195 + 6ml.min?,
respectivamente. "*p<0,01) e MCT-CPT (318 + 18 vs 199 #* 14 mlmin™,
respectivamente. *p<0,01); sendo os grupos CPT, CON e MCT-CPT semelhantes

entre si (p>0,05).
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Figura 4 — Valores de Volume Corrente (VC) (A),
Frequéncia Respiratoria (FR) (B), Volume Minuto
(Vmin) e Ventilagéo Alveolar (V) (C) dos animais dos
grupos CON, MCT, CPT e MCT-CPT. *p<0,05 e
**p<0,01 indica diferencga estatisticamente significante
em relacdo ao grupo CON. #p<0,05 e *p<0,01 indica
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao
grupo MCT. A andlise estatistica utilizada foi o
método de Analise de Variancia (ANOVA) com pos
hoc de Fisher.
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4.0 — Avaliacdes gasométricas

Na tabela IV estdo representados os valores gasométricos de presséo
parcial arterial de oxigénio (PaO,), pressao parcial arterial de dioxido de carbono
(PaCO,), saturacao arterial de oxigénio (SaO;), potencial hidrogenidnico (pH) e
bicarbonato (HCO3).

Podemos observar que os valores de PaO;, e SaO, dos animais do grupo
MCT foi significativamente menor quando comparado aos demais grupos (p<0,01),
sendo os grupos CON, CPT e MCT-CPT semelhantes entre si (p>0,05).

A analise da PaCO;, e do HCO3; também evidenciou uma resposta diferente
no grupo MCT, com valores maiores de ambos 0s parametros em comparacao aos
demais grupos (p<0,01), sendo os grupos CON, CPT e MCT-CPT semelhantes entre
si (p>0,05).

O pH, que ¢é um parametro influenciado diretamente pelos niveis de PaCO,
e HCOg3’ foi menor no grupo MCT quando comparado ao CON (p<0,05), e quando
comparado aos grupos CPT (p<0,05) e MCT-CPT (p<0,01). Os grupos CON, CPT e

MCT-CPT foram semelhantes no que se refere a anélise do pH (p>0.05).
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Tabela IV: Valores gasométricos de pressao parcial arterial de oxigénio (P,0,), pressado parcial arterial de diéxido de carbono
(P.COy), saturacdo arterial de oxigénio (Sa0O,), potencial hidrogeniénico (pH) e bicarbonato (HCO3) dos grupos controle CON,

MCT, CPT e MCT-CPT.

GRUPOS

Parametros CON MCT CPT MCT-CPT
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

PaO, (mMmHg) 97 +1 90 + 2** 97 + 0,4™ 97 +0,6™
PaCO, (mmHg) 36+1 43 + 1% 36 + 1% 37 +1%
Sa0; (%) 98+ 0,2 95 + 0,8** 98 + 0,2 98 + 0,4™
pH 7,41 0,01 7,36 £ 0,01* 7,41 +0,017 7,44 + 0,04%
HCO3 (mmol.L-1) 35+0,4 46 + 0,9% 36 +0,5™ 36+0,6™

Os valores representam a média + EPM. *p<0,05 e **p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo
CON. "p<0,05 e #p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo MCT. A andlise estatistica utilizada foi
o método de Andlise de Variancia (ANOVA) com pos hoc de Fisher.
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5.0 — Avaliacdo autondmica

Na figura 5 encontram-se representados o0s valores do componente
simpatico e parassimpatico dos animais dos grupos CON, MCT, CPT e MCT-CPT.
Os valores do componente simpatico representados foram obtidos subtraindo-se o
valor de FC ap0s o blogueio com o atenolol do valor da FC basal.

Podemos observar um aumento do componente simpatico no grupo MCT
guando comparado ao grupo CON (**p<0,01). O grupo CPT, apresentou a atividade
simpatica elevada em comparacdo com o0s grupos CON (*p<0.05) e MCT-CPT
(**p<0,01) e reduzida em comparac&o com o grupo MCT (*p<0,01). O grupo tratado
com monocrotalina e captopril (grupo MCT-CPT) apresentou componente simpatico
semelhante ao grupo CON (p>0,05), mostrando a eficacia da droga utilizada na
normalizacdo deste componente.

Para avaliagdo do componente parassimpdatico, subtraiu-se o valor de FC
obtido apds o bloqueio combinado de atenolol + metil-atropina do valor de FC obtido
apos o blogueio com atenolol. No que diz respeito a este componente, o grupo MCT
apresentou uma reducdo em comparacdo aos grupos CON (*p<0,01) e CPT
(*p<0,01), sendo que o tratamento destes animais com captopril (grupo MCT-CPT)

normalizou 0o componente parassimpatico tornando-o semelhante ao grupo CON

(p>0,05). Os grupos CON e CPT foram semelhantes entre si.
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Figura 5 — Valores de alteragdo da frequéncia cardiaca (FC) mediante administracdo de atenolol e metil- atropina dos animais dos
grupos controle (CON), monocrotalina (MCT), captopril (CPT) e monocrotalina captopril (MCT-CPT). B: valor de FC ao nivel basal,
(A) valor de FC apéds atenolol, (A+M) valor de FC apds atenolol + metil-atropina. *p<0,05 e **p<0,01 indica diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo CON. "p<0,05 e *p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo MCT. A analise estatistica utilizada foi o método de Analise de Variancia (ANOVA) com pos hoc de Fisher.
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6.0 — Avaliacao Reflexa
6.1 Barorreflexo

As analises barorreflexas evidenciaram que o grupo MCT, quando
comparado ao grupo CON, apresentou uma atenuacdo da resposta bradicardica
maxima (Figura 6A) em resposta a fenilefrina (-54,31 + 7,4 vs -113,1 + 11,8
bpm/mmHg, respectivamente. *p<0,05), sendo que o tratamento destes animais com
Captopril normalizou esta resposta, tornando-a no grupo MCT-CPT semelhante a
resposta obtida no grupo CON (-954 = 9,8 vs -113,1 = 11,8 bpm/mmHg,
respectivamente. p>0,05). O grupo CPT apresentou uma atenuacéo desta resposta
qgquando comparado ao grupo CON (-93,1 + 4,6 vs -113,1 + 11,8 bpm/mmHg,
respectivamente. p<0,05), entretanto esta atenuacao foi significativamente menos
expressiva do que a observada no grupo MCT (-93,1 + 4,6 vs -54,31 + 74
bpm/mmHg, respectivamente. “p<0,05) e foi semelhante & atenuacéo obtida no
grupo MCT-CPT (-93,1 + 4,6 vs -95,4 + 9,8 bpm/mmHg, respectivamente. p>0,05).

No que diz respeito a resposta taquicardica maxima induzida pelo
nitroprussiato (Figura 6B), os animais do grupo MCT também tiveram uma
atenuacdo quando comparado ao grupo controle (51,9 + 8,2 vs 101,8 = 6,6
bpm/mmHg, respectivamente. *p<0,05). O tratamento destes animais com captopril
normalizou esta resposta, sendo a taquicardia maxima obtida no grupo MCT-CPT
semelhante ao grupo CON (81,8 £ 8,7 vs 101,8 £ 6,6 bpm/mmHg, respectivamente.
p>0,05) e ao grupo CPT (81,8 £ 8,7 vs 84,3 + 9,1 bpm/mmHg, respectivamente.
p>0,05). Diferentemente do que foi observado na resposta bradicardica maxima, os
grupos CON e CPT apresentaram respostas taquicardicas maximas semelhantes

(84,3 +9,1vs 101,8 = 6,6 bpm/mmHg, respectivamente. p>0,05).
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Para uma analise mais criteriosa do barorreflexo, fizemos também uma
analise comparativa dos ganhos (slopes) dos quatro grupos de estudo em resposta
a administracéo de fenilefrina. Como podemos observar na Figura 6 (C), os animais
do grupo MCT tiveram uma reducdo (em valores absolutos) do ganho quando
comparado ao grupo CON (-1,385 = 0,17 vs -2,814 + 0,20 bpm/mmHg,
respectivamente. **p<0,01). O tratamento destes animais com captopril normalizou
esta resposta, normalizando o ganho do grupo MCT-CPT em comparacao ao grupo
CON (-2,252 + 0,27 vs -2,814 = 0,20 bpm/mmHg, respectivamente. p>0,05), sendo
este grupo também semelhante ao grupo CPT (-2,252 * 0,27 vs -2,303 =
0,15bpm/mmHg, respectivamente. p>0,05). Conforme esperado, os grupos CON e
CPT apresentaram ganhos em resposta a fenilefrina semelhantes (84,3 £ 9,1 vs
101,8 £ 6,6 bpm/mmHg, respectivamente. p>0,05).

A analise comparativa dos ganhos dos quatro grupos de estudo em resposta
a administracdo de nitroprussiato também foi realizada (Figura 5D), sendo obtida
uma resposta semelhante a observado no slope em resposta a fenilefrina, ou seja,
uma reducdo do ganho no grupo MCT em comparacao aos grupos CON e CPT
(MCT= -1,33 + 0,19, CON= -2,544 + 0,16 e CPT= -2,134 + 0,192 bpm/mmHg,
respectivamente. ***p<0,01) com normalizagédo deste ganho (em comparacdo ao
grupo CON) no grupo MCT-CPT apo0s o tratamento com captopril (-2,544 + 0,16 vs -

1,965 £ 0,215 bpm/mmHg, respectivamente. p>0,05).
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Figura 6 — Valores da Bradicardia Reflexa Maxima (A), Taquicardia Reflexa Maxima (B), e dos Ganhos em resposta a fenilefrina
(C) e em resposta ao nitroprussiato de sédio (D) dos grupos CON, MCT, CPT e MCT-CPT. *p<0,05 e **p<0,01 indica diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo CON. "p<0,05 e *p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo MCT. A analise estatistica utilizada foi 0 método de Analise de Variancia (ANOVA) com pos hoc de Fisher.
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6.2 Quimiorreflexo

Na Figura 7 podemos visualizar as variacbes de PAM e FC que ocorreram
em resposta a estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos realizada através de
doses progressivas de KCN.

No que diz respeito as variacdes pressoricas, podemos observar na Figura
6A que os animais do grupo MCT apresentaram uma exacerbacdo da resposta nas
quatro diferentes doses de KCN em comparacdo com o grupo CON (KCN 10: MCT=
44,14 + 4,46 e CON= 34,16 + 3,67 mmHg; KCN 20: MCT= 50,45 + 5,63 e CON =
36,1 + 3,19 mmHg; KCN 40: MCT= 48,89 + 6,48 e CON= 37,57 £ 2,79 mmHg; KCN
80: MCT= 51,41 + 5,09 e CON= 37,83 + 3,93 mmHg, *p<0,05). O tratamento dos
animais MCT com captopril (grupo MCT-CPT) normalizou esta resposta, tornando a
respostas obtidas pelos animais nas quatro doses de KCN administradas
semelhantes as respostas observadas no grupo CON (KCN 10: MCT-CPT= 27,3 +
5,01 e CON= 34,16 + 3,67 mmHg; KCN 20: MCT-CPT=29,43 + 5,45 e CON = 36,1 +
3,19 mmHg; KCN 40: MCT-CPT= 32,51 + 1,84 mmHg e CON= 37,57 + 2,79 mmHg;
KCN 80: MCT-CPT= 36,71 + 6,59 e CON= 37,83 + 3,93 mmHg, p>0,05).
Surpreendentemente, observamos ainda no grupo CPT, uma atenuacéo da resposta
pressorica nas quatro doses de KCN tanto em comparacdo ao grupo MCT como em
comparacao ao grupo CON (grupo CPT: KCN10= 14,69 + 3,85, KCN20= 14,51 +
4,07, KCN40 = 26,33 + 3,59, KCN80= 25,61 + 2,42 mmHg) e nas duas primeiras
doses quando comparado ao grupo MCT-CPT (p<0,05™).

Em relacdo a variacdo da FC (FC apds KCN — FC repouso) em resposta as
diferentes doses de KCN (Figura 7B), observamos que o grupo MCT apresentou
uma maior variacdo nas trés primeiras de KCN e ndo apresentou diferenca na quarta

dose em comparagcdo ao grupo CON (KCN 10: MCT= -195,75 + 18,71* e CON=-
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83,26 + 17,43 bpm; KCN 20: MCT= -220,24 + 24,81 bpm** e CON= -103,8 + 14,22
bpm; KCN 40: MCT= -238,96 + 12,99 bpm* e CON= -156,33 + 30,03 bpm; KCN 80:
MCT= -272,14 + 13,03 bpm e CON= -239,78 + 26,66 bpm. *p<0,05 e **p<0,01). O
tratamento dos animais do grupo MCT com captopril normalizou esta resposta,
tornando este grupo (MCT-CPT) semelhante ao grupo CON em todas as doses de
KCN aplicadas (KCN 10: MCT-CPT= -108,28 + 25,08bpm e CON= -83,26 +
17,43bpm; KCN 20: MCT-CPT= -155,6 + 26,58bpm e CON= -103,8 = 14,22bpm;
KCN 40: MCT-CPT= -201,17 + 15,27 bpm e CON= -156,33 + 30,03 bpm; KCN 80:
MCT-CPT=-219,37 + 15,27 bpm e CON= -239,78 + 26,66 bpm. p>0,05). Os animais
do grupo CPT, embora tenham apresentado respostas semelhantes ao grupo CON
apos a administracdo das quatro doses de KCN, apresentou uma reducdo da
resposta em comparagdo aos grupos tratados com MCT (grupo MCT e MCT-CPT)
nas quatro diferentes doses de KCN (grupo CPT: KCN10=-57,08 + 10,23, KCN20= -
108,49 + 13,05, KCN40= -173,51 + 10,73, KCN80= -193,3 + 9,36 bpm,
respectivamente). Este mesmo grupo (CPT) apresentou variagbes de FC em
resposta as progressivas doses de KCN semelhantes a obtida no grupo CON

(p>0,05).
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Figura 7 — Variacdes da presséo arterial média (APAM), (Painel A) e da frequéncia cardiaca (AFC) (Painel B) em resposta as
seguintes doses de KCN: 10, 20, 40 e 80 pg/0,05mL dos grupos CON, MCT, CPT e MCT-CPT. **p<0,01 indica diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo CON. "p<0,05 e *p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo MCT. Tp<0,05 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo CPT. A anélise estatistica
utilizada foi o método de Analise de Variancia (ANOVA) com pos hoc de Fisher.
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6.3 — Reflexo Bezold-Jarisch

As variacbes de PAM e FC induzidas por doses progressivas de
fenilbiguanida (FBG) bem como o ganho médio podem ser visualizadas na figura 8.

Considerando que observamos valores basais de PA discretamente
diferentes entre os grupos bem como valores de FC significativamente maiores no
grupo MCT em comparacdo com 0s demais grupos, optamos por realizar a analise
das variacbes de PAM e FC em resposta as diferentes doses de FBG através da
mensuracdo do porcentual de queda destes parametros em comparacdo com 0S
basais. A analise das variacbes de PAM e FC em valores absolutos também foi
realizada apenas a titulo de complementacéo (vide Anexo V).

No que diz respeito as respostas hipotensoras, ndo observamos nenhuma
diferenca entre os grupos nas menores doses de FBG (1,5 e 3 pug/Kg), enquanto na
dose intermediaria (6 pg/Kg) o grupo MCT-CPT apresentou uma resposta
hipotensora de maior magnitude quando comparado com o grupo CPT (MCT-CPT =
-58,66 + 10,15% vs CPT = - 36,10 + 7,84%, 'p<0,05), apresentando os grupos CON,
CPT e MCT respostas pressoricas semelhantes nesta dose (CON=-50,99 + 5,80% e
MCT= -40,18 * 4,21%, respectivamente. p>0,05). Nas duas maiores doses de FBG,
0 seja, 12 e 24 ug/Kg, o grupo MCT-CPT apresentou uma resposta hipotensora de
magnitude significativamente maior em comparagdo com o grupo MCT, sendo 0s
demais grupos semelhantes entre si (FBG 12: CON=-63,93 £+ 7,09%, MCT=-44,90 £
4,49%, CPT= -54,75 * 9,43%, MCT-CPT= -71,36 + 6,78%; FBG 24: CON= -79,35 *
5,05%, MCT= -67,13 + 6,61%, CPT= -78,63 + 4,90%, MCT-CPT= -84,58 + 3,72%;
respectivamente. “p<0,05).

Em relacdo a comparacdo da resposta bradicardica, na dose de 1,5 pug/Kg

ndo foram encontradas diferencas na analise inter-grupos. Na dose de 3 ug/Kg, o
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grupo CPT apresentou uma reducao da resposta em comparacao com o grupo CON,
sendo observadas respostas semelhantes nos demais grupos (FBG 3: CON= -47,59
*+ 6,95%, MCT= -47,09 * 3,36%, CPT= -38,12 *+ 3,16%*, MCT-CPT= -49,14 + 5,70%;
*p<0,05). Na dose de 6 ug/Kg, o grupo MCT-CPT apresentou uma queda de FC de
maior magnitude que o grupo CPT (MCT-CPT= -60,49 + 6,51%', CPT= -48,66 +
4,96%; 'p<0,05), ndo sendo observadas outras diferencas significativas entre os
grupos nesta dose (CON= - 66,56 + 5,40 vs MCT=-51,64 + 4,62 %, respectivamente.
p<0,05). Na dose de 12 pg/Kg, o grupo CPT apresentou uma menor resposta
bradicardica em comparacdo com o grupo CON (CON = -75,40 + 7,46 vs CPT= -
58,10 + 4,27%*, respectivamente. *p<0,05), enquanto o grupo MCT-CPT apresentou
uma maior resposta bradicardica em comparacédo com o grupo MCT (- 78,66 + 5,68
vs -58,17 + 4,57 %, respectivamente. “p<0,05). Na andlise da resposta & maior dose
de FBG avaliada (24 pg/Kg), ndo foram observadas diferencas na magnitude da
bradicardia entre os grupos.

Além das respostas bradicardicas e hipotensoras, avaliamos o ganho médio
obtido considerando as cinco diferentes doses de FBG empregadas. Através desta
analise, pudemos observar uma atenuacao significante do ganho no grupo MCT em
comparacao com os demais grupos de estudo (CON= 0,29 + 0,02, MCT= 0,20 *

0,01* CPT= 0,26 + 0,04*, MCT-CPT= 0,25 + 0,02" bpm/mmHg.*p<0,05; *p<0,05).
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Figura 8 — Variacdes percentuais da presséo arterial
média (PAM) (painel A) e da frequéncia cardiaca (FC)
(painel B) em resposta as diferentes doses de FBG:
1,5n0/Kg, 3pg/Kg, 6pg/Kg, 12ug/Kg e 24ug/Kg, e
ganho médio (painel C) dos grupos CON, MCT, CPT e
MCT-CPT. 'p<0,05 indica diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo controle. *p<0,05
indica diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo MCT. 'p<0,05 indica diferenca
estatisticamente significante em relagdo ao grupo CPT.
A andlise estatistica utilizada foi 0 método de Analise
de Variancia (ANOVA) com pos hoc de Fisher.”p<0,05.
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7.0 — Avaliacéao Histoldgica

Além dos parametros funcionais da instalacdo da HAP, nosso estudo
também avaliou parametros morfométricos através da analise microscopica de
cortes pulmonares. Conforme podemos visualizar nas Figuras 9 e 10, o tratamento
com MCT promoveu uma significativa hipertrofia da camada média dos ramos distais
das arteriolas pulmonares em comparacédo ao grupo CON, uma vez que a espessura
da parede vascular do grupo MCT foi aproximadamente trés vezes maior que a
espessura do grupo CON (62,28 + 4,48 vs 21,49 + 1,54; respectivamente. **p<0,01),
o que foi acompanhado de uma reducdo também significativa do limen destas
arteriolas (MCT = 37,72 + 4,48% vs CON = 78,50+1,54%, **p<0,01). Quando os
animais com HAP foram tratados com captopril (grupo CPT-MCT), ocorreu néo
apenas uma reducdo da espessura da parede em relacdo ao grupo MCT (10,52 +
1,45% vs 62.27 + 4.48%, respectivamente, p<0,01), mas também tornou a parede
arteriolar destes animais menos espessa que a parede dos animais do grupo CON
(grupo MCT-CPT = 10,52 + 1,45%, grupo CON = 21,49 + 1,54%, *p<0,01), e com
espessura semelhante ao grupo CPT (10,52 + 1.45% vs 9,67 *+ 1,16%;
respectivamente. p> 0,05). Resultados semelhantes foram observados em relagéo
ao lumen vascular, uma vez que estes parametros (limen e espessura) estédo
inversamente associados. Os animais tratados com monocrotalina e captopril (grupo
MCT-CPT), ndo apenas apresentaram uma melhora significante do limen em
comparagao com grupo MCT (89,47 = 1,45 vs 37,72 + 4,48%, respectivamente
#n<0,01), mas também evidenciaram um aumento do limen em comparacdo com o
grupo CON (grupo MCT-CPT= 89,47 + 1,45%, grupo CON= 78,50 + 1,54%, *p<0,01).
O mesmo foi observado em relacdo ao limen do grupo CPT, ou seja, um aumento

em comparacdo tanto com o grupo MCT (*p<0,01) quanto em comparacdo com o
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grupo CON (*p<0,05), sendo semelhante ao grupo MCT-CPT (lumen do grupo CPT

= 90,33 + 1,16%. p>0,05).
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Figura 9 — Valores da espessura da parede muscular em porcentagem (A) e do
[imen arteriolar em porcentagem (B) dos grupos CON, MCT, CPT e MCT-CPT.
**p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo CON.
*p<0,05 e "™p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao
grupo MCT. A andlise estatistica utilizada foi o0 método de Andlise de Variancia
(ANOVA) com pos hoc de Fisher.
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Figura 10 - Visualizagé@o da hipertrofia da camada média dos ramos musculares da artéria pulmonar junto a bronquiolos, em ratos
tratados com dose Unica (60 mg/kg) de MCT e eutanasiados trés semanas ap0s o tratamento, e reducdo da hipertrofia apos o
tratamento com captopril (grupo MCT-CPT), tornando a expessura da parede semelhante a observada no grupo CON. (Coloragéo:

hematoxilina e eosina).
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o tratamento com MCT
levou a instalacdo de um quadro tipico de HAP, que foi caracterizada por elevacao
do indice Pulmonar, elevacéo das pressdes de ventriculo direito (Psméax de VD, PDF
de VD), elevacdo da FR e V., prejuizo das trocas gasosas (hipOxia associda a
hipercapnia), disautonomia (hiperatividade simpatica e atenuacdo da atividade
parassimpatica), alteracbes morfométricas (hipertrofia da camada média das
arteriolas pulmonares e reducdo do Ilumen) e alteracdo dos reflexos
cardiovasculares (quimiorreflexo, barorreflexo e reflexo Bezold-Jarisch). A inibicdo
do SRA através do tratamento com captopril surpreendentemente reverteu as
alteracbes acima relatadas, possibilitando a normalizacdo das alteracbes
morfologicas, respiratdrias, hemodinamicas, cardiovasculares reflexas e
autonémicas. O importante papel do quimiorreflexo nesta doenca foi ressaltado
neste estudo, cujo tratamento com captopril além de normalizar sua atividade nos
animais submetidos a HAP (grupo MCT-CPT), também atenuou suas respostas nos

animais nao submetidos a HAP (grupo CPT).

1.0- Avaliagdo hemodinamica

O modelo de HAP proposto para o presente estudo foi o de MCT. Apos trés
semanas da administracdo subcutanea de MCT, o0s animais apresentaram
significativas alteragcbes hemodinamicas, caracterizadas por quadro de taquicardia
sem alteracdo da PAM, elevacdo significante da presséao sistélica de VD, sem

alteracdes significantes da presséao sistolica de VE e medidas derivadas.
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O mecanismo de acdo pelo qual a MCT promove o desenvolvimento
instalacdo da HAP foi anteriormente estudado (Daicho et al., 2009; Ludke et al.,
2010). Sabe-se que a MCT é um alcaldide obtido das sementes da Crotalaria
spectalalia, que requer metabolizacdo hepéatica e, através da bioativacdo do
citocromo p-450, é transformada em dihidro-monocrotalina (DHM), um alcaloide
pirrolizidinico. Este, por sua vez, inibe a atividade da NADH-desidrogenase, com
consequente reducdo dos niveis de ATP. Contudo, a DHM é um alcaldide 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), Okada
et al. (2008) e Daicho et al. (2009), mostraram que a MCT promove lesdo endotelial
vascular direta e inflamacéo dos vasos pulmonares, ocasionando um aumento da
resisténcia arterial pulmonar, acarretando mais tardiamente, fibrose e disfuncao
cardiaca. Entretanto, alguns autores afirmam que a inflamacdo da adventicia
acompanhada de acumulo principalmente de macréfagos, tem efeitos mais
relevantes sobre a patogénese da HAP do que as lesbes endoteliais (Wilson et al.,
1989; Stenmark et al., 2006).

Estudos prévios apontam também para uma importante participacdo do SRA
no desenvolvimento da HAP neste modelo. Estudos de Kay et al. (1982) relataram
que entre 10 e 14 dias apdés a administracdo de MCT ocorre uma inibicdo da
atividade da ECA acompanhada por reducédo da conversédo de angiotensina | para
All. Estudos de Molteni et al. (1984), mostraram ainda um aumento transitério na
atividade da ECA pulmonar apés uma semana de tratamento com MCT, porém

seguido por uma persistente reducdo entre 2 a 6 semanas de tratamento. Estes
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autores acreditam que esta elevacdo transiente da atividade da ECA precede o
remodelamento vascular e reflete a leséo e a disfuncado endotelial. Posteriormente,
Hoorn e Roth (1993) concluiram que a reducdo da atividade da ECA endotelial
provavelmente ndo é um efeito direto da MCT sobre esta enzima, e sim, uma
reflexdo da leséo celular resultante da exposicao a este composto.

Mais recentemente, Marshal et al. (2003) sugeriram que, ndo apenas em
modelos de HAP, mas também em diversos modelos de lesdo pulmonar, tais como
modelos de fibrose pulmonar idiopatica, silicose e asbestose, existe a descricdo de
elevacdo dos niveis plasmaticos da ECA, o que vem a reforcar a participacdo do
SRA em doencas pulmonares.

Embora o mecanismo pelo qual a MCT leve ao desenvolvimento da HAP
ainda ndo esteja totalmente esclarecido, é consenso que este modelo leva ao
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca e disfuncao significante de ventriculo direito,
0 que €é indispensavel para o estudo desta doenca.

No estudo realizado por Ludke et al. (2010), os animais que receberam uma
injecdo intraperitoneal de dose Uunica de MCT apresentaram alteracfes
hemodinamicas semelhantes as observadas no presente estudo, ou seja, aumentos
significantes das pressodes ventriculares direita sem modificagbes da PA sistémica
média.

Entretanto, no estudo de Lourenco et al. (2006), os animais tratados com
MCT apresentaram ndo apenas aumento das pressdes ventriculares direita mas
também reducédo dos indices de contratilidade e relaxamento de VE, sugerindo uma
faléncia desta camara, o que pode ter ocorrido devido ao tempo de instalacdo da
HAP, uma vez que os animais foram avaliados 6 semanas apdés a injecdo de MCT,

Oou Sseja, encontravam-se em um estagio mais avancado da doenca do que o0s
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animais avaliados no presente estudo. Segundo estes autores, a evolucdo para
insuficiéncia cardiaca esquerda em um estagio avancado da doenca, decorre do fato
que, embora apenas o ventriculo direito sofra sobrecarga, ambos os ventriculos
estdo expostos a uma maior estimulacdo neuroenddcrina, uma vez que estes
animais apresentaram um aumento da expressao da ECA, da ET-1 e do peptideo
natriurético tipo B (BNP).

Embora ndo tenhamos realizado a dosagem destes fatores neuroenddcrinos,
acreditamos que, assim como no estudo de Lourenco et al. (2006), a expressédo da
ECA pode estar elevada nos animais do grupo MCT em nosso estudo, visto que a
inibicdo desta enzima através do captopril ocasionou melhoras significantes destes
animais.

Para explicar a elevacédo da FC observada nos animais tratados apenas com
MCT algumas hipGteses devem ser consideradas, tais como: a ocorréncia de hipoxia
cronica, a hiperatividade quimiorreflexa e consequente aumento da frequéncia
respiratéria, a elevacdo da atividade simpética e a atenuacdo do barorreflexo, bem
como a interagao entre estes fatores.

No que diz respeito a hipdxia, tal como a observada no grupo MCT, devem
ser consideradas as importantes disfuncées 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). Sabe-se que as
células endoteliais pulmonares podem responder de diferentes maneiras a diferentes
injurias, dentre elas a hipoxia, o estresse de cisalhamento, a inflamacgéo, toxinas ou
drogas, resultando em proliferacdo endotelial anormal e posteriormente na formacao

de lesdes plexiformes (Cool et al., 1999).
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Apesar da hipdxia ndo ser um dos principais fatores para o desenvolvimento
inicial da HAP, ela pode contribuir para o remodelamento vascular pulmonar durante
a progressao da doenca (hipoxia cronica) e/ou causar vasoconstricdo pulmonar
(hipoxia aguda) (Hardingham et al., 1997; Sweeney e Yuan, 2000). Contudo,
também ocorrem alteracbes das funcdes homeostaticas endoteliais, tais como as
vias de coagulacao e producado de fatores de crescimento e agentes vasoativos (Le
et al., 1998). Estudos prévios demonstraram um aumento na producdo de
tromboxano e uma diminuicdo na formacéo de prostaciclina (PGI) em pacientes com
HAP (Christman et al., 1992); reducao da expressédo da PGI, sintase em arteriolas
pulmonares (Tuder et al., 1999); reducdo da expressao da NO-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 alteracdes 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 hipéxia e a sua manutencdo levam a ativacao de
mecanismos reflexos periféricos de controle ventilatorio, tal como o quimiorreflexo,
gue apresentou uma resposta exacerbada nos animais com HAP em nosso estudo.
A ativacdo quimiorreflexa, além de aumentar a FR, promove hiperatividade simpatica.
Esta, por sua vez, promove inotropismo e cronotropismo positivos, podendo resultar
em aumento da PA e da FC (Marshall et al., 2000; Haibara et al., 2002). Em adicéo,
nao podemos descartar a possivel participagcdo dos quimiorreceptores centrais, 0s
quais sdo ativados de forma mais importante em situagdes de hipercapnia

(Marshall,1987).
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De fato, nossos resultados mostraram através de bloqueios autondémicos
com atenolol e metil-atropina, que houve um predominio do componente autonémico
simpatico em detrimento do componente parassimpatico. E sabido que a
estimulacdo da inervacdo simpatica-cardiaca promove aumento da FC através da
estimulacédo dos adrenoceptores 31. Em adicéo, a disfuncdo barorreflexa observada
no grupo MCT pode também ter contribuido com este achado, uma vez que, de
acordo com Mostarda et al. (2011), a atenuacédo deste reflexo tem como uma das
consequéncias a elevacédo da atividade nervosa simpatica.

Acreditamos que a elevacdo da frequéncia respiratoria associada ao
aumento da atividade quimiorreflexa pode também ter sido um dos fatores
responsaveis pela elevacdo da FC no grupo MCT. A modulacdo de parametros
cardiovasculares pelo sistema respiratorio tem sido proposta por varios
investigadores nas ultimas décadas. Em 1871, Hering demonstrou através de um
estudo experimental em cées que a insuflacdo pulmonar produz taquicardia. Isto se
deve a ativacdo de receptores de estiramento localizados na musculatura lisa das
vias aéreas, 0s quais, quando ativados, enviam potenciais de acdo ao sistema
nervoso central, por meio de fibras vagais do tipo A, promovendo taquicardia por
uma inibicdo da atividade eferente vagal (Zin, 1991).

Outra associacao que deve ser ressaltada diz respeito aos efeitos da hipoxia
sobre o SRA, bem como sobre o corpusculo carotideo, localizado nas bifurcacdes
carotideas, onde ocorre a transducdo de sinais para a ativacdo dos
quimiorreceptores periféricos. Segundo estudos de Adamy et al. (2002), a hipdxia
promove uma super-expressdo dos receptores AT; no coracdo, a qual também
medeia a resposta inotropica positiva e contribui para o aumento dos parametros

hemodinamicos encontrados no presente estudo. Desta forma, acreditamos que a
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interacdo destes fatores em associacdo com a atenuacao da atividade barorreflexa e
exacerbacdo quimiorreflexa observadas, que sabidamente causam taquicardia
reflexa, pode justificar a significante elevacdo da FC nestes animais do grupo MCT.

O desenvolvimento e a utilizacdo de modelos adequados de HAP, tal como o
da MCT, nos permitiu investigar se o captopril, uma droga inibidora do SRA, é eficaz
em reverter o quadro da HAP. E sabido que o captopril atua inibindo a ECA, e
consequentemente, inibindo a formacédo de All. Observamos no presente estudo que
0os animais Wistar submetidos a HAP e tratados com esta droga, tiveram seus
parametros hemodinamicos normalizados.

Em 1960, o estudo de Segel et al. ja atribuia a All uma potente acéo
vasoconstritora pulmonar. Corroborando com 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, 0
aumento da resisténcia vascular pela All é significativamente mais pronunciado ao
nivel pulmonar do que sistemicamente, sugerindo que o leito pulmonar responde
mais intensamente aos efeitos vasoconstritores da All.

Acredita-se que a All tenha forte participagdo no processo de
remodelamento vascular pulmonar, visto que em animais com HAP hipoxica,
Marshal (2003) observou uma maior expressdo de All, a qual promoveu a
muscularizacdo das arteriolas pulmonares, com consequente diminuicdo do seu
[Gmen.

Corroborando com Marshal (2003), os estudos de Chassagne et al. (2000)
mostraram que a All tem uma significativa participacdo na hipertrofia da camada
meédia das artérias pulmonares induzida por HP hipdxica em ratos. Estes autores

acreditam que esta resposta € mediada principalmente pelo receptor AT1, uma vez
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qgue o tratamento dos animais com losartan, que € um antagonista de receptor AT1
reverteu totalmente a muscularizacado dos vasos pulmonares, enquanto o tratamento
com uma droga antagonista de receptor AT2, ndo alterou a hipertrofia vascular
pulmonar instalada nos animais apos trés semanas de hipdxia crénica. Além disso,
estes autores observaram que a resposta vasoconstritora pulmonar obervada em
animais com altos niveis de All também normalizou apenas quando 0s animais
receberam losartan. Em adicdo, Lam et al. (2003), observaram a ocorréncia de um
pequeno porém significativo aumento da expressdo de RNA mensageiro da ECA em
ratos submetidos a hipdxia crénica durante 4 semanas.

Sabendo-se que as consequéncias hemodindmicas da HAP séo
desencadeadas pelas alteracbes vasculares pulmonares e baseando-se nas
evidéncias cientificas da participacdo do SRA neste processo de remodelamento,
acreditamos que o tratamento dos nossos animais com captopril foi responséavel pela
normalizagdo das pressfes de ventriculo direito dos animais com HAP em nosso
estudo.

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, Xie et al.,
2010), quanto clinicamente em humanos (Rich et al., 1982; Leier et al., 1983).

Estudos de Horowitz et al. (1981) mostraram que a administracdo de
pequenas doses de captopril pode melhorar o quadro hemodindmico do paciente
com HAP, ao promover queda da resisténcia vascular pulmonar, melhorando
inclusive a hipoxemia. Da mesma forma, os estudos experimentais de Okada et al.
(2008), mostraram que o captopril atenuou a hipertrofia ventricular induzida pela

MCT em ratos.Estudos de Morrel et al. (1995) haviam mostrado que o tratamento
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com captopril melhorava a pressdo meédia de artéria pulmonar e revertia as
alteracdes histolégicas de ratos tratados com MCT. Mais recentemente, Xie et al.
(2010) mostraram que o tratamento de ratos MCT com losartan ndo apenas reduziu
a pressao meédia da artéria pulmonar e a hipertrofia de VD, mas também melhorou
as alteracdes histoldgicas sugerindo que esta droga é capaz de reverter o processo
de remodelamento vascular pulmonar. Neste mesmo ano, estudos de Molthen et al.
(2010) relataram um aumento significativo da distensibilidade arterial associado a
diminuicdo da resisténcia vascular pulmonar em ratos com HAP induzida por MCT
tratados com captopril.

Entretanto, os resultados obtidos por estes estudos ainda sdo bastante
divergentes. Alguns demonstraram que estas drogas nao séo eficazes no tratamento
da HAP por ndo serem capazes de reduzir a pressao na artéria pulmonar (Leier et al,
1983; Cassis et al., 1992; Suylen et al., 1998). 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, Cassis
et al. (1992) e Kreutz et al. (1996) mostraram que o tratamento com losartan em
ratos com HAP induzida pela MCT falhou em reduzir a PA pulmonar.

Esta grande controvérsia quanto ao valor terapéutico destas drogas para
tratamento da HAP observada tanto entre os estudos clinicos como nos
experimentais, pode ser atribuida, pelo menos em parte, as diferencas
metodoldgicas encontradas. Ndo existe uma padronizacdo a respeito da dosagem
ideal de cada droga inibidora do SRA nos diferentes modelos de HAP. Além disso,

embora os diferentes subtipos de HAP apresentem caracteristicas vasculares e
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hemodinamicas semelhantes, o mecanismo de desenvolvimento da doenca é
variavel e, desta forma, a resposta as diferentes terapéuticas pode tambem diferir.

Apesar desta divergéncia, observamos que a grande maioria dos estudos
experimentais que realizou tratamento de animais MCT com captopril obteve
resultados favoraveis, enquanto em humanos encontramos poucos trabalhos que
descreveram uma melhora significativa de pacientes com HAP tratados com esta
droga. Um estudo realizado por Metzger et al. (2011) poderia ajudar a esclarecer
esta questdo. Segundo estes autores, nos ratos h4 uma grande e homogénea
expressdo da ECA em quase todas as artérias de médio e grande calibre, incluindo
a artéria pulmonar, enquanto nos humanos esta distribuicdo é mais heterogénea,
sendo a maior expressdao da ECA observada na microcirculacdo, enquanto em
artérias de grande calibre como as pulmonares 0s niveis sdo reduzidos. Em adicéo,
conforme citado anteriormente nesta discussdo, existem evidéncias cientificas de
que a atividade da ECA esta aumentada no modelo MCT, o que ressalta a
relevancia do tratamento destes animais com inibidores desta enzima.

Embora o estudo dos efeitos anti-remodelamento vascular resultantes da
inibicdo do SRA através do captopril seja de suma importancia para esta pesquisa,
outros importantes efeitos decorrentes da inibicdo das a¢cdes da All ndo podem ser
descartados, tais como a diminuicdo da liberacdo de vasopressina, inibicdo da acéo
simpatomimética central, inibicdo da sede e do apetite ao sal (Bader, 2010).

Outro mecanismo importante e que deve ser considerado na reversdao do
quadro de HAP pelo captoprii no presente estudo estad relacionado a propria
modulacdo da via angiotensinérgica. Com a inibicdo da ECA pelo captopril, ha uma
maior formacgdo de Angiotensina 1-7, que tem um importante efeito vasodilatador

pulmonar, uma vez que aumenta a vasodilatacdo induzida por bradicinina através da
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liberacdo de o6xido nitrico e produtos da ciclo-oxigenase (COX), cuja resposta &
mediada pelo receptor MAS (Maia et al., 2004). A angiotensina 1-7 possui também
0s seguintes efeitos: anti-hipertréfico, anti-fibrotico e anti-trombaotico. Contudo,
experimentos adicionais sdo necessarios para avaliarmos o papel relativo destes
receptores na mediacdo desta resposta vasodilatadora pulmonar, bem como no
tratamento da HAP.

Acreditamos que as melhoras obtidas nos animais com HAP tratados com
captopril no presente estudo podem ter decorrido ndo apenas da inibicdo do SRA,
mas também de outro mecanismo farmacoldgico. Estudos de Fernandes et al.
(1996) e Pechanova (2007), mostraram a existéncia de um radical denominado “tiol”
no captopril, que € um potente “sequestrador’ de radicais livres. Segundo DeMarco
et al. (2010), no modelo de HAP induzido por MCT ocorre uma rapida resposta
inflamatoria com presenca de niveis elevados de superodxidos. Estes, por sua vez,
podem promover danos celulares e teciduais, devido a oxidacdo dos constituintes
celulares. Este estresse oxidativo pode acarretar aterosclerose, insuficiéncia
cardiaca, hipertrofia ventricular, distlrbios respiratérios e hipertensdo sistémica e
pulmonar. Assim, o uso de drogas antioxidantes, tal como os miméticos da
superoxido dismutase e as drogas que apresentam radical “tiol”, seriam capazes de
atenuar tanto a hipertrofia ventricular direita, quanto as pressOes vasculares
pulmonares destes animais.

Baseando nestas evidéncias cientificas, acreditamos que os favoraveis
resultados por nds obtidos apds o tratamento da HAP com captopril podem decorrer
tanto da inibicdo do SRA e da reversdo das consequéncias da hiperatividade deste
sistema como do efeito antioxidante desta droga devido a presenga do radical “tiol”.

Recentemente, estudos de Petrov et al. (2012), mostraram em preparacdes in vitro
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que o captopril na concentracado de 9.34mM é um potente “sequestrador’ de radicais
livres.

Esta hipétese vem a ser reforcada pelo estudo de Yu-Hui Liu et al. (2006)
gue atraves da andlise da peroxidacdo do endotélio de camundongos, mostraram a
eficacia do captopril na reducdo dos radicais livres endoteliais, enquanto que o
tratamento com enalapril (Qque ndo possui o radical “tiol”) ndo apresentou este efeito
protetor. Estes autores também mostraram, através de curvas de relaxamento de
anéis isolados de aorta com lesdo endotelial com acetilcolina, que os animais
tratados com captopril apresentaram porcentagens de relaxamento mais
significativas que o enalapril. Isto ressalta novamente a importancia deste radical.

Estudos de Pechanova (2007), em ratos espontaneamente hipertensos
tratados com captopril, mostraram que a inibicdo da ECA foi capaz de prevenir a
hipertenséo arterial sistémica (HAS) por dois mecanismos: através do aumento da
atividade da oxido nitrico sintase e por reducdo simultanea do stress oxidativo, que
resultou num aumento da concentracdo de GMPc. Quanto a HAP, DeMarco et.al.
(2010) relataram que o stress oxidativo tem um importante papel na patogénese
desta doenca, sugerindo a utilizacdo de drogas anti-oxidantes.

Possivelmente, outros modelos de HAP 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 doenca (DeMarco et
al., 2010).

Por outro lado, a presenca do radical “tiol” suscitou a possibilidade de a HAP
ser tratada apenas com drogas antioxidantes. Recentemente, estudos de Csiszar et
al. (2009) induziram HAP em ratos através da MCT e submeteram os animais ao

tratamento com resveratrol (3,5,4 -trihydroxystilbene) por 14 e 21 dias, o qual
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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 funcédo endotelial,
atenuou o estresse oxidativo, inibiu a inflamacdo e o 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
prevencdo da HAP, porém permanece por ser esclarecido se seria eficaz para o
tratamento da HAP apoOs a sua instalacdo, tal como realizado em nosso protocolo
experimental. 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.

Outro mecanismo farmacolégico decorrente do tratamento com captopril que
deve ser ressaltado se refere a bradicinina, que é um potente vasodilatador derivado
do endotélio com meia vida de aproximadamente 15 segundos sendo entdo
degradada rapidamente pela ECA (Cockcroft, 1994; Kuga, 1997). A ECA degrada
95% da bradicinina quando a mesma passa pela circulacdo pulmonar (Bonner,
1992) e a administracdo de bradicinina exdégena induz queda da resisténcia nas
arteriolas humanas devido, em parte ao O6xido nitrico, e em parte ao fator
despolarizante do endotélio (Kuga, 1997; Honing, 2000). Pacientes com HAS
apresentaram maiores efeitos dos inibidores de ECA quando os mesmo receberam
bradicinina exdgena (Bonner, 1992), fato este que sugere que o efeito hipotensor
dos inibidores de ECA é em parte gerado pelo aumento da bradicinina, que aumenta
suas concentragdes plasmaticas pela degradacao da ECA.

A bradicinina também apresenta uma importante funcdo sobre o tbnus

vascular, sendo um potente vasodilatador na circulacdo sistémica (Olson et al.,
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2009). Estudos prévios mostraram também uma importante regulacdo do ténus
vascular pulmonar pelo receptor de bradicinina. Estudos de Taraseviciene-Stewart et
al. (2005), através da avaliacdo dos efeitos da administracdo de um agonista de
bradicinina em ratos com HAP severa, observaram uma significativa reducédo da
pressdo na artéria pulmonar, da hipertrofia do VD e das lesBes plexiformes,
sugerindo um importante efeito modulador da funcdo endotelial e cardioprotetor
deste peptideo.

Acreditamos que, em nosso estudo, a melhora obtida nos animais MCT apdés
o tratamento com captopril pode ter decorrido de diferentes efeitos terapéuticos
desta droga, o que corrobora com os estudos de Kanno et al. (2001), visto que os
autores observaram que o tratamento de animais MCT com enalapril, uma droga
inibidora da ECA, ndo apenas preveniu a formacéo de All, mas também aumentou
0s niveis de bradicinina e a liberacdo de éxido nitrico derivado do endotélio vascular.

Em relacdo a andlise dos niveis pressoricos sistémicos (medidas de PAM),
estes foram semelhantes nos quatro grupos de estudos. Considerando que os
animais com HAP (grupo MCT) apresentaram niveis elevados de FC e aumento da
atividade auton6mica simpatica, esperavamos que estes aumentos refletissem em
uma elevacdo da PAM nos animais do grupo MCT, fato este que nao foi observado.
Sabendo-se da interdependéncia das camaras cardiacas direita e esquerda
(Enomoto e Harder, 2010), acreditamos que o0 aumento da resisténcia vascular
pulmonar e consequente aumento da presséo atrial e ventricular direita podem ter
reduzido o retorno venoso para estas camaras cardiacas. De acordo com estudos
de Michard (2005), a reducéo da pré-carga ventricular direita reduz o débito ejetado
por esta camara, o que consequentemente reduz o fluxo sanguineo para as artérias

pulmonares, a pressao de enchimento de VE e o volume sistolico ejetado por esta
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camara. Assim, uma frequéncia de batimentos cardiacos aumentada em associacao
com um menor volume sistélico ejetado poderia resultar em uma PA inalterada.
Porém, ndo podemos confirmar esta hipotese em nosso estudo, visto que o0s
volumes sistolicos ventriculares ndo foram mensurados.

Além disso, outro possivel mecanismo para explicar a ocorréncia de
taquicardia sem hipertensdo concomitante nos animais do grupo MCT esta
associado com a hipoxemia apresentada por estes animais. Sabidamente, ao
contrario do que acontece na vasculatura pulmonar, a presenca de hipoxemia
arterial promove dilatacdo compensatoria das arteriolas para aumentar o fluxo
sanguineo para os tecidos. Para que esta resposta a hipoxemia arterial ocorra,
existem varios mecanismos adaptativos moleculares e celulares, que podem
envolver a geracdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) e derivados de ROS
mitocondrial, de Nox (NADPH oxidase), dentre outros, além de respostas
adaptativas a hip6xia crbnica, tais como alteracdes na proliferacdo celular,
condutancia idnica e na resposta contratil ao célcio (Paffett e Walker, 2007). Assim,
certa diminuicdo da PA diastdlica poderia ser observada em consequéncia desta
queda de resisténcia periférica, contrabalanceando a resposta hipertensora
associada ao aumento da atividade simpética e da FC. Assim, considerando que o0s
animais tratados somente com MCT apresentaram tanto fatores hipertensores como
hipotensores, acreditamos que o balanco destes parametros possibilitou a
manutencao da PAM dentro da normalidade.

Em adicdo, embora existam relatos na literatura de efeitos hipotensores do
uso de captopril tanto em ratos normotensos (Maia et al., 2004) como em humanos

com HAP (Talantbek et al., 1996; Puri et al., 2007), ndo observamos este efeito, uma

vez que todos os animais tratados com esta droga apresentaram niveis de PAM
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semelhantes aos animais do grupo controle. Ndo ha um consenso na literatura sobre
este efeito hipotensor desta droga, uma vez que no estudo realizado por Shin et al.
(2009), a administracdo oral de captopril para ratos SHR durante duas semanas

apenas normalizou os niveis pressoricos, sem induzir hipotensao sistémica.

2.0— Medidas de peso corporal e ventricular e indice pulmonar

Corroborando com estudos prévios (Morita et al., 1996; Suylen et al., 1998,
Ito et al., 2000; Inoue et al., 2002; Nagaya et al., 2003; Lee et al., 2005; Nihei et al,
2005), os animais do presente estudo tratados somente com MCT apresentaram
uma significativa reducéo do ganho de peso corporal comparado com o grupo CON.

Embora os artigos supracitados ndao discutam o mecanismo de reducédo de
peso corporal no modelo MCT, acreditamos que um dos fatores responsaveis foi a
hipoxemia desenvolvida por estes animais. Estudos de Singh e Selvamurthy (1993)
mostraram que ratos submetidos a hipoxia crénica intermitente apresentaram uma
diminuicdo gradual da quantidade total de alimentos consumidos e consequente
reducdo do ganho de peso corporal. O efeito anoréxico da hipdxia ja havia sido
descrito em 1974 por Koob e Annau, e continua sendo descrito em estudos atuais,
como o realizado recentemente por Wing-gaia et al. (2014), que também observou
uma significativa perda de peso corporal em individuos submetidos a hipoxia crénica
por permanéncia em uma base em Everest, local este de elevada altitude e baixa
tensdo atmosférica de oxigénio.

De acordo com Yu et al. (1999), a perda de peso em condi¢cdes de hipdxia
cronica pode refletir varias alteracbes na fungcdo cardiovascular, na producéo
hormonal, no metabolismo energético bem como em outros aspectos da fisiologia

celular e sistémica. Em nosso estudo, os animais do grupo MCT apresentaram
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alteracbes cardiovasculares e respiratérias que culminam com um maior gasto
energético e que podem ter contribuido para esta reducédo do peso corporal, dentre
as quais podemos citar o aumento do trabalho respiratorio evidenciado pela
elevacdo da FR, o aumento do trabalho cardiaco decorrente do aumento da
resisténcia vascular pulmonar e consequente hipertrofia ventricular direita, dentre
outros.

Entretanto, ndo podemos afirmar se a reducédo do ganho de peso corporal foi
causada principalmente pela reducdo de ingestao de alimentos ou pelo aumento do
gasto energético, uma vez que neste estudo ndo foi quantificada a ingestao de racéo
dos animais, sendo necessarios estudos adicionais para averiguar esta hipétese.

A reducdo do ganho de peso corporal observada nos nossos animais
pertencentes ao grupo MCT foi significativamente amenizada apds o tratamento com
captopril, porém sem normalizar em relacdo ao grupo controle. Acreditamos que
esta resposta esta associada a reversao da hipoxemia e melhora da hemodinamica
ventricular direita destes animais, e a ndo normalizacdo deste parametro pode se
justificar pela grande perda de peso corporal observada durante o periodo de
inducéo da doenca e antes que o tratamento medicamentoso fosse instituido.

Entretanto, contrariando nossos achados, o estudo realizado por Suylen et
al. (1998) ndo observou melhora hemodinamica e nem aumento do ganho de peso
corporal apds o tratamento dos animais com HAP induzida por MCT com captopril.
Acreditamos que essa diferente resposta possa ser atribuida a dose de captopril
utilizada pelos autores, que foi expressivamente inferior a administrada no presente
estudo.

No que diz respeito as medidas de peso ventricular, a instalacdo da

hipertrofia de VD, parametro imprescindivel para confirmacéo da instalacdo da HAP,



99

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 nas ultimas décadas por diversos autores (Schultze et al., 1993; Inoue et
al., 2002; Nihei et al., 2005; Al Ansari et al., 2007; Gomez-Arroyo et al., 2012). A
determinacao deste indice € baseada na relacdo entre o peso do VD e o peso do VE
adicionado ao septo interventricular, ambos corrigidos pelo peso corporal.

A hipertrofia cardiaca € um processo adaptativo a sobrecarga de pressao
ventricular, e desenvolve-se gradualmente por semanas, podendo conduzir a
insuficiéncia cardiaca. Uma das vantagens do modelo MCT é a facilidade em se
obter hipertrofia cardiaca direita apés 3 a 4 semanas da aplicacéo da droga (Gomez-
Arroyo et al., 2012) sem alteragcbes no VE, sendo que a insuficiéncia cardiaca
esquerda sO ocorre em um estagio tardio da doenca.

Conforme esperado, em nosso estudo a andlise deste indice evidenciou o
desenvolvimento da HAP nos ratos tratados com MCT. Além disso, observamos que
0 tratamento com captopril, embora n&o tenha normalizado, atenuou
significativamente este indice, sugerindo que esta droga foi eficaz em melhorar a
disfuncéo cardiaca direita decorrente da HAP.

Corroborando com os nossos achados, o estudo de Kanno et al. (2001)
também evidenciou uma significativa reducdo da hipertrofia de VD ap0és o tratamento
com inibidor da ECA em ratos com HAP induzida por MCT. Estudos de Chassagne
et al. (2000), demonstraram uma reversdo da muscularizacao vascular pulmonar de
ratos com HP hipoxica tratados com losartan, enquanto que Morrel et al. (1995)
demonstraram a reversdo da hipertrofia de VD apos tratamento com captopril em
ratos com HP hipéxica. Nos estudos anteriores de Qing e Garcia (1992), o

tratamento com captopril reverteu a hipertrofia de VD de ratos com fistula aorto-cava.
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Os estudos realizados por Molteni et al. (1986) também haviam observado uma
reversao da hipertrofia ventricular direita em ratos MCT tratados com uma outra
droga inibidora da ECA, denominada CL242817.

Em adicdo, estudos de Yamazato et al. (2009), observaram que o tratamento
de ratos MCT com ECA2, que € um homologo da ECA capaz de degradar All em
Angiotensina 1-7, reverteu a hipertrofia e a elevacdo da pressao sistélica de VD
reforcando a importancia do SRA na fisiopatogenia da HAP neste modelo.

Entretanto, resultados diferentes dos nossos foram observados nos estudos
de Cassis et al. (1992) e Kreutz et al. (1996), visto que ambos os trabalhos
evidenciaram a ineficacia do losartan na reversao da hipertrofia de VD e da elevacéo
da PA pulmonar em ratos com HAP. Uma possivel hipétese que poderia justificar a
aparente maior eficacia do captopril, que foi utilizado em nosso estudo, em
comparacao com o losartan na melhora da hemodinamica de ratos com HAP, seria a
existéncia do radical “tiol” apenas no captopril, como acima discutido, uma vez que
este tem potentes efeitos anti-oxidantes.

Entretanto, estes resultados promissores obtidos com o tratamento da HAP
com captopril aparentemente ndo sdo reprodutiveis em humanos. O estudo
realizado por Leier et al. (1983) em humanos com HP priméria, demonstrou apenas
uma reducdo da PA sistémica dos pacientes apo0s o tratamento com captopril, sem
nenhuma melhora dos demais parametros hemodinamicos. Assim como no estudo
de Leier, no estudo de Rich et al. (1982), os pacientes com HP idiopatica tratados
com captopril ndo apresentaram melhoras hemodindmicas. N&o encontramos
estudos que avaliassem a eficacia do captopril em pacientes com HAP induzida por
drogas e/ou toxinas, que € o subtipo de HAP em humanos que mais se assemelha

ao modelo experimental induzido por MCT.
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3.0— Avaliacao Respiratoria e Gasométrica

Para a mensuracdo dos parametros respiratorios, utilizamos a técnica de
“pletismografia de corpo inteiro”, previamente descrita por Malan (1973), e
posteriormente utilizada por outros estudos experimentais (Bartlett Jr, 1971; Mauad
et al.,1992). O principio deste método consiste de uma camara hermética onde o
animal € colocado e cuja temperatura do ar da camara difere da temperatura do ar
dos pulmdes do animal. As variacfes ciclicas da temperatura e pressao de vapor de
agua do volume corrente (inspiracdo/expiracdo) produzem variacdes de pressao na
camara, proporcional a esse volume corrente. Estas variacbes ciclicas na
temperatura e pressao de vapor de agua ocorrem a cada ciclo respiratério. A medida
gue a temperatura do ar da camara se eleva devido a respiracdo do animal, ha um
aumento da pressdo dentro da camara. Este método tem a grande vantagem de
permitir o registro dos parametros ventilatérios com o animal ndo-anestesiado
(Malan, 1973).

Observamos que os parametros ventilatérios analisados (VC, FR, Vmin e Vj)
foram modificados apenas nos animais que receberam MCT e desenvolveram HAP.
Sabe-se que a MCT causa uma hipertrofia da camada média dos vasos pulmonares
com consequente reducdo do lumen e aumento da resisténcia vascular pulmonar
(Suylen et al., 1998). Alem disso, a infusdo desta droga desencadeia uma cascata
inflamatoria associada a alteragbes pulmonares intersticiais, dificultando assim a
troca gasosa (Schwenke et al., 2009). Desta forma, sabendo-se do desenvolvimento
de mudancas estruturais do parénquima pulmonar em associacdo com alteracdes
vasculares pulmonares em animais com HAP induzida por MCT, podemos sugerir
gue estes animais tiveram um comprometimento da relacdo ventilacdo/perfusao

pulmonar e uma menor eficiéncia das trocas gasosas.
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Observamos nos animais do grupo de MCT um padrdo de hiperventilacao,
caracterizado pelo aumento de todas as variaveis estudadas pela pletismografia.
N&o encontramos estudos que analisassem todas as variaveis respiratorias por nos
estudadas em modelos de HAP, entretanto, relatos subjetivos de “taquipnéia” em
ratos tratados com MCT foram descritos nos estudos de Nihei et al. (2005), porém
sem uma quantificacdo deste e de outros parametros ventilatorios. 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 correlacionaram estes achados
com uma diminuicdo da densidade dos adrenoreceptores [, nos pulmdes desses
animais. Sabidamente, a estimulacdo destes receptores causa broncodilatacdo e
aumenta a concentracdo de adenosina monofosfato em mastocitos e basdfilos,
reduzindo a liberacdo de mediadores inflamatérios, tais como citocinas, quimiocinas
e fatores de crescimento (Barnes, 1999). Assim, a diminuicdo dos adrenoceptores-3,
nos pulmdes nesse modelo poderia trazer implicacbes 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 elevacao da FR, tal como observada em nosso estudo, além
de um maior esforco respiratorio.

O esforco respiratério € um parametro subjetivo e ndo mensuravel em
animais, o que justifica o fato de n&o termos incluido esta informagdo em nossos
resultados. Entretanto, através da observacdo dos animais tratados com MCT,
podemos sugerir que estes animais tiveram uma piora do padréao respiratorio, uma

vez que 0s mesmos apresentavam sinais visiveis de desconforto respiratorio.
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O impacto das alteracbes vasculares e parenquimatosas presentes no
modelo MCT sobre o sistema respiratorio vem sendo demonstrado por alguns
estudos prévios, porém as implicacdes cardiovasculares das modificacdes do
padrao respiratorio permanecem por serem elucidados. Estudos de Dumitrascu et al.
(2008), mostraram que a PaO, medida em amostras de sangue arterial de ratos
tratados com MCT foi significativamente menor comparado com animais controle.
Resultados semelhantes foram descritos por Schermuly et al. (2004), que néo
apenas observaram uma reducdo da PaO, nos ratos tratados com MCT, mas
também uma reducdo da relacdo entre este parametro e a fracdo inspirada de
oxigénio, relacdo esta denominada “indice de oxigenagao”.

Em adicdo, estudos de Sugita et al. (1983) mostraram a ocorréncia de
migracdo de granulOcitos para o0 espaco alveolar associado a extravazamento
microvascular pulmonar, mecanismo este que pode justificar o edema pulmonar
observado em animais com este modelo de HAP (Reindel et al., 1990; Shenoy et al.,
2010). Uma vez que o edema pulmonar sabidamente aumenta a barreira alvéolo-
capilar e prejudica a troca gasosa, ele pode ter contribuido para as alteracdes
respiratérias observadas em nosso estudo.

Para complementar a avaliacdo respiratoria e verificar o equilibrio acido-
basico, realizamos também a andalise gasométrica, através da coleta de sangue
arterial. Através da gasometria, pudemos constatar que os animais que receberam
MCT e desenvolveram HAP apresentaram uma menor eficacia ventilatoria, uma vez
que, embora estes grupos tenham apresentado um aumento dos parametros
ventilatorios (FR, VC, Vmin, V,), este foi acompanhado de uma piora da troca
gasosa, 0 que se evidenciou pela analise gasométrica, que apresentou um padrao

de hipoxemia (reducéo da P,O,) e reducao de S,0,, associada a retencao de CO,,
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ocasionando uma maior acidose (reducdo do pH) e aumento de bicarbonato,
provavelmente como um mecanismo compensatorio.

Uma vez que, apesar do aumento da ventilacdo, estes animais tiveram uma
piora da gasometria, acreditamos que o desenvolvimento de um padrdo ventilatério
mais “rapido e profundo” ocorreu como uma tentativa compensatoria a hipdxia e
hipercapnia. Sabe-se que as modificagcdes dos niveis tensionais de CO, e O, do
sangue arterial podem ser detectadas através de quimiorreceptores periféricos e
centrais, 0s quais, uma vez ativados, geram mecanismos compensatoérios. O
aumento de CO, gera uma estimulacdo dos quimiorreceptores centrais, enquanto a
reducdo da PaO, ativa os quimiorreceptores periféricos, e ambas as alteracdes
gasométricas (aumento de pCO, e reducdo de pO,), tem como resposta uma
hiperventilacdo, ocasionada por aumento de frequéncia e/ou profundidade da
respiracdo (Kara et al., 2003). Isto foi confirmado em nossos experimentos, uma vez
gue os animais do grupo MCT evidenciaram uma hiperatividade do quimiorreflexo.

Ap6s o tratamento dos animais com HAP através da administracdo de
captopril (grupo MCT-CPT), todos os parametros ventilatorios e gasométricos
normalizaram em comparagdo com 0O grupo controle. Acreditamos que a
normalizacdo da ventilagdo pulmonar e trocas gasosas destes animais seja
resultante da inibicdo do SRA associado com os efeitos anti-oxidantes desta droga,
que possibilitou uma reducdo da hipertrofia da musculatura lisa das arteriolas
pulmonares com consequentes reducao da resisténcia vascular pulmonar e da pos-
carga ventricular direita, normalizando a hipertrofia ventricular e melhorando a
perfusdo pulmonar. Ou seja, uma vez que esta droga conseguiu reverter as
principais consequéncias causadas pela HAP no sistema cardiopulmonar,

ocasionando a melhora da perfusdo pulmonar em associacdo com a melhora dos
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parametros morfométricos e restauracdo do lumen, isto justificou a normalizacdo da
atividade quimiorreflexa e da troca gasosa observada nestes animais.

Estudos de Adamy et al. (2002), mostraram que a presenca de hipoxia
cronica em animais com HAP pode agravar ainda mais o curso da doenga, uma vez
qgue a reducao de oxigenacdo arterial tem como uma das consequéncias 0 aumento
da expresséao dos receptores de All, o que vem a reforcar a importancia da utilizacao

de inibidores da ECA e consequente reducédo dos niveis da All.

4.0 — Avaliacao Autondmica

A disfuncdo autondmica se refere aquela condicdo na qual a funcéo
autondmica se altera de forma a afetar adversamente a saude. Diferentes métodos
vém sendo utilizados para avaliacdo da atividade do sistema nervoso autbnomo
(SNA), especialmente nas doencas cardiovasculares, visando evidenciar a
contribuicdo desse sistema nas respostas alteradas associadas a doenca
cardiovascular.

Uma forma de avaliacdo da atividade do SNA é através da mensuracao dos
niveis de catecolaminas circulantes. Em pacientes com HAP, existem descricfes
tanto de niveis elevados de catecolaminas (Haneda et al., 1983; Nagaya et al.,
2000); como de manutencdo destes dentro dos limites normais (Richards et al.,
1990; Nootens et al., 1995). Estas discrepancias podem estar relacionadas ao fato
de que as catecolaminas circulantes sdo marcadores imperfeitos da atividade do
sistema nervoso simpatico, sendo afetados por uma variedade de processos,

incluindo mudancas na sintese, metabolismo e facilitacdo da liberacdo pelas

terminacdes nervosas periféricas.
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No presente estudo, a avaliacdo dos componentes autonémicos simpatico e
parassimpatico cardiacos foi feita através da analise das variacbes de FC apos os
bloqueios farmacoldgicos com atenolol (antagonista dos adrenoceptores 1) e metil-
atropina (antagonista muscarinico nao seletivo).

Os animais submetidos a HAP com MCT apresentaram um significativo
aumento do componente simpatico com concomitante reducdo do componente
parassimpatico. Corroborando com 0s nossos resultados, os estudos experimentais
de Ishikawa et al. (2009) também observaram, através de bloqueios farmacolégicos
em ratos wistar tratados com MCT, que ocorre uma significante hiperatividade
simpatica nestes animais. Em adicdo, Nihei et al. (2005) observaram uma atenuacéo
do componente parassimpatico em ratos com disfuncdo cardiovascular induzida por
MCT.

Estudos de Sanyal e Ono (2002) avaliaram a atividade do SNA em animais
tratados com MCT através de bloqueios autondmicos induzidos pela administracédo
de atropina e propanolol (antagonista p-adrenérgico nao-seletivo). Apds a
administracdo de atropina, a magnitude da variabilidade da FC foi menor no grupo
MCT em relacdo ao controle, indicando uma diminuicdo na funcdo do controle
parassimpatico, dados estes em acordo com 0s nossos estudos. Entretanto, apos
administracdo do propanolol, os autores observaram resultados contrarios aos
Nossos, ou seja, uma variabilidade da FC de magnitude similar entre os grupos,
indicando a preservacéo da atividade simpatica nos animais com HAP.

Algumas hipoéteses para explicar a hiperatividade simpatica observada nos
animais submetidos a HAP seriam: a) estimulacdo dos quimiorreceptores; b)
atenuacdo do ganho barorreflexo, ¢) modulacdo do sistema respiratorio sobre o

sistema cardiovascular, d) aumento dos niveis de All.
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No presente estudo, acreditamos que tanto a hipoxemia como a hipercapnia
e consequente reducdo do pH observado na andlise gasométrica dos animais
tratados com MCT poderiam estar promovendo a estimulacdo dos quimiorreceptores
(Sapru e Krieger, 1977), justificando a hiperatividade quimiorreflexa observada
nestes animais. A alteracdo da atividade quimiorreflexa decorrente principalmente da
hipdxia, produz mudancas da atividade simpatica e vagal para o coracdo e evoca
ajustes centrais para ventilacdo e funcdo cardiovascular como uma tentativa de
manter a perfusdo adequada dos 6rgaos vitais (Vasquez et al., 1997).

As respostas cardiovasculares desencadeadas pela estimulagcdo dos
guimiorreceptores sao simpato-excitacao (aumento da PA) e parassimpato-excitacdo
(bradicardia), aléem de respostas respiratorias (hiperpnéia e taquipnéia) (Haibara et
al., 1995), respostas estas observadas nos animais tratados somente com MCT em
nosso estudo.

Considerando-se ainda a participacdo dos reflexos cardiovasculares na
modulacdo das respostas autonémicas, a participacdo do barorreflexo ndo pode ser
descartada. E amplamente conhecido que este reflexo participa da regulacéo da PA
momento-a-momento, promovendo simpato-inibicdo, assim como parassimpato-
excitacdo. Estudos da década de setenta, j& haviam descrito a ocorréncia de
disfuncéo barorreflexa em humanos em situacdes de hipertensao arterial sistémica
(Takeshita et al., 1975; Gribbin et al.,1975) e insuficiéncia cardiaca (Eckberg et al.,
1971), entretanto, pouco se sabe atualmente sobre o comportamento deste reflexo
na HAP. Mostarda et al. (2011) observaram que ratos com disfuncéo diastélica
apresentam uma reducdo da atividade barorreflexa associada ao aumento da
atividade simpatica. Em adicdo, Patakas et al. (1982) concluiram em seus estudos

que a elevacdo da pressdo média da artéria pulmonar em pacientes com doenca
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pulmonar obstrutiva crénica é a principal causa para a atenuacédo do barorreflexo.
Com isto, acreditamos que os animais MCT de nosso estudo apresentaram a
reducdo da atividade barorreflexa em consequéncia das alteracdes vasculares
pulmonares e que esta contribuiu para o0 prejuizo da modulacdo autondémica
observado, resultando em simpato-excitacdo, bem como inibicdo do componente
parassimpatico.

Outra possibilidade a ser considerada € a ocorréncia de interacao entre 0s
sistemas respiratério e cardiovascular. O controle do ritmo cardiaco e respiratorio €
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 o0s circuitos pré-sinapticos estdo localizados nas regides ventrolaterais
do bulbo, proximos aos circuitos neuronais respiratorios. Existe uma integracao
cardiorrespiratéria, que pode ser demonstrada pela flutuacdo da FC, conhecida
como “arritmia sinusal respiratéria”, na qual a frequéncia de disparo dos neurbnios
cardio-vagais aumenta durante a expiracao e reduz durante a inspiracéo, resultando
em bradicardia e taquicardia, respectivamente. Isto pode ser explicado pelo fato dos
neurdnios vagais pré-ganglionares, localizados no nucleo ambiguo (NA), receberem
potentes descargas inibitérias durante a inspiracdo e descargas excitatorias durante
0 periodo poés-inspiratorio (Spyer e Gourine, 2009). A associacdo entre a atividade
inspiratoria 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 elevacédo da atividade respiratoria, enquanto que a

estimulacdo de outras areas promove bradicardia e apnéia. Assim, no que se refere
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ao presente estudo, o aumento da FR poderia estar mediando este efeito vagolitico
mediado pelos circuitos respiratorios centrais.

A influéncia da distensdo pulmonar na atividade autonémica também deve
ser considerada. De acordo com Lopes e Palmer (1976), quando ocorre a distenséo
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
inibicdo da atividade eferente vagal. Os mecanismos envolvidos nesta inibicdo
reflexa dos neurdnios cardio-vagais pelo estiramento pulmonar ainda nao estéo
completamente esclarecidos, porém ndo 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.

Por fim, acreditamos que ocorreu uma possivel ativacdo do SRA dos
animais tratados com MCT em nosso estudo a qual contribui com a disautonomia
observada. Man et al. (2012) descreveram que as alteracdes vasculares pulmonares
e de ventriculo direito observadas na HAP causam uma reducéo do débito cardiaco
associada com consequente ativacao de sistemas neuro-humorais, tais como 0 SRA,
gue tem como uma das consequéncias a elevacao da atividade nervosa simpatica.

Acreditamos ainda, que a elevacdo dos niveis de All e a consequente
hiperatividade simpatica contribuiram para a progressao das disfun¢cdes dos animais
com HAP induzida por MCT, uma vez que os estudos de Ishikawa et al. (2009)
demonstraram que o bloqueio da atividade do SNS através de bloqueador o/
adrenérgico em ratos MCT é capaz de prevenir a hipertrofia de VD e normalizar a

pressao sistolica desta camara.
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Esta hipdtese vem a ser reforcada através da andlise do comportamento do
sistema nervoso autondémico dos animais com HAP tratados com captopril no
presente estudo, uma vez que estes animais apresentaram n&do apenas a
normalizacdo das alteragdes hemodinamicas, mas também a normalizacdo dos

componentes simpatico e parassimpatico.

5.0 — Avaliacao Reflexa
5.1 — Barorreflexo

O barorreflexo € um importante mecanismo neural regulador da PA, atuando
batimento-a-batimento no intuito de impedir alteracfes bruscas. No presente estudo,
observamos uma significativa diminuicdo na sensibilidade (ganho) do barorreflexo
em animais tratados com MCT. Varios estudos na literatura tém demonstrado um
prejuizo do funcionamento barorreflexo em animais portadores de hipertrofia
cardiaca esquerda (Creager e Creager, 1994; Mortara et al., 1997; Vasquez et al.,
1997), entretanto, pouca énfase tem sido dada a funcdo barorreflexa em animais
com hipertrofia cardiaca direita, sendo que os poucos dados disponiveis sédo de
certa forma contraditérios.

Estudos recentes demonstraram que ocorre um comprometimento da
atividade barorreflexa na disfuncdo diastolica cardiaca (Mostarda et al, 2011) e em
hipoxia intermitente (Lai et al, 2006), em ratos anestesiados submetidos a hipoxia
hipobarica intermitente crénica. Wensel et al. (2009), em um estudo com 48
pacientes com diagnostico clinico de HAP, observaram a reducdo da sensibilidade
barorreflexa em associacdo com o aumento da atividade nervosa simpatica, o que
corrobora com o0s nossos dados, embora nosso estudo tenha sido realizado com

animais.
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Considerando que, Patakas et al. (1982) demonstraram que a elevacao da
PA pulmonar em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica foi o principal
fator responsavel pela diminuicdo da resposta barorreflexa, acreditamos que a
elevacdo desta pressao nos animais do grupo MCT do nosso estudo provavelmente
contribuiu para a atenuacdo deste reflexo que foi observada. Em adicéo,
acreditamos que a hipoxia e 0 consequente aumento da atividade quimiorreflexa
observada neste grupo de animais pode ter contribuido para a disfuncéo
barorreflexa.

Esta inter-relacdo entre os reflexos baseia-se na existéncia de fibras
aferentes dos quimiorreceptores periféricos e dos barorreceptores arteriais
terminando no nucleo do trato solitario (NTS), que constitui uma importante area
bulbar integradora das informacbes sensoriais aferentes dos reflexos
cardiovasculares. De acordo com Henry et al. (1998), tanto as aferéncias
quimiorreceptoras poderiam inibir a funcdo barorreflexa, ao nivel central, como as
aferéncias barorreceptoras poderiam inibir a fungdo quimiorreflexa (Henry et al.,
1998).

Em adicéo, acreditamos que a disfuncdo do SRA nos animais MCT relatada
na literatura pode ter contribuido para a disfuncao barorreflexa observada, uma vez
que, segundo Kar et al. (2011), na insuficiéncia cardiaca crbnica, a funcdo do
barorreflexo arterial é prejudicada, pelo menos em parte, pela ativacdo do SRA
central. Isto foi comprovado por esses autores, atraves da administracdo central de
Angiotensina (1-7) para coelhos com insuficiéncia cardiaca e a observacdo da
recuperacéo da sensibilidade barorreflexa nestes animais. Foi também demonstrado
que a regulacao positiva de ACE2 no pulmé&o pode melhorar a patologia associada

com a HP.
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Nossos resultados sugerem também a influéncia da hiperatividade do SRA
na disfuncédo barorreflexa, uma vez que o tratamento destes animais com captopril
(grupo MCT-CPT) restaurou todos os parametros utilizados para o estudo do
barorreflexo. Entretanto, ndo existem na literatura estudos que avaliem a influéncia
do captopril na atividade barorreflexa de animais tratados com MCT, sendo
necessarios estudos posteriores para evidenciar se a restauracao deste reflexo em
nosso estudo foi consequéncia da inibicio do SRA ou da reversdo das
consequéncias histologicas e hemodinamicas, ou até mesmo, da associacdo destes

dois mecanismos.

5.2 — Qumiorreflexo

Os guimiorreceptores arteriais respondem a aumentos ou quedas de PaO,,
PaCO, e/ou pH, desencadeando respostas homeostaticas do sistema céardio-
respiratério para corrigir essas variagdes. Quedas na PaO,, aumentos na PaCO, e
gqueda no pH, promovem respostas reflexas caracterizadas por aumento da
resisténcia periférica e alteragdes na FC (Marshall et al., 2000).

Alguns estudos tém relatado que o quimiorreflexo induzido pela hipéxia esta
exacerbado em animais SHR (spontaneous hypertensive rats) e na hipertenséo
humana (Trzebsky, 1992). Entretanto, ndo encontramos estudos que avaliassem as
respostas quimiorreflexas em modelo de animais com HP induzida por MCT.

Em nosso estudo, os animais do grupo MCT apresentaram uma
exacerbacdo da atividade quimiorreflexa, o que acreditamos que tenha sido
consequéncia ndo apenas das alteracOes gasométricas apresentadas por estes
animais, mas também da ativagdo do SRA.

O estudo realizado por Leung et al. (2003), sugere que a atividade

quimiorreflexa pode estar alterada na HAP, uma vez que os autores descreveram
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que a hipoxia crénica, que € um achado tipico da doenca em estagio avancado,
causa alteracdes dos quimiorreceptores carotideos associadas ao remodelamento
estrutural e hipertrofia e hiperplasia das células gléomicas, que sdo as células
guimiossensiveis (sensoriais) do corpo carotideo. Os autores sugerem também que
a All modula a descarga aferente do seio nervoso no corpo carotideo provavelmente
mediado por receptores AT1 do corpo carotideo, 0o que eleva os niveis de calcio
dentro das células glébmicas e a atividade eferente carotidea, aumentando a
atividade quimiorreflexa.

A participacao dos receptores AT1 na atividade nervosa do seio carotideo foi
descrita previamente por Allen (1998), que em seus estudos observou que ocorre a
ativacdo quimiorreflexa em resposta ao aumento dos niveis de All, e que este
aumento de atividade pode ser suprimido através da administracdo de Losartan, que
€ uma droga inibidora de receptores AT1.

Em adicdo, em 2000, Leung et al. ja& haviam demonstrado em estudos
experimentais com ratos que a hipdxia crébnica aumenta a atividade quimiorreflexa
mediada pelos receptores AT; do corpo carotideo (Leung et al, 2000).

Os animais com HAP do presente estudo tratados com captopril
apresentaram uma normalizacdo da atividade quimiorreflexa, o que acreditamos que
foi causado pela restauracdo da troca gasosa bem como pela normalizacdo da
atividade autonomica e dos niveis de All. Entretanto, uma vez que ndo mensuramos
0s niveis plasmaticos de All e da ECA, ndo podemos fazer tal afirmacéao.

Curiosamente, o0s animais Wistar tratados somente com captopril
apresentaram uma atenuacdo do quimiorreflexo em comparacdo com O grupo
controle. Acreditamos que uma possivel explicacdo para tal resposta seria que, uma

vez que esta droga causa reducao dos niveis de All, isto poderia reduzir a atividade
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das células quimiossensiveis do corpo carotideo. Porém, também n&do encontramos
trabalhos que avaliassem os efeitos do captopril na atividade quimiorreflexa de

animais Wistar saudaveis.

5.3 — Reflexo Bezold-Jarisch (RBJ)

O RBJ é um reflexo vagal, que foi inicialmente observado experimentalmente.
A existéncia de receptores cardiacos afetando o sistema cardiovascular foi sugerida
ha mais de 100 anos por Von Bezold e Hirt. Eles observaram que ocorre uma
abrupta e transitéria hipotensdo e bradicardia apos injecdes intravenosas de
veratridina em caes, efeito esse que poderia ser abolido pela seccdo dos nervos
vagos. Somente 70 anos depois, Jarisch e Richter demonstraram que os efeitos
cardiovasculares dependiam de receptores ventriculares cardiacos (Longhurst,
1984).

Sabe-se que a inervacdo aferente do coracdo é composta por fibras
mielinizadas e nao-mielinizadas, as quais caminham junto aos nervos vago e
simpatico (Longhurst,1984). As fibras aferentes vagais n&o-mielinizadas foram
identificadas nos atrios por Coleridge et al. (1973), as quais podem ser estimuladas
tanto quimica, quanto mecanicamente.

O presente estudo avaliou a resposta do RBJ através de excitacdo quimica
por meio da fenilbiguanida, que é uma droga capaz de estimular somente fibras néo-
mielinizadas (Kaufman et al., 1980). Em ratos, a estimulacdo quimica com
fenilbiguanida promove respostas hipotensoras e bradicardicas através da
estimulacdo dos receptores 5-HT3; (denominado reflexo Bezold-Jarisch), os quais

estariam localizados principalmente no atrio e VE (Chianca e Machado, 1994,

Vasquez et al., 1997).
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Atualmente, o papel funcional do RBJ ainda néo esta totalmente elucidado,
sendo que a investigacdo da atuacdo deste reflexo, especialmente em doencas
cardiovasculares, tem despertado o interesse de alguns pesquisadores.

Em seres humanos, foi demonstrado que este reflexo esta exacerbado em
pacientes portadores de hipertensdo arterial limitrofe (Zanchetti e Mancia, 1991;
Mark e Kerber, 1982). Em animais, Meyrelles et al. (1997) observaram que, no
infarto do miocérdio realizado em ratos, ocorre uma atenuacao significativa do RBJ,
gue os autores acreditam que seja decorrente de alteracdes funcionais dos
receptores quimiossensiveis das aferencias cardiacas vagais ndo-mielinizadas. A
atenuacdo do RBJ também foi demonstrada em estudos com modelos de hipertrofia
miocardica esquerda (Ferrari et al., 1984; Zanchetti et al., 1991). Meyrelles et al.
(1994) demonstraram que ocorre prejuizo do RBJ apenas em ratos hipertensos que
desenvolvem hipertrofia ventricular esquerda, sendo que os ratos hipertensos que
nao apresentaram alteracbes da massa ventricular tinham este reflexo preservado, o
gue vem a ressaltar a importancia da localizacao destes receptores.

Entretanto, ndo ha estudos na literatura que tenham avaliado este reflexo em
modelos de hipertrofia ventricular direita, tal como é observado em ratos tratados
com MCT, o que talvez se deva a falta de evidéncias cientificas de receptores
localizados na camara cardiaca direita. Keeble e Tymchak (2008), em um estudo de
caso demonstraram uma profunda bradicardia e queda da PA sistolica apds ocluséo
aguda completa da artéria coronaria direita, resposta esta provavelmente resultante
da ativacdo do RBJ. Alguns anos depois, Raut e Maheshwari (2013), demonstraram
em outro estudo de caso que a oclusao subita da artéria coronaria direita, pode
causar sincope induzida pela estimulacdo do RBJ. Em ambos os trabalhos, os

autores acreditam que nao apenas a oclusdo coronariana, mas principalmente a
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reperfusdo foram responsaveis pela ativacdo dos receptores quimicos e mecanicos
da regido infero-posterior do miocardio cardiaco, que é perfundida pela artéria
coronaria direita em aproximadamente 90% dos individuos.

Considerando que os animais tratados com MCT em nosso estudo
desenvolveram significativa hipertrofia ventricular direita, isto poderia reduzir a
perfusdo coronariana ventricular direita, mas, diferentemente dos trabalhos supra
citados, os animais que avaliamos provavelmente apresentaram privacdo de fluxo
cronica, decorrente da hipertrofia ventricular direita e esta ndo foi acompanhada de
reperfuséo subita.

Em adicdo, Westendorp et al. (1997) descreveram casos de sincope em
humanos saudaveis submetidos a hipéxia aguda em uma camara de baixa pressao
simuladora de altitude, sugerindo que os episédios ocorreram devido a ativacdo do
RBJ. Nao encontramos estudos que avaliassem se a hipOxia crénica, a qual foi
observada nos animais MCT do presente estudo, influencia a resposta do RBJ.
Outra possivel causa de ativacdo deste reflexo refere-se a hipovolemia. Segundo
Kinsella e Tuckey (2001), isto ocorre porque nesta situacdo ha estimulacdo
miocardica associada com baixas pressdes de enchimento, o que pode estimular os
nervos sensitivos por causar uma deformacdo mecanica. Considerando que o0s
animais do grupo MCT deste estudo apresentaram alteracbes gasométricas e
morfométricas que sabidamente estdo associadas ao aumento da resisténcia
vascular pulmonar, possivelmente isto levou a uma reducdo do fluxo pulmonar e
consequentemente do enchimento ventricular esquerdo, o que poderia causar uma
deformacdo mecéanica dos receptores ventriculares esquerdos e consequente

ativacdo do RBJ.
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No nosso estudo, embora a analise das respostas hipotensoras e
bradicardicas realizada em cada diferente dose de FBG n&o tenha evidenciado um
padréo de resposta muito claro nos diferentes grupos de estudo, a analise do ganho
médio obtido considerando as cinco diferentes doses de FBG empregadas,
evidenciou uma atenuacdo significante do RBJ apenas no grupo MCT em
comparacdo com os demais grupos. A escassez de estudo nos impede de tirar
conclusdes sobre este achado, mas nos permite hipotetizar que fatores como a
hipoxemia e a hipertrofia ventricular direita observados no grupo MCT podem ter
participado desta atenuacdo. Em adicdo, considerando que em animais também é
elevada a dominancia direita, ou seja, na maior parte dos animais a irrigacdo do
septo interventricular posterior provém da corondria direita, acreditamos que a
hipertrofia e a disfungcdo observados nesta camara pode ter reduzido a perfuséo
desta coronaria e, consequentemente, uma vez que uma pequena por¢ao da massa
ventricular esquerda tenha apresentado uma irrigagdo comprometida, isto pode ter
reduzido a funcéo de alguns receptores do RBJ e alterado a resposta reflexa.

Entretanto, estas sdo apenas hip6teses, uma vez que a escassez de
estudos que avaliem a atividade do RBJ no modelo MCT impossibilitou um maior
esclarecimento acerca da influéncia da HAP experimental neste reflexo.

O tratamento com captopril normalizou a atividade do RBJ, o0 que
provavelmente foi consequéncia da normalizacdo dos parametros respiratorios e
cardiovasculares. Em adicdo, MacFayden et al. (1991) observaram uma queda na
PA de pacientes apos receberem a primeira dose de captopril e relataram que um
possivel mecanismo para justificar esta queda seria a ativacdo do RBJ mediada pela

ativacdo vagal. Os animais do nosso estudo que fizeram tratamento somente com
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captopril ndo apresentaram alteracdes significantes deste reflexo e ndo encontramos

dados literarios que esclarecessem se este resultado era esperado.

6.0 — Avaliacao Histoldgica

Em relacéo a analise histologica, considerando que a hipertrofia da camada
média das artérias e arteriolas pulmonares é um fator determinante para o
desenvolvimento da HAP no modelo MCT, no presente estudo mensuramos a
espessura da camada média destes vasos.

Nos animais tratados com MCT, observamos um significativo aumento da
espessura da tunica média acompanhada da reducdo do limen em comparacao
com os animais do grupo tratado com salina, confirmando a existéncia de hipertrofia
desta camada média arterial e arteriolar.

Através da andlise literaria, pudemos observar que a grande maioria dos
estudos experimentais que investigam a HAP e a eficacia de tratamentos
terapéuticos nesta doenca, ndo utilizam a andlise histologica como método
complementar para avaliar a eficacia dos tratamentos. Entretanto, alguns autores
que utilizaram o mesmo modelo de HAP que o0 nosso, observaram dados
semelhantes, ou seja, reducdo do limen dos vasos pulmonares associado ao
aumento da musculatura vascular e aumento da relagéo da parede/lamen (Ito et al.
2000; Nagaya et al. 2003; Lee et al. 2005; Ludke et al., 2010).

A hipertrofia da musculatura lisa das arteriolas pulmonares promove o
aumento da resisténcia vascular pulmonar e da pos-carga ventricular direita,
trazendo como consequéncia a hipertrofia e aumento das pressdes desta camara
cardiaca (Suylen et al, 1998), fato este que foi constatado em nosso estudo atraves

da avaliacdo hemodinamica.
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Embora atualmente o modelo de MCT seja amplamente utilizado para o
estudo da HAP, os mecanismos que levam ao espessamento medial arteriolar
pulmonar dos animais ainda ndo estdo totalmente elucidados. Ito et al. (2000)
concluiu através de seus estudos que os danos endoteliais causados pela MCT
causam uma alteracdo no potencial da membrana das células musculares da
vasculatura pulmonar favorecendo a despolarizacdo das mesmas e a ocorréncia de
vasoconstricdo, o que contribui para a manutencao da HP.

A hiperatividade simpatica observada nos animais com HAP neste estudo,
assim como o aumento da expressdo pulmonar dos receptores oy-adrenérgicos
(Salvi, 1999) poderiam estar contribuindo para o aumento da resisténcia vascular
pulmonar, aumento da pos-carga do VD e sua consequente hipertrofia ventricular
direita. O estudo do papel dos receptores adrenérgicos na modulacao do tébnus das
arteriolas pulmonares tem despertado o interesse de varios investigadores. Os
receptores o;-adrenérgicos presentes na vasculatura pulmonar desempenham uma
importante funcdo na regulacdo do tébnus vascular pulmonar e contribuem para o
desenvolvimento estrutural desta vasculatura através da regulacédo intranuclear e da
sintese proteica (Salvi, 1999). Estudos de Leung et al. (2000) mostraram que a
exacerbacdo do SRA, tal como ocorre nos animais com hipertensédo arterial
sistémica, promove uma facilitagdo da neurotransmissao adreneérgica pré-sinaptica.
Por outro lado, o estimulo dos receptores B-adrenérgicos inibe este processo e
promove vasodilatacdo pulmonar (Porcelli et al., 1977). Na circulagcdo pulmonar
normal, ha uma predomindncia da atividade p-adrenérgica, favorecendo a
vasodilatacdo e inibindo os fatores de crescimento. Entretanto, nos periodos de
hipdxia cronica, como observado na HAP através da MCT, ha uma maior expressao

dos receptores as-adrenérgicos e uma diminuicdo dos receptores p-adrenérgicos,
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predominando os efeitos vasoconstrictores. Estes efeitos poderiam ainda ser
potencializados pela hiperatividade simpatica observada nestes animais, o que
aumentaria ainda mais o tbnus da vasculatura pulmonar. Esta constitui a hipotese
az-adrenérgica da HAP (Salvi, 1999).

Assim como observamos na analise hemodinamica, o tratamento dos
animais com HAP através da administracdo de captoprii na agua de beber
normalizou as medidas de espessura e limen vascular pulmonar em comparagao
com os animais do grupo controle.

Resultados semelhantes foram obtidos por Molthen et al. (2010). Neste
estudo, os autores trataram dois grupos de animais com HAP induzida por MCT com
captopril ou com N-acetylcysteina, que € um potente anti-oxidante. Como resultado,
0s autores observaram uma melhora dos parametros morfométricos e da resisténcia
vascular pulmonar ap6s o tratamento com captopril, 0 que corrobora com nossos
achados. Um dado interessante observado por estes autores, € que o tratamento
com N-acetylcysteina ndo evidenciou nenhuma melhora significante, o que os levou
a concluir que o efeito anti-oxidante do captopril ndo € o principal responséavel pela
melhora dos animais com HAP.

Acreditamos que, uma vez que o0s animais do grupo MCT apresentaram
normalizagcdo da troca gasosa, da atividade autonémica e da hemodinémica apés o
tratamento com captopril, os fatores indutores da hipertrofia vascular pulmonar e
consequente reducdo do lumen deixaram de atuar, possibilitando uma reverséao
gradual das altera¢cdes morfologicas da vasculatura pulmonar.

Em contrapartida, resultados diferentes aos nossos foram obtidos no estudo
realizado por Suylen et al. (1998), os quais ndo observaram regressao no quadro de

HAP induzida pela MCT através das analises histoldégicas dos animais submetidos
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ao tratamento crénico com captopril. Acreditamos que algumas diferencas
metodoldgicas possam justificar as diferentes respostas obtidas, uma vez que a
administracdo da droga no estudo supracitado era através de uma bomba de infusdo
implantada na regido subcutanea dos animais, e a dose administrada era de 0,5
mg/Kg/h, o que corresponde a uma infusdo de 12 mg/kg/dia. Em nosso estudo, a
dose de captopril administrada foi de 100 mg/kg/dia, 0 que nos permite supor que,
embora a administracdo continua tenha como ponto positivo possibilitar a
manutencdo de niveis plasmaticos da droga, a dose total diaria que os animais do
nosso estudo receberam foi muito superior, podendo assim justificar a expressiva
melhora destes.

N&o encontramos estudos que avaliassem o efeito do tratamento com
captopril através de doses semelhantes a utilizada neste experimento nas variaveis

histol6gicas de animais com HAP induzida por MCT.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o tratamento por 3
semanas com MCT promove um quadro de HAP em ratos Wistar, promovendo
significativas alteracdes respiratérias, gasomeétricas, autonémicas, morfométricas,
cardiovasculares hemodinamicas e reflexas. O tratamento com captopril foi eficaz
para melhorar todos os parametros estudados apés a instalacdo da HAP.

Cabe ressaltar que o tratamento com captopril normalizou a atividade de
todos os reflexos cardiovasculares que estavam alterados nos animais tratados com
MCT. Além disso, atenuou também a atividade quimiorreflexa dos animais sem HAP,
sugerindo uma importante participacdo do SRA na atividade quimiorreflexa néo
apenas na HAP, como também na sua auséncia.

Estes resultados sugerem que a inibicdo do sistema renina angiotensina
pode vir a ser uma importante op¢do para o tratamento da HAP. Além disso,
sugerem que alteracdes vasculares pulmonares observadas no modelo da MCT
podem ser mediadas por compostos do sistema renina angiotensina. Estudos
adicionais sdo necessarios para avaliarmos o potencial terapéutico de drogas que

inibam o SRA na hipertenséo arterial em humanos.
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ANEXO |

Tabela 1: Atualizacao da Classificacdo da Hipertensdo Pulmonar (Nice, Franca, 2013)
1. Hipertenséo arterial pulmonar (HAP)

1.1. Idiopética
1.2. Hereditaria
1.2.1. BMPR2
1.2.2. ALK1, ENG, SMAD9, CAV1, KCNK3
1.2.3 Desconhecida
1.3. Induzida por drogas ou toxinas
1.4. Associada com:
1.4.1 Doengas do tecido conectivo
1.4.2. HIV
1.4.3. Hipertenséo portal
1.4.4. Doengcas cardicas congénitas
1.4.5. Esquistossomose
1’Doenca veno-oclusiva pulmonar (DVOP) e / ou Hemangiomatose capilar pulmonar
1” Hipertens&o pulmonar persistente do recém-nascido
2. Hipertens&o pulmonar devido a doenga do coracgéo esquerdo
2.1. Disfuncéao sistolica do ventriculo esquerdo
2.2. Disfuncéo diastdlica do ventriculo esquerdo
2.3. Doenga valvular
2.4. Obstrugdo congénita / adquirida da via de entrada / saida de coracdo esquerdo e
miocardiopatias congénitas
3. Hipertensao pulmonar devido a doengas pulmonares e/ou hipdxia
3.1. DPOC
3.2. Doenga pulmonar intersticial
3.3. Outras doencgas pulmonares combinando obstrutivas com restritivas
3.4. Sindrome da apnéia do sono
3.5. Hipoventilagéo alveolar
3.6. Exposicao crbnica a altas altitudes
3.7. Desenvolvimento de anormalidades
4. Hipertensd@o pulmonar tromboembdlica crénica
5. Hipertensdo pulmonar com mecanismos multifatoriais desconhecidos
5.1. Desordens hematolégicas: anemia hemolitica crbnica, distdrbios mieloproliferativos,
esplenectomia
5.2. Desordens sistémicas: sarcoidose, histiocitose pulmonar, linfangioleiomiomatose
5.3. Desordens metabdlicas: doenca do armazenamento de glicogénio, doenga de Gaucher,
distdrbios da tiredide
5.4. Outros: obstru¢do tumoral, mediastinite fibrosante, insuficiéncia renal crénica, HP

segmentar
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ANEXO I

[Angiotensinogen] [ Kininogen ]

Renin | Kallikrein |
v

[ Angi-10 | [ Bradykinin |
ACE
[ Ang II'-8 ] [lnactive fragments]
A

/Vasoconstriction \

CNS stimulation
Aldosterone
release

ADH release
Hypertrophy
Proliferation
Fibrosis

A 4

A figura ilustra uma visdo 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).
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ANEXO Il
A CON MCT CPT MCT+CPT

0
=)
I 11
&
£ I
&
_8_ 2L **
o I l
I3} 3 # #
c
(]
LL
(]
S 4t
)

5L

B o CON MCT CPT MCT+CPT

T 0
=
£
e
o 1t
2 I
(@]
kS *%
@ 2t
3 I l
= #it #
©
5 _3 -
n
2
o
(@]
E ot
zZ
(D)
o
(@]
n St

Figuras ilustrativas dos Slopes em resposta a fenilefrina (A) e em resposta ao
nitroprussiato de sodio (B) dos grupos CON, MCT, CPT e MCT+MCT. *p<0,05 e
**p<0,01 indica diferenga estatisticamente significante em relacdo ao grupo CON.
*p<0,05 e "p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao
grupo MCT. A andlise estatistica utilizada foi o método de Analise de Variancia
(ANOVA) com pos hoc de Fisher.
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ANEXO IV
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A figura ilustra em valores absolutos as variacdes da frequéncia cardiaca (FC)
(Painel A) e da presséao arterial média (PAM) (Painel B) em resposta as diferentes
doses de FBG: 1,5ug9/Kg, 3ug/Kg, 6pg/Kg, 12ug/Kg e 24ug/Kg dos grupos CON,
MCT, CPT e MCT+MCT. #p<0,05. A andlise estatistica utilizada foi o método de
Andlise de Variancia (ANOVA) com pos hoc de Fisher.



