UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

EFEITOS DO TRAPIDIL SOBRE O ESTADO REDOX E O REMODELAMENTO DO
VENTRICULO DIREITO NO MODELO DE HIPERTENSAO ARTERIAL PULMONAR
INDUZIDA POR MONOCROTALINA

PATRICK TURCK

Porto Alegre
2016



Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
Departamento de Fisiologia

Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia

EFEITOS DO TRAPIDIL SOBRE O ESTADO REDOX E O REMODELAMENTO DO
VENTRICULO DIREITO NO MODELO DE HIPERTENSAO ARTERIAL PULMONAR
INDUZIDA POR MONOCROTALINA

Patrick Turck

Orientador: Prof. Dr. Alex Sander da Rosa Araujo

Dissertacao Apresentada ao Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Biologicas:
Fisiologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como requisito parcial para
obtencado do grau de Mestre em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia



AGRADECIMENTOS

A minha méae, por ter sido mée e pai durante tanto tempo, por nunca ter
deixado me faltar nada e por ser exemplo de educacgéo e caréater.

A minha irm4, pelos cuidados, apoio e carinho.

A minha namorada Débora, pela paciéncia, compreens&o e amor, por tornar
tudo mais leve.

Ao meu amigo Bruno, pelos varios momentos de companheirismo e alegria.

Ao meu orientador Alex Sander Araujo, pelos grandes aprendizados, pela
dedicacao com os alunos, pelo aspecto motivacional e pela alegria com que
encara a vida.

A professora Adriane Bell6-Klein, em especial pela generosidade em relacéo as
pessoas que a cercam, exemplo de pessoas sabias.

Ao professor Paulo Schenkel, pela atencédo, bom-humor e prontiddao em
resolver problemas e ajudar os outros.

Aos colegas do Laboratério de Fisiologia Cardiovascular (UFRGS) pelo esforgo
e dedicacdo a esse trabalho, em especial a Cristina Campos e Denise Lacerda.

A Tania Regina Fernandes, pela competéncia e dedicacdo com que atua em
todos os trabalhos desenvolvidos no laboratério, incluindo este.

Aos colegas do LaMEC pelo companherismo, em especial ao amigo Samir Khal
de Souza.

A banca que avalia essa dissertacao, pelo interesse e tempo disponibilizado.

Ao Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia,
Departamento de Fisiologia e a UFRGS, pelas oportunidades e estruturas
disponiveis para realizacdo deste trabalho.



RESUMO

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) é uma doenca progressiva
caracterizada por aumento da resisténcia vascular pulmonar e consequente aumento
da pés-carga do ventriculo direito, levando a insuficiéncia ventricular direita e morte.
Disturbios entre vasodilatadores e vasoconstritores sdo consequéncias agravadas
por desequilibrios redox presentes na HAP. O Trapidil € uma droga antiplaquetéria,
antimitogénica e inibidora de fosfodiesterase usada atualmente na clinica para
prevenir a restenose. Estudos recentes também descrevem a capacidade do
farmaco de melhorar o equilibrio redox, diminuindo a peroxidacgéo lipidica e formacéo
de superoxido. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi verificar os efeitos do
Trapidil no modelo de hipertensédo arterial pulmonar induzida por monocrotalina,
avaliando o estado redox e o remodelamento cardiaco.

Para isso, foram utilizados ratos Wistar com 5 semanas de idade divididos em
guatro grupos: Controle, Controle + Trapidil, Monocrotalina e Monocrotalina +
Trapidil. A HAP foi induzida com uma injegao intraperitoneal de monocrotalina 60
mg/kg no dia 0. O tratamento com o Trapidil comecou no dia 7 (5 mg/kg/dia —
Experimento 1 ou 8 mg/kg/dia — Experimento 2) até o dia 14, quando os animais
foram sacrificados logo apds ecocardiografia e cateterismo do ventriculo direito. O
coracdo foi isolado, separado em ventriculo direito e esquerdo (VD e VE), pesado e
armazenado para analises de expressao proteica (SERCA, Fosfolambam, p-
Fosfolambam e RyR) e bioquimica do estado redox.

Observamos aumento da congestdo hepatica e da hipertrofia do VD nos
animais que receberam monocrotalina. O Trapidil (5 mg/kg/dia) foi capaz de reduzir
a congestao hepatica, entretanto ndo reduziu a hipertrofia do VD. A pressao sistélica
e as derivadas pressao/tempo positiva e negativa se mostraram aumentadas nos
animais com inducédo da HAP, enquanto que os animais que receberam o farmaco (8
mg/kg/dia) apresentaram derivadas pressdo/volume positivas com valores néao
diferentes do grupo Controle. Houve aumento dos didmetros diastdlico e sistélico do
VD nos grupos que receberam monocrotalina, indicando dilatagdo da camara. Ja o
tratamento com Trapidil (5 mg/kg/dia) reduziu esses diametros. Funcionalmente,
observamos diminuicdo da fracdo de encurtamento, razdo pico E/A e TAPSE nos
grupos que receberam monocrotalina, sendo que o farmaco ndo modificou esses
parametros. A analise do estado redox demonstrou maior lipoperoxidacdo e
atividade da glutationa peroxidase nos grupos monocrotalina, jA o tratamento com
Trapidil (8 mg/kg/dia) reduziu a atividade de NADPH oxidases e aumentou a razao
GSH/glutationas totais. A expressao proteica de Fosfolambam no VD aparece
diminuida nos grupos monocrotalina; a expressdo proteica de SERCA e RyR
aparece aumentada nos grupos que receberam Trapidil (8 mg/kg/dia).

Os dados observados sugerem que o Trapidil induz uma melhora do
remodelamento cardiaco direito em modelo de HAP induzida por monocrotalina. A
melhora do balanco redox e maior expressdao de SERCA e RyR sem aumento da
derivada pressao/volume positiva indica que os animais tratados com o farmaco
podem estar mais preparados para enfrentar a progressao da doenca.



ABSTRACT

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a progressive disease characterized
by increased pulmonary vascular resistance and consequent increased afterload of
the right ventricle, leading to right ventricular failure and death. PAH disorders
between vasodilators and vasoconstrictors are consequences aggravated by redox
imbalances present in the disease. Trapidil is an antiplatelet, phosphodiesterase’s
inhibitory and antimitogenic drug currently used in the clinic to prevent restenosis.
Recent studies also describe the ability of Trapidil to enhance the redox balance by
decreasing lipid peroxidation and superoxide formation. In this way, the objective of
this study was to assess the effects of Trapidil in pulmonary arterial hypertension
model induced by monocrotaline, evaluating the redox state and cardiac remodeling.

Male Wistar rats (5 weeks old) were divided into four groups: Control; Control
+ Trapidil; Monocrotaline; Monocrotaline + Trapidil. PAH was induced with an
intraperitoneal injection of monocrotaline 60mg/kg on day 0. Treatment with Trapidil
started on day 7 (5 mg / kg / day - Experiment 1 or 8 mg / kg / day - Experiment 2)
until day 14, when the animals were sacrificed after echocardiography and
catheterization of the right ventricle. The heart was isolated, separated into right and
left ventricle (RV and LV), weighed and stored for protein expression analysis
(SERCA, phospholamban, p-phospholamban and RyR) and biochemistry analysis of
redox balance.

We observed increased hepatic congestion and RV hypertrophy in animals
that received monocrotaline. Trapidil (5 mg/kg/day) was able to reduce the hepatic
congestion, though not reduced RV’s hypertrophy. The systolic pressure and positive
and negative pressure/time derivatives have shown increased in animals with
induced PAH, whereas animals given the drug (8 mg/kg/day) positive pressure/time
derivative values were not different compared to Control group. We also observed an
increase of RV’s diastolic and systolic diameters in the groups that received
monocrotaline, indicating dilatation of the chamber, as treatment with Trapidil (5mg/
kg/day) reduced these diameters. Functionally, we observed a decrease of fractional
shortening, peak E/A ratio and TAPSE in the groups that received monocrotaline,
whereas Trapidil did not modify these parameters. The analysis of the redox state
showed higher lipid peroxidation and glutathione peroxidase activity in groups with
induced PAH. Treatment with Trapidil (8 mg/kg/day) reduced the activity of NADPH
oxidases and increased the GSH/total glutathiones ratio. Protein expression of
phospholamban in RV appears diminished in monocrotaline groups; protein
expression of RyR and SERCA appears enhanced in the groups treated with Trapidil
(8 mg/kg/day).

The observed data suggest that the Trapidil induces an improvement in right
ventricle remodeling in the model of PAH induced by monocrotaline. The
improvement in the redox balance and increased expression of RyR and SERCA
without increasing the positive pressure/volume derivative indicates that animals
treated with the Trapidil may be more prepared to face the progression of the
disease.
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1. INTRODUCAO
1.1 Hipertenséo Arterial Pulmonar
1.1.1 Definicdo e Diagnostico

A hipertensdo pulmonar (HP) é uma comorbidade comum a muitas doencas
cardiacas e pulmonares, para as quais a condicdo do leito vascular pulmonar
frequentemente é a principal determinante das manifestagdes clinicas, do
prognostico e da exequibilidade do tratamento. A circulacdo pulmonar é de baixa
resisténcia, sendo as pressoes sistdlica e diastolica na faixa de 15 a 25 mmHge 5 a
10 mmHg, respectivamente, em individuos normais na posicdo supina. A grande
area agregada da circulacdo pulmonar € responsavel por essa baixa resisténcia, que
se reflete na escassez da musculatura dos vasos de resisténcia pulmonares, no
grande escape de sangue da arvore arterial pulmonar durante cada sistole, na
grande capacidade e expansibilidade da arvore arterial pulmonar e no grande
ndamero de minusculos vasos mantidos em reserva. Como resultado, mesmo durante
um esfor¢co fisico, um aumento consideravel no fluxo sanguineo pulmonar
desencadeia apenas um aumento moderado na pressao arterial pulmonar (Goldman

Cecil Medicina, 2010).

A HP tem sido caracterizada em individuos que apresentam uma pressao
meédia na artéria pulmonar (PMAP) = 25 mmHg em repouso. O normal em individuos
saudaveis € o valor de PMAP de até 20 mmHg, sendo que pessoas com pressdes
entre 21 e 24 mmHg devem ser monitoradas cuidadosamente, particularmente
guando apresentarem risco para o desenvolvimento da hipertenséo arterial pulmonar
(situacdes em que ha casos na familia de hipertenséo arterial pulmonar hereditaria,
por exemplo) (Hoeper, Marius et al. 2013). Ainda, o subgrupo da HP conhecido
como hipertensao arterial pulmonar (HAP) apresenta o critério de que a presséo de
oclusdo da artéria pulmonar deve ser < 15 mmHg. Algumas definicdes incluem
também a resisténcia vascular pulmonar = 3 unidades de Wood, o que tem
demonstrado um aumento na especificidade para diagnostico da HAP (Badesch,
David et al. 2009).

A classificacdo geral da doenca se mantém desde 2013, quando ocorreu o
Quinto Simpdsio Mundial de Hipertensédo Pulmonar em Nice, na Franca, sendo a HP
classificada em cinco grandes grupos: (1) hipertensdo arterial pulmonar; (2)
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hipertensédo pulmonar devido a doencas cardiacas do lado esquerdo; (3) hipertensao
pulmonar devido a doencas pulmonares e/ou hipoxia; (4) hipertensdo pulmonar
cronica tromboembolitica; (5) hipertensdo pulmonar com mecanismo multifatoriais

desconhecidos (Simonneau, Gérald et al. 2013) (Tabela 1).

Em relacdo a HAP, a qual compreende o grupo 1, sua origem pode ocorrer de
diversas maneiras: idiopatica; hereditaria (principalmente devido a muta¢des no
gene onde se localiza o receptor tipo 2 da proteina morfogenética 6ssea — BMPR?2);
associada com drogas ou toxinas; ou ser decorrente de condi¢cdes associadas com
HAP (como, por exemplo, infeccdo por HIV, doencas do tecido conjuntivo,
hipertenséo portal, esquistossomose, entre outras causas).

Tabela 1. Classificagcdo da Hipertensdo Pulmonar baseada no Quinto Simpdésio

Mundial de Hipertensao Pulmonar, 2013.

Grupo 1: Hipertenséao Arterial Pulmonar

1.1 Idiopética

1.2 Heriditaria

1.2.1 BMPR2

1.2.2 ALK-1, ENG, SMAD9, CAV1, KCNK3

1.2.3 Desconhecida

1.3 Induzida por drogas ou toxinas

1.4 Associada com:

1.4.1. Doenca do tecido conectivo

1.4.2 Infeccéo por HIV

1.4.3 Hipertenséo portal

1.4.4 Doengas cardiacas congestivas

1.4.5 Esquistossomose

1° Doenca veno-oclusiva pulmonar e/ou hemangiomatose dos capilares

pulmonares

1” Hipertensao pulmonar persistente do recém nascido

Grupo 2: Hipertensao pulmonar devido a doenca cardiovascular esquerda

2.1 Disfungéo ventricular sistolica esquerda

2.2 Disfuncéo ventricular diastdlica esquerda
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2.3 Doenca valvular

2.4 Obstrucéo do fluxo cardiaco esquerdo e cardiomiopatias congénitas

3. Hipertensé&o pulmonar devido a doencas pulmonares e/ou hipoxia

3.1 Doenca obstrutiva pulmonar cronica

3.2 Doenga instersticial pulmonar

3.3 Outras doencas pulmonares com padrao restritivo e obstrutivo

3.4 Disturbios respiratorios do sono

3.5 Distarbios da hipoventilagéo alveolar

3.6 Exposicéo cronica a altitude

3.7 Anomalias do desenvolvimento pulmonar

4. Hipertens&o pulmonar devido a trombose crénica ou embolismo

5. Hipertens&o pulmonar com mecanismos multifatoriais

5.1 Disturbios hematolégicos: anemia cronico-hemolitica, esplenectomia

5.2 Disturbios sistémicos: sarcoidose, histiocitose pulmonar

5.3 Disturbios metabdlicos: distlrbios da tireoide, doenca de Gaucher

5.4 Obstrucéo tumoral, faléncia renal crénica, hipertensao pulmonar segmental

Como na HAP hé& perda da capacidade do leito vascular pulmonar de se
dilatar e recrutar uma vasculatura ndo utilizada para acomodar aumentos no fluxo
sanguineo, ocorre aumento da pressdo na artéria pulmonar e hipertrofia do
ventriculo direito em resposta a elevacéo de pds-carga. Esse quadro, que resulta na

progressiva disfuncao ventricular direita, recebe o nome de cor pulmonale.

O cor pulmonale se origina da sobrecarga de pressdo ao ventriculo direito
(VD) e € caracterizado por hipertrofia, dilatagédo e insuficiéncia do VD secundaria a
hipertensdo pulmonar. No cor pulmonale crbénico pode ocorrer também a
compressdo da camara ventricular esquerda em decorréncia do ventriculo direito
hipertrofiado, o que pode levar a regurgitacéo tricispide com espessamento fibroso
da valva (Robbins & Cotran, 2006). Estima-se que o cor pulmonale represente cerca
de 7 a 10% de todas as doencas cardiacas (LEHRMAN et al., 2002).

Os sintomas iniciais da HAP, como dispneia, tontura e fadiga s&o geralmente
suaves e comuns a diversas outras doencas. Em repouso, inicialmente, ndo se

observa sintomas ou sinais aparentes da doenca. Como resultado, o tempo do
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estabelecimento da doenca até o diagnostico €, em média, maior de 2 anos
(Humbert, Marc et al. 2006; Badesch David et al. 2011). Além disso, a HAP é uma
doenca de dificil diagnostico, que requer investigacbes invasivas e significativa
experiéncia no cuidado com os pacientes. Assim, as diretrizes atuais recomendam
gue os pacientes devam ser avaliados por centros especializados para diagnéstico e
tratamento de doencas pulmonares (Gaine e Rubin, 1998; Barst, Robyn et al. 2009).
Uma vez que haja suspeitas de HAP, o intuito € de confirmar ou excluir o diagndstico
e, se presente, estabelecer a etiologia, analisar a severidade e decidir as estratégias
subsequentes para o0 tratamento. A natureza nao especifica dos sintomas
associados com a HAP faz com que o diagndstico ndo possa ser dado baseando-se
na presenca ou auséncia de sintomas sozinhos, mas em uma sequéncia logica de
passos. Essa sequéncia tem sido formalizada em diretrizes, como a Diretriz Europeia
para Diagndstico e Tratamento da HAP. O processo de avaliacdo de um paciente
com suspeita de HAP envolve uma série de investigacoes para se determinar se ha
a possibilidade da presenca de HAP, para se confirmar o diagndstico baseado em
testes ndo invasivos iniciais, para se esclarecer a etiologia, para se avaliar prejuizos
funcionais e hemodinamicos do paciente e, finalmente, para se decidir uma categoria

apropriada de tratamento (McLaughin, Vallerie et al. 2009).

O cateterismo cardiaco direito é necessario para avaliar a gravidade da
insuficiéncia hemodinamica, para testar a vasoreatividade da circulacdo pulmonar e
para um diagnostico definitivo de HAP. Os seguintes parametros geralmente séo
avaliados: pressdo do atrio direito (PAD); pressao arterial pulmonar (PAP) sistdlica,
diastélica e média; débito e indice cardiaco; resisténcia vascular pulmonar (RVP) e
resisténcia vascular sistémica (RVS); pressao arterial sistémica; saturacdo de
oxigénio no sangue arterial e venoso (Badesch, David et al. 2009). Embora o
cateterismo tenha se tornado ao longo dos anos um procedimento relativamente
seguro, é invasivo e pouco pratico para executar em pacientes para o qual ele nao

esta claramente indicado.

A ecocardiografia transtoracica é uma ferramenta que vem sendo utilizada
para rastreio de pacientes em risco de HAP, mesmo ndo sendo utlizada para
confirmagédo definitiva da presenca ou auséncia da HAP. Com base numa avaliacdo
ecocardiografica, os pacientes que apresentam sinais sugestivos de HAP devem ser

encaminhados para o cateterismo cardiaco direito (Habib e Torbicki, 2010). A HAP
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severa frequentemente causa dilatacdo do atrio e ventriculo direito, modificacdo do
septo interventricular, disfuncdo do ventriculo direito e dilatacdo das veias cavas,
bem como das veias hepéticas (Bossone, Eduardo et al. 1999). Medi¢bes do
didametro basal e da area do ventriculo direito no final da diastole tém sido reportadas
como maiores nos individuos com HAP (Figura 1). Uma avaliagcdo mais precisa pode
ser obtida por medicdo dos diametros do ventriculo direito, na sistole e a diastole,
permitindo o calculo da fracdo de encurtamento do ventriculo direito (FECVD). A
FECVD é um método relativamente simples de avaliar a funcdo ventricular direita, se

mostrando diminuida em pacientes com HAP (Lang, Roberto et al. 2006).

O avanco da HAP também pode causar compressao do ventriculo esquerdo,
levando a um enchimento anormal e diminuindo o débito cardiaco. A compresséo do
ventriculo esquerdo pode ser medida através do indice de excentricidade (razéo
entre os diametros medidos nos eixos longitudinal e transversal, em sistole e
diastole) e um enchimento diminuido através do fluxo da mitral. Utilizando-se da
medida do fluxo adrtico e do didametro do anel adrtico pode-se estimar o débito

cardiaco (Badano, Luigi et al. 2010; Raymond, Ronald et al. 2002).

Também algumas medidas utilizando a ecocardiografia doppler tém sido
correlacionadas com o aumento da pressao arterial pulmonar. Entre elas, destaca-se
o0 pico da velocidade de ejecdo do ventriculo direito (tempo de aceleracado), o qual se
apresenta diminuido com o aumento da presséao arterial pulmonar (Kitabatake, Akira
et al. 1983). A razdo das velocidades maximas do pico E (enchimento lento do
ventriculo direito) e pico A (enchimento tardio do ventriculo direito) medidas no fluxo
da tricuspide se mostra menor em pacientes com hipertensdo pulmonar (Yu, Cheuk-
Man et al. 1996).

O calculo do indice de Tei ou indice de performance do miocéardio para o
ventriculo direito (IPMVD) pode ser calculado a partir do tempo de ejecdo e do
tempo de fechamento da tricuspide (Tei, Chuwa et al. 1996) (Figura 2). O indice de
Tei tem a vantagem de ser relativamente independente das condi¢cdes de carga e de
representar uma estimativa global da funcdo ventricular direita independente de
suposi¢cbes geométricas (Badano, Luigi et al. 2010). Outro parametro simples para
avaliar a funcéo do ventriculo direito € medindo-se a excurséo sistolica no plano do

anel da tricuspide (TAPSE) (Figura 3). O TAPSE é um bom parametro para
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investigacdo da funcdo ventricular direita, uma vez que fibras longitudinais séo
predominantes no ventriculo direito. Este parametro pode ser obtido facilmente pela
ecocardiografia no modo M do anel do ventriculo direito. Os valores normais estao
severamente reduzidos em caso de disfuncao ventricular direita (Ueti, Osvaldo et al.
2002).

Dessa forma, a ecocardiografia continua a ser o método nao-invasivo mais util
clinicamente que permite avaliacdo multidimensional da circulacdo pulmonar. A
ecocardiografia tem um papel fundamental no diagnostico da HAP através da
identificacdo de pacientes para os quais o0 cateterismo do ventriculo direito €
justificado, facilitando o diagnéstico precoce. O valor prognéstico de certos
parametros ecocardiograficos também é reconhecido e a avaliagdo regular destes,
como parte de uma abordagem orientada para se verificar o efeito da terapia, €
fundamental para monitorar a progressdo da HAP e a resposta dos pacientes ao

tratamento especifico (Habib e Torbicki, 2010).

+ Area = 0,242 cm2
Circ = 2,54 cm

X Length = 0,348 cm

iLe

th = 0,285 cm

Figura 1: Visdo apical quatro cAmaras do coracdo de rato Wistar, realizada durante este trabalho. Medidas
da area do ventriculo direito e dos didametros medial e basal dos ventriculos direito e esquerdo. VD =
ventriculo direito; VE = ventriculo esquerdo.
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Figura 2: Medidas do fluxo pela tricispide de rato Wistar, realizadas durante este trabalho. E = velocidade
maxima do pico E (enchimento lento); A = velocidade méaxima do pico A (enchimento rapido); TF = tempo
de fechamento; TA = tempo de abertura.

=+ Time = 0,000 sec
Distance = 0,195 cm

Figura 3: Medida de TAPSE de rato Wistar em modo M realizada durante este trabalho.

1.1.2 Epidemiologia

A estimada incidéncia da HAP varia regionalmente no mundo, se mostrando,
por exemplo, de 15 casos por milhdo em adultos na Frangca a 25 casos por milh&o
em adultos na Escécia (Humbert, Marc et al. 2006; Peacock, Andrew et al. 2007). A
exata prevaléncia da doenca também €& desconhecida, podendo ser largamente
subestimada. Nos Estados Unidos, cerca de 200 mil hospitaliza¢gdes anualmente tem
a hipertensdo pulmonar como causa primaria ou secundaria. Se estima uma
prevaléncia na Europa de 0,3 — 6% (Mocumbi, Olga et al. 2015). Ha hoje pelo menos
11 grandes estudos de registros de pacientes com HAP (Awdish e Cajigas 2015). O
primeiro estudo, realizado de 1981 a 1985 pelo National Institutes of Health (NIH),
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demonstrou uma idade meédia de diagnodstico de 36 = 15 anos e meédia de
sobrevivéncia de 2,8 anos para a HAP (Rich, Stuart et al. 1987). Estudos mais
recentes, mostram médias de sobrevivéncia maiores, como um estudo retrospectivo
realizado no Japdo, em que 0s pacientes apresentaram média de sobrevivéncia de
14,9 + 0,8 anos com taxas de sobrevivéncia em 1, 5 e 10 anos de 98%, 96% e 78%
respectivamente. Essa melhora foi relacionada com uma maior taxa de prescricdes
de drogas para tratamento da HAP (Ogawa, Aiko et al. 2014). Também houve um
aumento na idade média de diagndstico, chegando a 65 + 15 anos em estudos
prospectivos como o COMPERA (Hoeper, Marius et al. 2013). Desfechos como
declinio na distancia percorrida no teste de 6 minutos de caminhada, maior risco de
hospitalizagdo, necessidade de transplante ou morte estdo mais presentes em
pacientes diagnosticados acima de 55 anos. Possivelmente isso ocorra devido ao
maior avan¢o da doenca com mudancas histopatologicas na vasculatura pulmonar
gue afetam a eficacia da terapia disponivel (Kodur, Sreekanth et al. 2015).
Mudangas na epidemiologia da hipertensdo pulmonar podem ter sido influenciadas
por fatores independentes da patologia em si, como modificagbes na sua
classificacdo, maior precisdo no diagndstico e maior acesso aos tratamentos. Entre
0s pacientes, se observa um maior numero de mulheres acometidas pela doenca em
comparacdo com homens, sendo a razao dessa preponderéncia ainda desconhecida
(Humbert, Marc et al. 2006; McGoon, Michael et al. 2013). A apresentacao clinica
nao parece ser diferente entre os sexos, porém, a idade média de diagndstico da
doenca se mostra menor em mulheres. Uma vez estabelecido o quadro da doenca,
homens apresentam maio risco de mortalidade apesar do mesmo tratamento. Essa
situacao parece estar ligada a influéncia dos horménios sexuais, em especial ao
estrogénio, o qual pode favorecer o desenvolvimento da doenca, mas também

diminuir os desfechos desfavoraveis (Manes, Alessandra et al. 2012).

Ha poucos estudos epidemiolégicos da HAP no Brasil, sendo o mais completo
e recente de 2014 (Alves, Jose Leonidas et al. 2014). Nesse trabalho, um estudo
prospectivo de casos incidentes, em um total de 178 pacientes com HP entre 2008 e
2013, se observou uma média de idade de 46 anos no diagnostico e uma razao
mulheres/homens de 3,3:1. A HAP idiopatica apareceu como a mais comum
(28,7%), seguida da HAP causada por doenca do tecido conectivo (25,8%) e

esquistossomose (19,7%). E importante salientar a esquistossomose como uma das
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principais causas associadas com a HAP, uma doencas comum em paises em
desenvolvimento e com precarias condi¢cdes de saneamento basico. A estimativa de
casos de esquistossomose no mundo € de 200 milhdes de pessoas afetadas,
principalmente nas areas da Africa, América do Sul, Caribe, Oriente Médio e Asia,
levando a crer que essa doenca é a principal causa sub-reconhecida da HAP
(Mocumbi, Olga et al. 2015). Ainda no estudo brasileiro, viu-se que 66% dos
pacientes usavam como terapia de primeira linha inibidor de fosfodiesterase tipo 5
(Sildenafil), enquanto 27% utilizavam antagonista de receptor de endotelina-1
(Bosentan). O acompanhamento do perfil epidemiolégico da doenca nas ultimas
décadas permite refletir sobre o progresso das terapias e o avanco dos diagndésticos,
bem como reconhecer as caracteristicas regionais das populacdes afetadas, o que
contribui para a adaptacdo de diretrizes voltadas para determinados grupos de

pacientes.

1.1.3 Patobiologia da HAP

As diferentes categorias da HAP (ver Tabela 1) diferem na sua causa, porém
todas sdo caracterizadas por vasoconstricdo pulmonar excessiva junto de um
processo de remodelamento vascular anormal que usualmente afeta todas as
camadas do vaso e resulta em severa perda de area de secc¢do transversa. Como
consequéncia, hd um aumento da resisténcia vascular pulmonar que resulta em
sobrecarga de pressdo ao ventriculo direito. A complacéncia diminuida da artéria
pulmonar também contribui para o aumento de trabalho e a distensdo do ventriculo
direito. Mudancas na tunica intima incluem dano endotelial, proliferacdo de células
endoteliais, invasdao da intima por células tipo miofibroblastos, aumento da
deposicdo de matriz extracelular levando a fibrose e, muitas vezes, obstrucdo do
[imen vascular em decorréncia das lesdes plexiformes (Schermuly, Ralph et al.
2011). Uma outra caracteristica bem proeminente presente na HAP é proliferacdo de
células musculares lisas, as quais se estendem até pequenas artérias pulmonares
nao muscularizadas da regido dos acinos pulmonares (Humbert, Marc et al. 2004).
Essas mudancgas estruturais sugerem a mudanca de um estado quiescente para um

fendtipo proliferativo e resistente a apoptose na doenca.
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A producdo de mediadores da vasodilatacdo, em especial a prostaglandina Iz,
esta diminuida na HAP, o que pode ser responsavel por um aumento da producao
de tromboxano Az e na consequente maior agregacao plaquetaria observada em
alguns casos (Christman, Brian et al. 1992). Niveis diminuidos de o&xido nitrico
(potente molécula vasodilatadora e antiproliferativa) e cGMP (segundo mensageiro,
downstream ao 6xido nitrico) tém sido descritos na HAP, o que levou a testes do
farmaco Sildenafil em pacientes no final da década de 90 e inicio dos anos 2000,
hoje aprovado para o tratamento da HAP (Ghofrani, Hossein et al. 2006). Além
disso, o0 substrato da sintese de NO pela enzima Oxido nitrico sintase (NOS), o
aminoacido L-arginina, pode ser metilado endogenamente levando a formacédo da
dimetil-arginina assimétrica ou simétrica. Ambas as formas tém papel na diminuicéo
da formacdo de NO através da inibicdo da NOS (dimetil-arginina assimétrica) ou
diminuicdo da captacdo de arginina (dimetil-arginina simétrica) e apresentam niveis
plasmaticos e niveis no tecido pulmonar elevados em pacientes com HAP idiopatica
(Pullamsetti, Soni et al. 2005). Adicionalmente aos niveis reduzidos de mediadores
da vasodilatacdo, se observa niveis aumentados dos vasoconstritores tromboxano e
endotelina-1 (Christman, Brian et al. 1992). O tromboxano é tanto um agente
vasoconstritor como pré-agregatoério, facilitando a agregacdo plaquetaria e a
interacdo das plaquetas com o endotélio, levando a trombose da vasculatura
pulmonar (Tournier, Agnes et al. 2010). Da mesma forma, a endotelina-1 atua ndo s6
aumentando o ténus vascular, mas também agindo de forma a promover um
estimulo mitogénico ao atuar sobre os receptores ETa e ETs de células musculares
lisas (Davie, Neil et al. 2002). Ainda é importante ressaltar o papel da 5-
hidroxitriptamina (serotonina) na vasoconstricdo, uma vez que estudos com
pacientes com HAP idiopética e modelos experimentais de HAP mostram o aumento
de producdo de 5-HT por células endoteliais pulmonares, bem como sua maior
atividade parécrina sobre células musculares lisas adjacentes (Launay, Jean-Marie
et al. 2002). A manutencéo do influxo de célcio também gera a ativacdo da via Ca?*-
calmodulina-dependente do ciclo celular com consequente efeitos mitogénicos sobre
as células musculares lisas da vasculatura pulmonar, levando a hiperplasia (Burg,
Elyssa et al. 2008).

Diversos fatores de crescimento estdo implicados na HAP e no

remodelamento vascular. Ao se ligarem e ativarem receptores tirosina-cinase da
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superficie celular, esses fatores atuam como potentes mitogénicos para células
vasculares, como células endoteliais, musculares lisas e miofibroblastos. A ativacao
desses receptores inicia uma cascata de sinalizacao intracelular resultando em
proliferacdo e migracdo celular, bem como resisténcia a apoptose. Entre esses
fatores encontra-se o TGF-B, o EGF e o PDGF, o qual se mostra aumentado no
tecido pulmonar acometido pela HAP. Nao € claro quais mecanismos levam a
inducdo desses fatores de crescimento, embora espécies reativas de oxigénio tém
sido implicadas, uma vez que o peroxido de hidrogénio induz a expressédo de PDGF
em células endoteliais humanas, assim como a hipoxia e o estresse de cisalhamento
(Humbert, Marc et al, 2004).

1.2 Modelo Animal para a HAP: Monocrotalina

O uso de modelos animais tem contribuido extensivamente para o atual
entendimento da fisiopatologia e para a investigacdo de tratamentos experimentais
na hipertensdo pulmonar (Maarman, Gerald et al. 2013). Levanta-se por vezes
preocupacdes com os modelos animais ndao apresentarem a completa severidade da
hipertensdo pulmonar observada em humanos em respeito a parametros
histol6gicos e hemodinamicos. Porém, a possibilidade de que a HP em humanos
pode ja estar em estagio avancado na progressdo da doenca quando da sua
descoberta, torna essa comparagao incorreta. Apesar dos modelos animais néo
recapitularem completamente a severidade da hipertensdo pulmonar em humanos,
eles podem ser muito bem correlacionados com formas mais suaves e moderadas
da hipertensdo pulmonar em humanos, um estagio que geralmente escapa no

momento do diagnéstico (Maarman, Gerald et al. 2013).

A monocrotalina (MCT), um alcaloide derivado da planta Crotalaria spectabilis,
€ conhecida por sua habilidade de causar hepatotoxicidade e hipertensédo pulmonar.
Em geral, tem sido utilizada em ratos a dose de 60-80mg/kg administrada via
subcutadnea ou intraperitoneal (Gomez-Arroyo, Jose et al. 2012). A resposta a
monocrotalina varia entre as espécies por conta das diferengas na farmacocinética
da MCT envolvendo sua degradacéo e a formacao hepatica do seu derivado pirrdlico
ou excrecao (Barman, Scott et al. 2009). A espécie preferida para o estudo da HAP

induzida por MCT é atualmente o rato (Nogueira-Ferreira, Rita et al. 2015). Dentro
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de uma semana, 0s ratos apresentam anorexia, apatia, incapacidade de ganhar
peso e taquipnéia. A medida que a lesdo pulmonar e o remodelamento vascular
progridem, os ratos desenvolvem graus variaveis de dispnéia, fraqueza, diarreia e
cianose periférica (Schoental e Head 1955). Menores espécies, tais como
camundongo, além de ser mais dificil de se realizar ecocardiografia e cateterismo,
raramente desenvolvem significativa HAP, tém menor grau de hipertrofia do VD e

remodelamento arterial pulmonar (Ryan, John et al. 2013).

O mecanismo pelo qual a MCT causa HAP inclui o metabolismo da MCT no
figado pela enzima citocromo-P450 em derivados pirrolicos, em especial a
dehidromonocrotalina, que iniciam um dano endotelial na vasculatura pulmonar
(Shah, Mehul et al. 2005). Embora 0 mecanismo exato através do qual a MCT
provoca HAP ndo ser conhecido, especula-se por muitos que 0 composto provoque
lesdo endotelial direta que, em seguida, aciona o inexoravel desenvolvimento e
progresséao severa e eventualmente letal da HAP (Jasmin Jean-Francois et al. 2001).
Outros investigadores sugerem que o aumento da pressao arterial pulmonar e o
remodelamento vascular é precedido por um forte acimulo de células inflamatorias
mononucleares na camada adventicia de vasos intra-acinares (Wilson, Dennis et al.
1989).

Dentro de horas ap6s a exposi¢cdo do animal a monocrotalina, ja se observa
danos no endotélio vascular. Na primeira semana, pode-se perceber um aumento do
dano endotelial, com presenca de infiltrado inflamatério e edema. Na segunda
semana ja se observa o aumento da pressao arterial pulmonar (West e Hemnes
2011). O dano endotelial € o gatilho inicial para a vasculite pulmonar e o
remodelamento pulmonar obstrutivo, caraterizado pelo estreitamento ou obliteracéo

do lumen vascular.

A histologia da vasculatura pulmonar nesse modelo mostra hiperplasia da
intima, hipertrofia da camada média e engrossamento da camada adventicia
(Stenmark, Kurt et al. 2009). A HAP no modelo utilizando MCT é também
caracterizada por aumento de apoptose das células endoteliais, proliferacdo de
células musculares lisas da artéria pulmonar e resisténcia dessas células a apoptose
(Shah, Mehul et al. 2005). Outros estudos realizados com o modelo de MCT também

destacam o papel essencial de células inflamatérias (macrofagos, células dendriticas
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e mastocitos) e citocinas (interleucinas 1 e 6) nos estagios iniciais do remodelamento
vascular observado na HAP (Dahal, Bohla et al. 2011; Savai, Rajkumar et al. 2012).
A MCT néo apenas causa danos as artérias pulmonares mas também induz edema
alveolar e fibrose intersticial pulmonar (Gomez-Arroyo, Jose et al. 2011). O modelo
de MCT para estudo da HAP continua sendo utilizado com frequéncia, uma vez que
ele oferece simplicidade técnica, reprodutibilidade e baixo custo quando comparado

com outros modelos (Gomez-Arroyo, Jose et al. 2012).

1.3 Estresse Oxidativo na HAP

Além dos desequilibrios entre vasodilatores e vasoconstritores ja citados,
temos a contribuicdo do estresse oxidativo (EO) na HAP. O papel patogénico das
espécies reativas de oxigénio (EROs — como o superéxido, os radicais hidroxila,
peroxila e hidroxiperoxila) e de nitrogénio (ERNs — como o 6xido nitrico, diéxido de
nitrogénio, trioxido de nitrogénio e peréxido nitrito) na HAP foi recentemente revisado
por Voelkel et al. 2012. Ja é bem reconhecido que o EO contribui para o
desenvolvimento e progressdo de diversas doencas vasculares incluindo a
modulacdo da inflamacdo na HAP, o metabolismo energético, a proliferacdo e
diferenciacao celular e a apoptose (Montani, David et al. 2014). O excesso de EROs
surge em consequéncia de um desequilibrio entre moléculas ou enzimas
antioxidantes e oxidantes, levando a superproducdo de EROs e ERNs, e pode
resultar em dano celular e tecidual devido a oxidacdo de diversos constituintes

celulares, como lipidios, carboidratos, proteinas e DNA.

Genes responsivos ao EO (como o da enzima tiorredoxina) j& mostraram um
aumento de sua expressao no pulméo de individuos com HAP (Geraci, Mark et al.
2001). Além disso, os niveis de isoprostano, uma prostaglandina derivada da
peroxidagdo de acidos graxos essenciais, parecem estar elevados na urina de
pacientes com HAP e se correlacionam com uma pior taxa de sobrevida (Cracowski,
Jean-Luc et al. 2012). Um dos principais radicais livres discutidos na HAP é o Oxido
nitrico (NO). De maneira geral, h4& um consenso que a sinalizagdo desencadeada
pelo NO na HAP esta prejudicada (Tabima, Diana et al. 2012), mesmo que haja
divergéncia entre estudos quando se analisa a atividade da oOxido nitrico sintase

endotelial (eNOS). Enquanto que alguns estudos demonstram o0 aumento da
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atividade da eNOS, outros mostram sua reducdo (Xue e Johns, 1995; Giad e Saleh,
1995; Sharma, Shruti et al. 2008). Um dos possiveis mecanismos que explicam a
sinalizacdo do NO prejudicada € o desacoplamento da enzima eNOS, situacdo em
que ha formacado de superoxido em detrimento do NO (Crabtree, Mark et al. 2009;
Karuppiah, Kanchana et al. 2011). Também ja de demonstrou um decréscimo nos
niveis de subunidades da proteina guanilato ciclase (com consequente menor
geracdo de cGMP - responsavel por ativar vias de sinalizacdo que levam a
vasodilatacdo e diminuicdo da agregacdo plaquetaria como efeitos finais) e
diminuicdo de sua atividade dependente de NO, levando a uma diminuicdo do
relaxamento da vasculatura na HAP (Deruelle, Philippe et al. 2005). Ndo apenas a
alteracdo na sinalizagdo do NO, como também outros fatores relacionados com a
producdo de EROs levam a HAP. H4 indicios de que maior producdo de EROs,
principalmente superoéxido e peréxido de hidrogénio, possa estar aumentada na HAP
em consequéncia de uma maior ativacado das enzimas NAPDH oxidases — as quais
utilizam o NADPH como doador de elétrons para formacao de Oz~ e H202 (DeMarco,
Vincent et al. 2008; Nisbet, Rachel et al. 2010). Outra enzima, a xantina
oxidoredutase, fisiologicamente responsavel pela degradacdo das purinas, tende a
se transformar em xantina oxidase sob condi¢Bes principalmente inflamatorias,
gerando O2" e H202. Esta tem se mostrado aumentada nas artérias de pacientes
com HAP (Spiekermann, Stephan et al. 2009). Ao se analisar o EO na HAP, ndo ha
como nao se discutir a funcdo mitocondrial. Uma pequena quantidade de Oz nao
consegue ser reduzida a 4gua e é convertida em O2" na cadeia transportadora de
elétrons (ETC), mesmo em situacdo fisiologica (Boveris e Chance, 1973). A
conversdo do superoxido em H202 na mitocéndria ocorre pela enzima superoxido
dismutase 2 (SOD2) e é importante uma vez que o H202 pode estimular diversas
vias de sinalizacdo e contribuir para regulacédo do ténus da vasculatura e modulacao
da proliferacdo celular e da apoptose (Tabima, Diana et al. 2012). H& duas formas
distintas de abordar o papel da mitocondria na HAP. A primeira seria uma disfuncéo
na ETC mitocondrial levando a superproducdo de EROs (devido a uma menor
atividade de SOD2, por exemplo), promovendo senescéncia, necrose e apoptose,
levando a vasculopatia (Wolin, Michael et al. 2005). A segunda teoria se baseia no
fato de uma disfuncéo mitocondrial gerar uma troca do metabolismo oxidativo para a

glicélise anaerobica e levar a uma menor producdo de EROs. Esse processo pode
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ocasionar concomitantemente um acumulo de equivalentes reduzidos de NADPH e
FADH: e culminar com a diminuicdo do potencial redox celular, o que poderia, por
exemplo, facilitar uma despolarizacdo da célula e aumento do célcio intracelular,
levando a vasoconstricdo das células musculares lisas na artéria pulmonar (Archer,
Stephen et al. 2010). Diversos trabalhos também ja mostraram os efeitos benéficos
de terapias ou intervencdes que tém as EROs e ERNs como alvos no estudo da
HAP, como o uso de substancias que evitam o desacoplamaneto de eNOS
(Wunderlich, Carsten et al. 2008), superexpressdo de SOD nas células endoteliais
da vasculatura pulmonar (Nozik-Grayck, Eva et al. 2008) e inibidores da oxidagao de
acidos graxos (Sutendra, Gopinath et al. 2003). Assim, novos ensaios visando a
entender melhor a importdncia das EROs e ERNs e os efeitos da ruptura
homeostética do EO na HAP precisam ser realizados, bem como a busca de novas
terapias que possam atuar sobre esse quadro e melhorar o progndstico e a

sobrevida de pacientes com HAP.

1.4 Trapidil

7

O trapidil, uma triazolpirimidina, é utilizado atualmente no tratamento da
cardiopatia isquémica e para prevencao da reestenose pdos-angioplastia coronariana,
a qual acomete de 30 a 40% dos pacientes infartados (Bonisch, Detlef et al. 1998).
As triazolpirimidinas, de forma geral, constituem uma importante classe de
compostos organicos heterociclicos associados com diversas propriedades
biolégicas e farmacoldgicas. Particularmente, o anel de pirimidina pode ser
encontrado em uma grande classe de antibiéticos nucleosidicos, antibactericidas,
produtos quimicos agricolas e farmacos cardiovasculares (Said et al, 2009). As
pirimidinas apresentam um grupo de compostos com atividade analgésica, anti-
inflamatoria, anti-arritmica e anti-cancerosa (Amr, Abdel-Galil et al. 2003; Amr,
Abdel-Galil et al. 2006; Amr, Abdel-Galil et al. 2007). O trapidil foi primeiramente
sintetizado na década de 60, na Alemanha Oriental, entrando para 0 mercado a
partir da década de 70. Seu mecanismo de acdo classico ocorre por inibicdo de
fosfodiesterases, antagonizando o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e apresentando efeito vasodilatador (Salem, Neveen et al. 2010). Nos

ultimos anos, porém, diversos trabalhos tém demonstrado que as agdes do farmaco
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vao além dos ja conhecidos alvos, criando a possibilidade de utilizacdo do trapidil
para a terapia de outras doencas (Salem, Neveen et al. 2010; Kim, Sun-Dom et al.
2013; Liu, MingJie et al. 2014).

H,c” N7 CHs
a9
=
N*N’” CH

Figura 4: Estrutura quimica do trapidil (N,N-dietil-5metil-[1,24]triazolo[1,5]pirimidina-7-amina) Fonte:
PubChem (Open Chemichal Database — NIH, National Center for Biotechnology Information)

O trapidil apresenta atividade antitrombética ao inibir a atividade de
fosfodiesterase de plagquetas bem como a sintese de tromboxano A2, além de
potencializar a acao de prostaciclinas (PGI2) (Suzuki, Yasuo et al. 1982; Block et al.
1983). Esse mecanismo é fundamental no caso de prevencao da reestenose e pode
ser explorado para outras areas, como, por exemplo, na hipertensdo pulmonar, onde
a ativacao plaquetaria pode levar a liberacdo do conteudo de seus granulos, os
guais contém PDGF. O PDGF é um forte mitogénico sobre as células musculares
lisas da vasculatura (Bonisch, Detlef et al. 1998), podendo aumentar a resisténcia
vascular e contribuir para o quadro da HAP. A atividade antimitogénica do trapidil
parece ndo se dar exclusivamente sobre o antagonismo de receptores de PDGF,
mas também pela direta ativagdo da proteina cinase A (PKA) e inibi¢cdo da via Raf-
1/MAPK, uma das cascatas de sinalizacdo fundamentais para proliferacdo celular
(Bonisch, Detlef et al. 1998; McGlynn, Liane et al. 2009). O PDGF também atua
como agente quimiotaxico para fibroblastos, havendo reducdo da proliferacédo
dessas células e melhora da microcirculacao quando PDGF é inibido (Colak, Tahsin
et al. 2003).

Ha também estudos que mostram a capacidade do Trapidil em modular a
resposta inflamatoria, 0 que seria uma aplicacdo muito interessante, uma vez que na
HAP temos a inflamacgéo associada ao remodelamento vascular. O trapidil reduz a
producédo de IL-6 e IL-12 e a expressdo de CD40 por mondcitos, causando uma

gueda no numero de células dendriticas competentes (Zhou, Ling et al. 1999; Colak,
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Tahsin et al. 2003). Os niveis plasmaticos de IL-1B e TNF-a também caem com o
uso do farmaco, assim como a proteina quimiotatica de monécitos-1 (MPC-1), a qual
também aparece diminuida na camada intima e média da parede arterial de vasos
lesionados na presenca do trapidil (Salem, Neveen et al. 2010). Como é conhecido
gue a inflamacédo tem capacidade de modular os outros processos associados com a
HAP, como a maior producao de algumas EROs, proliferacdo de células musculares
lisas da vasculatura pulmonar e liberagdo de PDGF por plaquetas, o trapidil pode
diretamente (como mencionado anteriormente) e indiretamente (controlando a

inflamacao) interferir com esses fatores.

Em relacdo ao EO, presente na HAP, o trapidil tem apresentado diversas
formas de controlar esse desbalango do estado redox celular. O trapidil levou a uma
significante reducéo nos niveis do anion superoxido e na peroxidacao de lipidios, ao
passo que aumentou a atividade de SOD, catalase e glutationa reduzida (GSH) em
fracbes de tecido renal de ratos tratados com ciclosporina (Salem, Neveen et al.
2010). Além disso, o trapidil parece aumentar a concentracdo de NO no soro de
ratos e induzir a atividade da 6xido nitrico sintase induzivel (INOS) (Colak, Tahsin et
al. 2003; Salem, Neveen et al. 2010). Esse mecanismo pode levar a uma diminui¢ao
da resisténcia vascular na artéria pulmonar, diminuindo a pés-carga e contribuindo
para a melhora do quadro da HAP. Blyiukafsar et al. 2001 reportaram que o trapidil,
o qual tem efeito vasodilatador e liberador de NO, pode ter grande potencial para
diminuir les@es teciduais, tendo diminuido a lesdo glomerular em ratos submetidos a
nefrotoxicidade. A liberacdo do 4&cido araquidénico livre, precursor das
prostaglandinas e tromboxano Az, ativa fosfolipase, levando a maior producdo de
prostanoides, radicais livres e lipoperoxidacdo. Lipidios peroxidados inibem a
producdo de PGl2 e aumentam formacdo de tromboxano Az (Colak, Tahsin et al.
2003). O trapidil reduz os indices de lipoperoxidacdo, medidos indiretamente pelos
niveis de malondialdeido (Gdcer, Alp et al. 2001; Colak, Tahsin et al. 2003).

S&o diversos 0os mecanismos pelos quais o trapidil age, inclusive suas
diferentes agbes se sobrepbem e se comunicam, levando a um efeito antitrombaotico,
antioxidante e anti-inflamatério. Desta forma, o trapidil parece ter grande potencial
para o tratamento da HAP, uma vez que é capaz de modular todos 0s processos

envolvidos na patogénesef/fisiopatologia dessa doenca.
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2. HIPOTESE

A administragao do Trapidil contribui para uma melhora do remodelamento do
ventriculo direito e retomada do equilibrio redox celular em modelo de HAP induzida

por monocrotalina.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar os efeitos do Trapidil no modelo de hipertenséo arterial pulmonar induzida

por monocrotalina, avaliando o estado redox e o remodelamento cardiaco.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do tratamento com Trapidil em ratos com hipertensdo arterial

pulmonar:

* Por meio da andlise do grau de hipertrofia ventricular direita com base nos

parametros morfométricos.

* Mediante andlise dos parametros relacionados com a fungéo cardiaca utilizando o

registro de pressao ventricular direita.
* Mediante analise dos parametros funcionais avaliados pela ecocardiografia.

* Realizando a andlise do estado redox celular: verificando a lipoperoxidacao;
mensurando a atividade das enzimas catalase, superdoxido dismutase, glutationa
peroxidase e NADPH oxidases; verificando o contetdo de sulfidrilas, peroxido de

hidrogénio e analisando a razdo GSH/glutationas totais.
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4. METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais de nosso estudo foram divididos em 2
momentos distintos, inicialmente realizando-se um estudo com a dose de Trapidil
fixada em 5 mg/kg/dia (Experimento 1) e posteriormente novo estudo com a dose

de Trapidil fixada em 8 mg/kg/dia (Experimento 2).
4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, idade se 5 semanas, pesando
aproximadamente 100 gramas provenientes do Centro de Reprodugdo e
Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) e mantidos no Biotério Setorial
do Departamento de Ciéncias Morfologicas do Instituto de Ciéncias Béasicas da
Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno (33 x 17 x 40 cm), sendo quatro animais
por caixa. Todos os animais foram mantidos sob condicdo padrdo de biotério:
ambiente com temperatura controlada (21°C), ciclo claro-escuro de 12 horas e
umidade relativa do ar de 70%. Agua e racdo comercial foram oferecidas “ad

libitum”. O ganho de peso foi aferido diariamente.
4.1.1 Dimensionamento Amostral

O célculo do tamanho amostral foi efetuado utilizando-se o sofware G*Power
3.1.9.2 (Schleswig-Holstein, Alemanha). No célculo do tamanho da amostra foram
considerados probabilidade de erro a = 0,05, poder do teste estatistico = 0,80 e
tamanho de efeito = 0,15. O n calculado foi de 80 amostras no total. Como se sabe,
de acordo com a literatura, que entre os animais tratados com MCT a taxa de
mortalidade varia em torno de 25%, foram acrescentados 5 animais aos grupos MCT

e MCT+TRAP, totalizando 90 animais nos 4 grupos.
4.1.2 Consideracoes Eticas

O projeto foi encaminhado & Comiss&o de Etica em Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e os experimentos so tiveram inicio
apos sua aprovacao. Todos os procedimentos desse estudo estdo de acordo com a
Lei 11.794 e as Diretrizes para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos (DBCA) do CONCEA. O numero do projeto aprovado pelo
CEUA da Universidade é 28515.
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4.2 Grupos Experimentais

Os grupos foram divididos em Controle — Animais que receberam apenas o
veiculo do Trapidil e da Monocrotalina; Controle + Trapidil — Animais que
receberam o tratamento com Trapidil e apenas o veiculo da Monocrotalina,
Monocrotalina — Animais que receberam a Monocrotalina e apenas o veiculo do
Trapidil; Monocrotalina + Trapidil — Animais que receberam a Monocrotalina e o

tratamento com o Trapidil.
4.2.1 Protocolo Experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos grupos. Foi induzida a
hipertensédo arterial pulmonar por injecdo intraperitoneal de monocrotalina nos
grupos Monocrotalina e Monocrotalina + Trapidil. Os grupos Controle e Controle +
Trapidil receberam injecdo composta com solugdo salina (0,9% NaCl). Apos 7 dias e
do estabelecimento da HAP iniciou-se o tratamento com o Trapidil, nos grupos
Controle + Trapidil e Monocrotalina + Trapidil, e com veiculo nos grupos Controle e
Monocrotalina. O Trapidil foi administrado via intraperitoneal. Apés 14 dias de
protocolo, foram realizados o cateterismo do ventriculo direito e a ecocardiografia
nos animais para avaliacdo de funcdo cardiaca. Feito isso, foi realizado o

procedimento de eutanasia dos animais.

Foram realizados dois experimentos em épocas distintas: Experimento 1

(dose de Trapidil de 5 mg/kg/dia) e Experimento 2 (dose de Trapidil de 8 mg/kg/dia).
4.2.2 Indugéo da HAP

Para a inducdo de hipertensdo arterial pulmonar, os ratos dos grupos
Monocrotalina e Monocrotalina + Trapidil receberam dose Unica intraperitoneal de 60
mg/kg de monocrotalina (Crotaline — C240 SIGMA) (SINGAL et al, 2000). Os ratos
dos grupos Controle e Controle + Trapidil receberam dose Unica de solucdo salina

intraperitoneal no mesmo volume.
4.2.3 Administragdo do Trapidil

Os animais dos grupos Controle + Trapidil e Monocrotalina + Trapidil
receberam Trapidil (Sigma-Aldrich) via intraperitoneal 5 mg/kg diluido em salina
(0,9% NaCl) uma vez ao dia a partir do dia 7 até o dia 14 (Experimento 1) ou 4
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mg/kg diluido em salina duas vezes ao dia (totalizando 8 mg/kg/dia), do dia 7 até o
dia 14 (Experimento 2) (Colak et al, 2003). Durante esse periodo, 0s animais
Controle e Monocrotalina receberam veiculo (0,9% NaCl) no mesmo volume
aplicado nos animais dos grupos tratados.

4.3 Eutanasia dos Animais

Aos 14 dias de protocolo, foi realizado a ecocardiografia seguida do
cateterismo do ventriculo direito dos animais para avaliacdo da funcao cardiaca apos
anestesia-los com quetamina (90mg/kg, intraperitoneal, e volume de 0,45 mL para
um rato de 2509) e xilazina (10mg/kg, intraperitoneal, e volume de 0,12 mL para um
rato de 250g) simultaneamente (CREAL 2013). Posteriormente, os animais foram
eutanasiados mediante decapitacdo em guilhotina manual, em ambiente isolado. Os
animais sempre foram decapitados ainda sob efeito anestésico em ambiente
apropriado, separado da sala de alojamento, com higienizacdo completa de todo o

material entre a morte de um animal e outro.
4.4 Analises Funcionais do Ventriculo Direito
4.4.1 Ecocardiografia

Para este procedimento, os animais foram anestesiados (quetamina 90mg/kg;
xilazina 10mg/kg, intraperitoneal), submetidos a tricotomia da regido toracica e
colocados em posicao decubito lateral. As imagens foram obtidas através do modo
bidimensional, modo-M e Doppler pulsétil (Philips HD7 Ultrasound System, Andover,
MA, USA), com o uso de um transdutor S12-4 (Philips, Andover, MA, USA). Os
seguintes parametros foram analisados: plano de excurséo sistélica do anel da
tricispide (TAPSE), fracdo de encurtamento do ventriculo direito, indice de
performance cardiaca do ventriculo direito, relacdo entre tempo de aceleracédo e o
tempo de ejecdo através da artéria pulmonar (TAC/TEJ) e razdo entre o fluxo
durante o esvaziamento rapido e lento do ventriculo direito (razbes entre picos E/A).

Também foram avaliados os diametros sistélico e diastélico do VD.
4.4.2 Registro de Presséo Ventricular Direita

Para este procedimento, os animais foram anestesiados (quetamina 90mg/kg;
xilazina 10mg/kg, intraperitoneal), submetidos a tricotomia da regido da jugular
direita, e o campo cirargico desinfetado (alcool 70% iodado). A jugular foi dissecada
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e isolada. O fluxo sanguineo foi bloqueado através do uso de um oclusor metalico.
Com o fluxo obstruido, rapidamente foi realizada uma inciséo na parede superior do
vaso, a fim de permitir a introducdo de um cateter de polietileno PE-50 preenchido
com solucéo salina (0,9% NaCl). O cateter foi inserido até o ventriculo direito e sua
posicdo foi determinada pela observacdo da caracteristica onda de presséo
ventricular. Logo apos este registro inicial, seguido de 5 minutos de estabilizacdo, a
pressdo ventricular sistdlica direita e a presséo diastolica final do ventriculo direito
foram registradas. Os sinais analdgicos da pressao foram digitalizados (Windag-Data
Acquisition System, PC) com taxa de amostragem de 1000 Hz, expressos em
mmHg. A partir da derivacdo da onda de pressédo ventricular direita e deteccao de
pontos maximos e minimos a cada ciclo cardiaco, foram obtidos os valores da
derivada de contragdo (dP/dtmax) € da derivada de relaxamento (dP/dtmin),

respectivamente, sendo esses expressos em mmHg/s.
4.5 Analises Morfométricas do Ventriculo Direito, Pulmdes e Figado

Apls eutanasia, o térax dos animais foi aberto, o coracdo rapidamente
retirado e colocado em solucao de KCI 1,15% sobre o gelo. Com o auxilio de uma
tesoura, os atrios foram separados e descartados, enquanto os ventriculos foram
pesados. O ventriculo direito foi separado do ventriculo esquerdo + septo para
avaliacao da hipertrofia ventricular direita. A hipertrofia ventricular direita foi avaliada
posteriormente pelas seguintes relacdes: massa ventricular direita/massa corporal,
massa ventricular direita/comprimento da tibia, massa ventricular direita/massa

ventricular esquerda.

O figado e os pulmBes também foram retirados, pesados e colocados em
estufa (60°C). Esses 6rgdos foram pesados diariamente, até ndo apresentarem mais
reducdo de seu peso. Esse método descrito como peso umido/peso seco foi utilizado
para analise da congestéo hepatica e pulmonar (Singal, Khaper et al, 2000).

4.6 Preparacdo dos Homogeneizados e Analises do Estado Redox do VD

Os coracfes foram imediatamente armazenados em nitrogénio liquido apos
retirada e estocados em freezer (- 80°C) até andlises. A homogeneizacdo do VD foi

realizada por 40 segundos com Ultra-Turrax, na presenca de KCI 1,15% (5 ml/g de
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tecido) e fluoreto de fenil metil sulfonil (PMSF) na concentracdo de 100 mmol/L. Em
seguida, os homogeneizados foram centrifugados por 20 minutos a 10000 g a 4°C.
O sobrenadante foi retirado e armazenado em freezer (- 80°C) para posteriores

analises do estado redox.
4.6.1. Determinacéo da Peroxidacéo de Lipidios

A lipoperoxidacdo foi avaliada pelo método da producdo de
quimioluminescéncia (QL) iniciada por adicdo de hidroxido de tert-butil (TBOOH). A
QL é em grande parte produzida pelas carbonilas excitadas e oxigénio singlet da
amostra, que foram formados na reacdo radicalar. A QL foi medida em contador de
cintilacdo (LKB rack beta liquid scintillation spectrometer 1215) operando como
luminémetro e com fototubos sensiveis a emissdes na faixa 380-620 nm (Llesuy et
al, 1990). Inicialmente, foi medida a QL de um vial contendo 50 uL de
homogeneizado de VD na presenca de 2 mL de tampéao fosfato 20mM/140 mM KCI
(QL basal). Em seguida, adicionou-se 15 uL de TBOOH 400 mM ao vial e anotou-se
0 maximo valor de QL. O valor final foi expresso como a diferenca entre a QL
maxima e a QL basal, corrigindo-se pela proteina de cada amostra e expresso em

contagens por segundo por miligrama de proteina (cps/mg proteina).
4.6.2. Determinacédo do Conteudo de Sulfidrilas

O conteudo de sulfidrilas, que representa uma defesa antioxidante nao
enzimatica, estd inversamente correlacionado com a o dano oxidativo a proteinas.
Para o ensaio de sulfidrilas, foram adicionados 0,1 mM de DTNB a 15 uL de
homogeneizados de VD, que foram incubados durante 30 min a temperatura
ambiente num ambiente escuro, tal como descrito por Aksenov e Markesberry
(2001). A absorbancia (medicdo da formacdo do TNB) foi medida
espectrofotometricamente a 412 nm (Anthos Zenyth 200 RT, Biochrom, Reino Unido)
e o0s resultados sdo expressos como nanomoles de TNB por miligrama de proteina

(nmol/mg proteina).
4.6.3. Atividade da Catalase

A atividade da catalase é diretamente proporcional a taxa de decomposicao
do peroxido de hidrogénio. Sendo assim, sua atividade pode ser medida atraves da

avaliagdo do consumo do H202. Este teste consiste em avaliar a diminuicdo da
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absorbancia no comprimento de onda de 240 nm, que é onde ocorre maior absorcéo
pelo peroxido de hidrogénio. Para a realizacdo deste ensaio foram utilizados uma
solucdo tampéo fosfato a 50 mM (pH=7,4) e perdxido de hidrogénio 0,3 M. Em
cubeta de quartzo, foram adicionados 955 pL do tampéo fosfato e 10 uL de amostra.
A cubeta foi colocada no espectrofotbmetro e descontada contra um branco de
tampdo fosfato. Apds, foram adicionados 35 pL do H202 0,3 M e feito o
monitoramento da diminuicdo da absorbéncia a 240 nm. Os resultados foram
expressos em nanomoles de H202 por minuto por miligramas de proteina

(nmol/min/mg proteina) (Boveris e Chance, 1973).
4.6.4. Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

A técnica utilizada para determinacdo da SOD baseia-se na inibicdo da
reacdo do radical superéxido com o pirogalol. O radical superdoxido é gerado pela
auto-oxidagcdo do pirogalol quando em meio basico. A SOD presente na amostra
compete pelo radical superdxido com o sistema de deteccdo. A oxidacdo do pirogalol
leva a formac&o de um produto colorido, detectado espectrofotometricamente a um
comprimento de onda de 420 nm. A atividade da SOD é determinada medindo-se a
velocidade de formacgéo do pirogalol oxidado (Marklund, 1985). Para esse ensaio, se
utilizou 10 pl de homogeneizado de VD na presenca de tampéao Tris Base 50 mM e
EDTA 1mM, adicionando-se 4 ul de Catalase 30 uM (Sigma Aldrich, Catalase from
bovine liver - agueous suspension, 10,000-40,000 units) e 8 pl de pirogalol 24 mM
(Sigma Aldrich, Pyrogallol, 298% (HPLC), P.M 126,11). Os resultados obtidos foram
expressos em U SOD/mg proteina comparando-se com uma curva padrdo de SOD
(Sigma Aldrich, Superoxide Dismutase from bovine, lyophilized powder, =1500

units/mg protein).
4.6.5. Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A enzima GPx catalisa a reacdo de peroxido de hidrogénio ou peroxidos
organicos com glutationa reduzida (GSH), formando glutationa oxidada (GSSG) e o
produto da reducdo do hidroperoxido. Fisiologicamente, a GPx atua em conjunto
com a enzima glutationa redutase (GR), a qual catalisa a reducdo da glutationa
oxidada, usando NADPH como cofator. A atividade da GPx pode ser monitorada
pela taxa de oxidagdo do NADPH a 340 nm na presenca de GSH e GR, utilizando-se

azida (NsNa) para inibicdo da enzima catalase e hidroperoxido de tert-butil como
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iniciador. Para o ensaio, foram utilizados 25 pl de homogeneizado de VD na
presenca de 165 pl de tampéo fosfato 143 mM EDTA 4 mM, adicionando-se 250 pl
NADPH 0,24 mM (Sigma Aldrich, N1630 SIGMA), 5 pl de azida 25 mM (Sigma
Aldrich, S8032 SIGMA), 25 pl de GSH 20 mM (Sigma Aldrich, G4251 SIGMA) e 5 pl
de GR (Sigma Aldrich, 10 U/ml — G3664 SIGMA). A atividade da GPx foi expressa
como nanomoles de NADPH por minuto por miligrama de proteina (nmol/min/mg

proteina).
4.6.6. Atividade da NADPH Oxidase

A atividade da enzima NADPH oxidase foi determinada
espectrofotometricamente observando-se o consumo de NADPH a 340 nm durante
intervalo de 20 minutos (Wei Y et al, 2006). Para esse ensaio, foram utilizados 25 pl
de homogeneizado de VD na presenca de 925 ul de tampéo fosfato de sédio 100
mM, adicionando-se 50 pul de NADPH 1 mg/mL (Sigma Aldrich, N1630 SIGMA). Os
resultados foram expressos como nanomoles de NADPH por minuto por miligrama

de proteina (nmol/min/mg proteina).
4.6.7. Glutationas Totais e Reduzidas

Para determinacdo das glutationas, inicialmente uma por¢édo de 25 — 30 mg
de VD foi desproteinizada e homogeneizada na presenca de de &cido perclorico
2M/EDTA 2 mM. A amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante separado em dois microtubos diferentes: 50 ul aliguotados para
medicdo das glutationas totais e 50 pl aliquotados para medicdo das glutationas
oxidadas. No microtubo contendo o sobrenadante para medicdo das glutationas
oxidadas foram adicionados 10 pl de N-etilmaleimida 0,2 M. Apés 1h, ajustou-se o
pH de ambos os sobrenadantes com MOPS 0,3 M/KOH 2M até 7,0. Para o ensaio,
em cubeta de quartzo, adicionou-se 87,5 ul de agua destilada, 12,5 yl de amostra,
50 pl de DTNB 6 mM (Sigma Aldrich, D8130 SIGMA), 350 ul NADPH 0,25 mM
(Sigma Aldrich, N1630 SIGMA) e 5 ul de GR (Sigma Aldrich, 10 U/ml — G3664
SIGMA). A concentragcdo de glutationas foi calculada medindo-se
espectrofotometricamente o TNB formado a 412 nm e expressa como pmol de TNB

por minuto por mg de tecido.
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4.6.8. Dosagem da Concentragdo de Peroxido de Hidrogénio

O método estd baseado na oxidacdo do vermelho de fenol pelo peroxido de
hidrogénio mediado pela peroxidase de rabanete (HRPO), resultando em um produto
de absorve a 610 nm. Fatias do tecido cardiaco foram incubadas por 60 min a 37°C
em tampédo fosfato 10 mmol/L (NaCl 140 mmol/L e dextrose 5 mmol/L). Apds, 0s
sobrenadantes foram coletados e incubados com solucéo de vermelho de fenol 0,28
mmol/L e HRPO 8,5 U/mL. Apds 5 min, adicionou-se NaOH 1mol/L e realizou-se a
leitura a 610 nm. Os resultados foram expressos em pmoles de H202 por miligrama
de tecido (Pick e Keisari, 1980).

4.6.9.Quantificacéo de Proteinas

A concentracdo de proteinas nos homogeneizados de VD foi estimada pelo
método de Lowry, usando solucao de albumina bovina como padrdo (LOWRY et al.
1951).

4.7 Andlise da Expresséao Proteica por Western Blot

Para o isolamento das proteinas, as amostras de tecido foram descongeladas
em tampdo Tris-EDTA gelado (Tris HCI 100mM, EDTA 5mM, pH=7,4) e
homogeneizadas com a utilizacdo do homogeneizador OMNI (Tissue Homogeneizer,
OMNI International, USA) em dois pulsos de 15 segundos com intervalos de 10
segundos. Foram adicionados ao tampé&o aprotinina (10-g/ml) e fluoreto de
fenilmetilsulfonil (20uM), para prevenir degeneracéo protéica. As concentracdes de
proteina foram analisadas e utilizadas para normalizar a quantidade de proteina
carregada nos géis (LOWRY et al, 1951).

Foram expostas 50ug de proteina a eletroforese de gel monodimensional de
dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema descontinuo
usando 6% (para separacao do receptor de rianodina — RYR), 8% (para separagao
da SERCA) ou 12% (para separacao da p-Fosfolambam e Fosfolamabam) (P/V) de
gel separador e 5% (P/V) de gel fixador. As proteinas separadas foram transferidas
através de eletroforese para membrana usando tampdo Towbin modificado,
contendo Tris 20mM, glicina 150mM, metanol 20% (V/V), SDS 0,02% (P/V) (pH=8,3)

em uma cuba de transferéncia resfriada. Apos, os sitios de proteinas inespecificas
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foram bloqueados através de 1 hora de incubacdo com solucdo bloqueadora (5%
(P/V) de leite desnatado) em tampdo Tris salina 0,1% (P/V), tween-20. As
membranas foram processadas por imunodeteccdo usando 0s seguintes anticorpos
primarios: anti-SERCA, anti-p-Fosfolambam, anti-Fosfolambam e anti-RYR (Santa
Cruz Biotechnology). Os anticorpos primarios foram detectados usando o seguinte
anticorpo secundario: “goat anti-rabbit horseradish peroxidase” e as membranas
foram reveladas por quimiluminescéncia. Os filmes autorradiograficos foram
guantitativamente analisados no densitbmetro de imagem (Imagemaster VDS ClI,
Amersham Biosciences, Europe, IT). Os pesos moleculares das bandas de proteinas
foram determinados em referéncia a um marcador de peso molecular (RPN 800
rainbow full range Bio-Rad, CA, USA). Os resultados de cada membrana foram

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

4.8 Estatistica

Foram calculados as médias e os desvios padrbes da média para cada uma
das medidas realizadas e para cada um dos grupos estudados. Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade da amostra (Shapiro-Wilk). Uma vez constatado
gue os dados sao paramétricos, a comparacao foi feita através de uma ANOVA de
duas vias, complementada com o pos-teste de Tukey. As diferencas foram
consideradas significativas quando a analise estatistica apresentou p< 0,05. O

software GraphPad Instat foi utilizado como ferramenta para analise dos dados.
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5. RESULTADOS

Serao disponibilizados na versao completa desta dissertagao.

6. DISCUSSAO CONCLUSIVA

Seré disponibilizada na versdo completa desta dissertacao.

7. PERSPECTIVAS

Nesse trabalho avaliamos o efeito do Trapidil (5 e 8 mg/kg/dia) sobre o
modelo de HAP induzida por monocrotalina aos 14 dias e observamos resultados
gue indicam uma melhora do remodelamento cardiaco direito. Seria interessante
verificar o efeito do farmaco em tempos mais longos de exposi¢cdo a monocrotalina

(21 e 28 dias), momentos de maior hipertrofia e perda funcional ventricular direita.

Uma analise do Trapidil sobre os pulmdes, verificando o estado da
vasculatura pulmonar, como o grau de muscularizacéo arteriolar e de deposicao de
coldgeno poderia nos indicar se os efeitos do farmaco foram além do ventriculo
direito. Também gostariamos de avaliar parametros inflamatorios nos pulmbes e
ventriculo direito, uma vez que a HAP apresenta forte resposta pré-inflamatoria e o

farmaco ja se mostrou capaz de reduzir essa resposta em outros modelos.
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