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“ E nos momentos de decisdo que o seu destino é tracado. ”

Anthony Robbins
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RESUMO

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) é caracterizada pelo aumento da
resisténcia vascular pulmonar (RVP). Em decorréncia, ha elevagcdo da pés-carga
imposta ao ventriculo direito (VD) e hipertrofia. Assim, com aumento de consumo
de O, pelo miocardio, é provavel que o estresse oxidativo esteja participando do
desenvolvimento e progressdo desta doenca. Sabe-se que o bloqueio beta-
adrenérgico diminui a mortalidade de pacientes com insuficiéncia cardiaca a
esquerda, porém pouquissimas pesquisas referem sua utilizacdo na insuficiéncia
cardiaca a direita. O bucindolol é um beta-bloqueador que atua nos receptores 31,
B2, a1 e com propriedade simpatolitica. O objetivo deste estudo foi testar a
hipétese de que o tratamento com bucindolol poderia reduzir a hipertrofia do VD e
melhorar a funcao sistélica e diastélica do miocardio. Foram utilizados ratos Wistar
machos pesando 130+10 gramas divididos em quatro grupos (n=7-10/grupo):
monocrotalina sem bucindolol (MCT SEM BCD), monocrotalina bucindolol
(MCT+BCD), controle sem bucindolol (CTR SEM BCD) e controle bucindolol
(CTR+BCD). A HAP foi induzida por meio de uma dose Unica de monocrotalina
(60 mg/Kg — i.p.). Apds duas semanas, 0s animas foram tratados por sete dias
com bucindolol (2 mg/Kg/dia —i.p.) ou veiculo. No 22° dia apds a administracdo da
monocrotalina, os animais foram anestesiados (i.p.) com gquetamina (90 mg/Kg) e
xilazina (10 mg/Kg), submetidos a ecocardiografia, cateterismo da artéria femoral,
cateterismo do VD e decapitados, com posterior coleta dos tecidos. Os resultados
foram avaliados utilizando ANOVA de duas vias (Sigma Plot 12.0) seguida pelo

teste de Student-Newman-Keuls, com nivel de significancia P<0,05. Os animais



monocrotalina apresentaram diminui¢cdo (22%) no ganho da massa corporal e o
bucindolol ndo foi eficaz em reduzir a hipertrofia ventricular direita encontrada
nesta doenca. A congestdo pulmonar encontrada nos animais com HAP, foi
atenuada (22% inferior) nos que receberam o tratamento com o beta-bloqueador.
A HAP ocasionou aumento da lipoperoxidagdo e bucindolol ndo melhorou este
acontecimento. Os animais MCT+BCD além de apresentarem reducdo nas
pressdes sistdlica (37%) e diastélica final do ventriculo direito (60%), foram
capazes de manter uma contratilidade elevada concomitantemente a uma maior
capacidade de relaxamento, visualizada através das derivadas de pressdo. O
bucindolol esteve associado a beneficios na funcdo ventricular direita (tais como
mudanca de area fracional, TAPSE, fracdo de encurtamento, volume sistolico e
débito cardiaco). Aléem disso, minimizou a RVP (25%) e a pressdo da artéria
pulmonar (30%), tornando menor o esforco do miocéardio para exercer sua funcao
de bomba. A HAP também promoveu alteracfes no controle autonémico cardiaco
e vascular. O tratamento com bucindolol reduziu a atividade simpatica e aumentou
a atividade parassimpatica. Assim, concluimos que bucindolol foi o fator

contribuinte para atenuar a disfuncao ventricular direita causada pela HAP.

Palavras-chave: hipertensdo pulmonar, sistema nervoso simpatico, insuficiéncia
cardiaca direita, beta-bloqueador, bucindolol.



ABSTRACT

Pulmonary arterial hypertension is a rapidly progressive disease with poor
prognosis, characterized by increase in pulmonary vascular resistance. As a result,
there is an elevation of afterload imposed to the right ventricle and hypertrophy.
Thus, since there is a rise in myocardial oxygen consumption, it is probable that
oxidative stress is contributing to the development and progression of this disease.
It is known that beta-adrenergic blockade reduces mortality in patients with left
ventricular heart failure, but limited studies relate their use in right ventricular heart
failure. The bucindolol is a beta-blocker that acts on receptors B1, 2, al and
presents sympatholytic property. The aim of this study was to test the hypothesis
that treatment with bucindolol could reduce right ventricular hypertrophy and
improve systolic and diastolic function of the myocardium. Male Wistar rats
weighing 130+10 grams were divided into four groups (n=7-10/group):
monocrotaline without bucindolol (MCT WITHOUT BCD), monocrotaline bucindolol
(MCT+BCD), control without bucindolol (CTR WITHOUT BCD) and control
bucindolol (CTR+BCD). Pulmonary arterial hypertension was induced by a single
dose of monocrotaline (60 mg/Kg — i.p.). After two weeks, the animals were treated
for seven days with bucindolol (2 mg/Kg/day — i.p.) or vehicle. Twenty-two days
after administration of monocrotaline, the animals were anesthetized
intraperitoneally with ketamine (90 mg/Kg) and xylazine (10 mg/Kg), underwent
echocardiography, catheterization of the femoral artery and of the right ventricle,
decapitation and subsequent collection of tissues (heart, lungs, liver and tibia). The

results were analyzed using two-way ANOVA (Sigma Plot 12.0) followed by



Student-Newman-Keuls test, with P<0.05 of significance level. The MCT
WITHOUT BCD animals showed a decrease (22%) in the gain of body mass and
the bucindolol was not effective in reducing right ventricular hypertrophy found in
this disease. Pulmonary congestion found in animals with PAH, was attenuated
(22%) in those receiving beta-blocker treatment. Pulmonary arterial hypertension
increased lipid peroxidation and bucindolol did not improve this outcome. The
MCT+BCD animals, besides of presenting a reduction in systolic (37%) and end-
diastolic right ventricle pressures (60%), were able to maintain a high contractility
together with a greater capacity of relaxation, observed by the derived pressures.
The bucindolol was associated with improvements in right ventricular function
(such as fractional area change, TAPSE, shortening fraction, stroke volume and
cardiac output). In addition, it was able to minimize the pulmonary vascular
resistance (25%) and pulmonary artery pressure (30%), reducing myocardium
effort to exert its pump function. PAH also promoted changes in cardiac and
vascular autonomic control. However, treatment with bucindolol reduced the
sympathetic and increased parasympathetic activities. Thus, we conclude that
bucindolol was the contributing factor to attenuate right ventricular dysfunction

caused by PAH.

Keywords: pulmonary hypertension, sympathetic nervous system, right heart

failure, beta-blocker, bucindolol.
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1. INTRODUCAO

1.1. HIPERTENSAO PULMONAR

A hipertensao pulmonar (HP) é uma doenca crbnica, de variada etiologia,
instalacdo aguda ou insidiosa, inicialmente com sintomas inespecificos, de rapida
evolucado e mau prognaéstico, constituindo a mais importante alteracédo patolégica
desta circulagio (HOEPER e GRANTON, 2011). Pode ocorrer como um
acontecimento independente ou associado a alteracdes cardiopulmonares,
estando relacionada a altos niveis de morbidade e mortalidade (KIELY et al.,
2013).

Caracterizada como uma doenca progressiva que advem de alteracdes
vasculares, ocasiona reducéo gradativa do limen, resultando em um aumento da
resisténcia vascular pulmonar (RVP) com elevacdo inapropriada dos niveis
pressoricos. Em seu processo final, por sobrecarga do ventriculo direito (VD) pode
haver disfuncédo e faléncia deste ventriculo, com consequente morte antecipada
(AUSTIN et al., 2013).

Durante os ultimos 20 anos, inameros estudos com o objetivo de promover
alteracdoes benéficas na HP foram realizados; entretanto, poucos realmente
contribuiram de uma forma translacional efetiva com a conduta clinica para o
manejo dessa doenca (GURTU e MICHELAKIS, 2015). Na ultima década, o
aperfeicoamento das técnicas de imagem e nos biomarcadores utilizados para
triagem dos pacientes com HP vem sendo intensamente observado (ROMANO,
2010). Em virtude dos avangos, surgem avaliagbes mais detalhadas e

aprimorados tratamentos. No entanto, a HP continua sendo uma condi¢céo
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altamente incapacitante, sem cura e de encurtamento da vida (GURTU e
MICHELAKIS, 2015). Isto se deve, a um atraso de cerca de dois anos do inicio dos
sintomas até o diagndstico (BADESCH et al., 2010). Além disso, devido as
complicagbes desenvolvidas, internagbes ocorrem com frequéncia e de forma
prolongada (VAILLANCOURT et al., 2014).

A HP define-se, pela constatacdo de uma pressao arterial pulmonar média
(PAP) igual ou acima de 25 mmHg em repouso, em uma situacédo de pressao em
cunha da artéria pulmonar (PCAP) <15 mmHg, com RVP > 3 unidades Wood
(MONTANI et al., 2013), sendo todas essas medidas obtidas através de
cateterismo cardiaco (BADESCH et al.,, 2009). O valor normal da PAPm em
repouso é 14 + 3.3 mmHg, tendo como limite superior normal o valor de 20,6
mmHg. Faltam estudos para a definicdo do significado e evolucdo de PAPmM
situadas entre 21 e 24 mmHg (REIS et al., 2010). A definicdo de HP no exercicio
fisico, como PAPm superior a 30 mmHg, ndo tem suporte na literatura publicada,
ja que ha individuos saudaveis que atingem valores superiores a este durante a
pratica de atividade fisica. Portanto, no 4° Simposio Mundial de Hipertensao
Pulmonar ocorrido em Dana Point no ano de 2008, por falta de um consenso
adequado, sua presenca foi retirada da definicdo hemodinamica (BADESCH et al.,
2009).

O constante surgimento de conhecimentos sobre a fisiopatologia da HP
vem conduzindo a necessidade de rever conceitos e classificacfes existentes
(ROMANO, 2010). Desta forma, a classificacdo mais atual da HP, apresentada em
2013, no 5° Simposio Mundial de Hipertensédo Pulmonar, a divide em cinco grupos

que compartilham semelhancas em seus mecanismos fisiolégicos, nos quadros
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clinicos e nas abordagens terapéuticas (SIMONNEAU et al., 2013). Estas novas

classificacdes estao apresentadas na tabela 1.

Prada LFL, Vitério PK, Souza R Classificacio da hipertensio pulmonar

Quadro 1 - Classificacdo da hipertensdo pulmonar (Nice, 2013).

1. Hipertensao arterial pulmonar (HAP) H
1.1 HAP idiopdtica ) 3
1.2 HAP hereditiria AN
121 BMPR2 _ _
122 ALK-1, ENG, SMADS, CAV1, KCNK3 WORLD SYMPOSIUM ON

1.3 HAP induzida por drogas e toxinas
1.4 HAP associada
1.4.1 doengas do tecido conectiva
142 infeccio por HV
143 hipertensdo portal
144 doenga cardiaca congé@nita

PULMONARY HYPERTENSION

145 esguistossomose

1. Doenca pulmonar veno-oclusiva e hemanglomatose capilar pulmonar

1" Hipertensio pulmonar persistente do recém-nascido

2. Hipertensdo pulmonar causada por doencas do coragio esquerdo
2.1 disfungao sistélica
2.2 disfungio diastdlica
23 doenca valvar
24 outras doengas congénitas que levam & disfungio cardiaca primaria

3. Hipertensio pulmonar causada por doenca pulmonar efou hipoxia
31 DPOC
3.2 doenca intersticial pulmonar
3.3 outras doengas de padrdo misto (restritivo & obstrutivo)
3.4 desordens respiratdrias do sono
35 doencas que cursam com hipoventilagio alvealar
36 exposicdo crdnica a grandes altitudes
3.7 deencas do desenvolvimento pulmonar

4. Hipertensdo pulmonar tromboembélica crénica

5. Hipertensio pulmonar com mecanismos multifatoriais ou ndo esclarecidos
5.1 alteragdes hematoldgicas: anemias crénicas hemoliticas, doencas misloproliferativas, esplenactomia
5.2 doengas sistémicas: sarcoidose, histiocitose pulmonar, linfangiolelormiomatose
5.3 distdrbios metabdlicos: tireoidopatias, doengas de depdsito
5.4 outros: embolizagdo twrnoral, mediastinite fibrosante, insuficiéncia renal crdnica e hipertensio pulmonar segmentar

Tabela 1: Classificagdo atualizada da hipertens@o pulmonar, segundo o 5° Simpdésio Mundial de
Hipertens&o Pulmonar em Nice, Franga, em 2013. (Retirado e adaptado de PRADA et al., 2014)
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1.2. HIPERTENSAO ARTERIAL PULMONAR

1.2.1. Epidemiologia

A hipertenséo arterial pulmonar (HAP) que acometia com mais severidade
preferencialmente mulheres jovens (ROBLES e SHURE, 2004), agora é
diagnosticada mais frequentemente em pacientes idosos, sendo a predominancia
do sexo feminino bastante varidvel (HOEPER e GIBBS, 2014). Pode ser
diagnosticada em qualquer faixa etaria e independentemente do sexo (ROBLES e
SHURE, 2004). Entre os idosos, a prevaléncia € maior na sexta década de vida.
Em geral, a sobrevivéncia € de aproximadamente 7 anos com o tratamento, em
comparacao a uma sobrevida de 2,8 anos se nao tratada (McGOON et al., 2013).
Estima-se que a HAP idiopatica ocorra em torno de 10 - 52 casos por milhdo de
habitantes (JANSA et al., 2014), com incidéncia de 2,4 novos casos por ano para
cada 1 milhdo de habitantes, ndo havendo predominio étnico (VENTETUOLO e
KLINGER, 2012).

Em um estudo realizado por dois grandes centros de referéncia em Sao
Paulo demonstrou-se que a HAP idiopatica e a associacdo da HAP a
esquistossomose, nesta ordem, sdo as duas formas com maior prevaléncia em
nosso pais. Todavia, devido ao estudo ndo ter acontecido nas areas endémicas,
supde-se que o indice para HAP associada a esquistossomose seja superior ao
relatado (LAPA et al., 2009). Dados de um estudo recente, realizado no Instituto
do Coracdo da Universidade de Sao Paulo, mostram que a idade média de

pacientes com HAP no momento do diagndstico € de 46 anos, com uma razao de
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mulheres para cada homem de 3:1, sendo 28,7% com HAP idiopatica e com
sobrevivéncia de 74% em trés anos (ALVES et al., 2015).

A incidéncia verdadeira € desconhecida (SOUZA et al., 2005). No Brasil,
nao existem dados que caracterizem a populacdo de acometidos pela HAP (LAPA
et al., 2006). Apesar dos avancos de divulgacao terapéutica e diagndstica, ainda
h& caréncia de informacdes basicas a respeito da epidemiologia (CHIN e RUBIN,

2008), o que dificulta a capilarizacdo do conhecimento (RUFINO et al., 2013).

1.2.2. Definigdo

A HAP, uma das classificacdes da HP, € uma condicao rara, progressiva,
debilitante e incapacitante. Apresenta-se como uma doenca de remodelamento
vascular que gera o aumento da RVP, levando a insuficiéncia ventricular direita
progressiva e morte prematura (MALENFANT et al.,, 2013). Embora a etiologia
precisa permaneca desconhecida, a lesdo vascular subjacente a HAP ocorre de
forma idiopatica, determinada por susceptibilidades genéticas ou em associacao
com outros estados patoldgicos ou exposicdes e €, provavelmente, uma resposta
final a fatores ambientais (CHIN e RUBIN, 2008). Assim, estas classificacdes
estdo agrupadas segundo similaridades em sua fisiopatologia, anatomo-patologia
e respostas ao tratamento, embora 0s mecanismos iniciais envolvidos no
desenvolvimento da HAP e o prognéstico possam divergir (FERNANDES, 2010).

Os sinais mais comuns que levam ao indicio de HAP séo geralmente
atribuiveis ao transporte de oxigénio prejudicado, anormalidade das trocas

gasosas e a reducdo do débito cardiaco (DC) (GROEPENHOFF et al., 2013).
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Apesar de assintomética em sua fase inicial, os sintomas mais comuns s&o
dispneia, fadiga, fraqueza, intolerancia ao esforgco (WEINSTEIN et al., 2013), pré-
sincope, sincope, angina, aumento do volume abdominal e edema periférico
(SIMONNEAU et al., 2004). Nos ultimos anos, o antecipado reconhecimento da
doenca e as novas opc¢bes de tratamento, tém melhorado o prognéstico dos
pacientes com HAP (YILDIZ, 2009). Contudo, devido aos sintomas serem
inespecificos, o diagndstico da HAP comumente é realizado em fases avancadas,
onde as interferéncias terapéuticas tém eficacia limitada e a expectativa de vida é
invariavelmente reduzida (PEACOCK et al.,, 2007). Na maioria das vezes, o
diagnostico é estabelecido quando ja existe comprometimento da funcéo
ventricular direita (RUBIN, 2004). Os efeitos patologicos gerados no VD, como a
hipertrofia desta camara, resultante das doencas que afetam a funcdo e/ou
estrutura dos pulmdes, caracterizam o quadro denominado Cor Pulmonale. A

HAP, por sua vez, é sempre um mecanismo patolégico subjacente ao Cor

Pulmonale (SHUJAAT et al., 2007).

1.2.3. Fisiopatologia

A circulacdo pulmonar € caracterizada por apresentar uma baixa pressao,
ser altamente distensivel, com alta capacidade e baixa resisténcia ao fluxo
sanguineo (CHEMLA et al., 2002). A HAP é descrita como uma irregularidade
circulatéria caracterizada pelo aumento progressivo da velocidade do fluxo
sanguineo, aumento do tbnus vascular e RVP, geralmente, em decorréncia de

mecanismos que envolvem vasoconstricio (BOOGARD et al, 2009) e
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remodelamento de pequenas artérias e arteriolas pulmonares (RUNO e LOYD,
2003). Seu mecanismo patogénico preciso € desconhecido, devido a sua
fisiopatologia ser multifatorial (RABINOVITCH, 2008). Contudo, sugere-se que
essa resposta seja desencadeada por um sinal inflamatério inicial (LIAO, 2013),
levando a superexpressao de substancias vasoconstritoras como a endotelina-1, e
a producdo cronicamente prejudicada de vasodilatadores, tais como as
prostaciclinas e o 6xido nitrico (NO) (VAILLANCOURT et al.,, 2014). Este
desequilibrio entre vasodilatadores e vasoconstritores, promove um aumento da
espessura da camada muscular lisa (tunica média), e remodelamento da
membrana basal (tunica adventicia) (NEWBY, 2006). Histologicamente, a HP &
caracterizada por muscularizacdo das artérias periféricas, hipertrofia da tunica
média das artérias, perda de pré-capilares no componente arterial da circulagéo
pulmonar e a formacédo de neointima (AGGARWAL et al., 2013) (Figura 1). Além
disto, relata-se uma deposicdo excessiva de trombina relacionada a um estado
pré-coagulante, colaborando para o aumento da RVP resultante da lesdo
endotelial, com formacé&o de trombose intravascular local (SHULMAN et al., 1993).

Apresentando formato diferente e menor espessura de parede em relacéo
ao ventriculo esquerdo, o que reflete a baixa presséo na circulacdo pulmonar, o
VD permite rapidas adaptacfes a alteracdes na pré-carga (GOMEZ-ARROYO et
al., 2012). Por ser formado por uma parede fina e sofrer um aumento de pressao
em seu limen, ha um aumento do estresse de parede, com consequente prejuizo
a perfusdo do miocardio e aumento da demanda de oxigénio (McCRORY et al.,
2013). Para que aconteca reducéo deste estresse e manutengao de uma funcéo

sistélica adequada, por via compensatoria, hA aumento da espessura da parede
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por hipertrofia, como resultado da sintese de proteinas e adicdo de sarcoméros
em paralelo, sendo o raio interno da camara reduzido, assumindo um formato

mais arredondado (BOOGARD et al., 2009) (Figura 2).

ARTERIA PULMONAR NORMAL ARTERIA PULMONAR HP

FIEROBLASTO

Figura 1: Artéria pulmonar em uma situagéo normal e na hipertensédo pulmonar.
(Retirado e adaptado de PUGLIESE et al., 2015)

A Normal B HAP
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Lei de Laplace o — 3
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Raio interno da cavidade
Espessura da parede

T 749

Figura 2: Ventriculo direito em uma situagcdo normal e na hipertenséo arterial pulmonar de acordo
com a Lei de Laplace. (Retirado e adaptado de BOOGARD et al., 2009)
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N&o sendo capaz de sustentar esta sobrecarga de presséao por longo prazo,
h& diminuicdo da forca de contracdo cardiaca por modificagbes estruturais e
funcionais dos cardiomiécitos, e o VD dilata (HEIN et al., 2003). Por esta dilatacao
subsequente, h4 novamente aumento do estresse de parede com necessidade de
maior disponibilidade de oxigénio e, simultaneamente diminuicdo da perfusédo do
VD, seguindo um ciclo vicioso que leva a diminuicdo da capacidade funcional com
diminuicdo da fracao de ejecao deste ventriculo (CASSERLY e KLINGER, 2009).
Os mecanismos que levam da hipertrofia ventricular a dilatacdo ndo estdo bem
definidos, porém, acredita-se que se relacionem a modificagcdes nas proteinas
reguladoras do miocéardio, ativagdo neuro-hormonal, estresse oxidativo e
nitrosativo, ativacdo do sistema imune, apoptose, entre outros (BOOGARD et al.,
2009).

O remodelamento ventricular em decorréncia da HAP pode apresentar
diferentes caracteristicas estruturais e funcionais, dependendo dos estimulos e
progressdo da doenca. Desta forma, a hipertrofia pode ser definida como
adaptativa ou mal-adaptativa. A hipertrofia adaptativa é caracterizada por uma
hipertrofia concéntrica, apresentando funcéo sistolica e diastélica preservadas. Ja
a hipertrofia mal-adaptativa € caracterizada por hipertrofia excéntrica, com piora
na funcao sistolica e diastdlica (VONK-NOORDEGRAAF et al., 2013).

Nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem se direcionado no sentido de
definir um tratamento efetivo para a HAP. As opcdes terapéuticas para tratamento
da HAP existentes no momento séo: oxigenioterapia, anticoagulantes ou agentes
anti-plaquetarios, farmacos vasodilatadores e opc¢fes cirargicas (transplante,

atrioseptoplastia e tromboendartectomia) em situacdes especificas (MEYER et al.,
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2004; GURTU e MICHELAKIS, 2015). No entanto, a HAP é uma doenca
caracterizada também por remodelamento vascular proliferativo, alteracfes
estruturais e funcionais no VD (BOGAARD et al., 2009) e aumento da producéo de
espécies reativas de oxigénio pelos cardiomiécitos (LIAO, 2013), e ndo somente
por vasoconstricdo. Portanto, as terapias utilizadas atualmente (Figura 3)
promovem apenas uma melhora da qualidade de vida (McCLAUGHLIN et al., 2009)
e ndo demonstram efeitos sobre o tempo de sobrevida e sobre a reversédo dessa

doenca (GURTU e MICHELAKIS, 2015).
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Figura 3: Terapias atualmente recomendadas para hipertenséo pulmonar e seus alvos
moleculares. (Retirado e adaptado de HUMBERT e HOSSEIN-ARDESCHIR, 2015)
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1.2.4. Estresse Oxidativo

Responsaveis pela respiracdo celular acoplada a fosforilacdo oxidativa para
a formacdo de ATP (adenosina trifosfato) e sustentacdo da vida dos seres
aerdbicos, as mitocéndrias séo as principais formadoras de radicais livres (RL)
(SILVA e FERRARI, 2011). Por meio dos processos metabdlicos oxidativos
naturais do organismo, uma adicdo sequencial de elétrons leva a formacgao destes
RL, que séo caracterizados por conter numero impar de elétrons em sua ultima
camada eletronica (WILSON et al., 2001). Desemparelhados na sua Orbita
externa, muitos deles apresentam-se com alta reatividade e instaveis, tendendo a
interagir com outras moléculas na sua proximidade, por meio da captacao
(atuando como oxidantes) ou da cedéncia (atuando como redutores) de elétrons
ou atomos de hidrogénio (FERREIRA e MATSUBARA,1997).

O oxigénio molecular apresenta dois elétrons de spins paralelos em seu
orbital mais externo, o que o torna um RL pouco reativo. Assim, 0 oxigénio pode
receber um elétron e se tornar um forte agente oxidante (Figura 4). Para que
ocorra sua completa reducéo, deve receber quatro elétrons de uma Unica vez, o
gue acontece com 95% do oxigénio consumido, envolvendo, assim, a reducéo
tetravalente do oxigénio. Esta reacéo é catalisada pela enzima citocromo oxidase.
O oxigénio restante (inferior a 5%) é reduzido de forma monovalente, gerando
intermediarios altamente reativos, conhecidos como espécies reativas de oxigénio
(EROs) (KAUL et al., 1993).

A terminologia EROs abrange espécies radicalares e outras que, embora

nao possuam elétrons desemparelhados sao muito ativas em decorréncia da sua
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instabilidade. As EROs compreendem uma variedade de espécies, incluindo as
formadas pela reducdo do oxigénio como o anion superéxido (O,"), peréxido de
hidrogénio (H»0,), o radical hidroxil (OH’) e oxigénio singlet (*O,) (AFANAS'EV,
2011; POLJSAK, 2011). Cada uma possui caracteristicas especificas, com

diferentes reatividades e tempos de meia-vida (YU, 1994).

citocromo oxidase

0o
. O _— e OH ¢

) H0,— + —2H,0
. O wae () 2

o0 racca

hidroxdo

Oxigénio molecular
(2 electrdes casemparelhados
com spins paralelos na Glima obital)

Figura 4: Distribuic@o dos elétrons no orbital externo da molécula de oxigénio e reducdo da
molécula a agua, justificando a formacéo de espécies reativas de oxigénio na cadeia de transporte
de elétrons. (Retirado e adaptado de FERREIRA et al., 2008)

Podemos observar que 0s processos enzimaticos e ndo enzimaticos
rotineiros levam a formacdo de EROs. Em baixas concentracdes, EROs séao
moléculas de sinalizacdo que promovem uma resposta adaptativa celular,
resultando em citoprotecdo (SAMJOO et al.,, 2013) e sobrevivéncia celular
(TSUTSUI et al., 2009). Porém sua producdo excessiva ou anormal acarreta a
perda do equilibrio redox, levando ao estresse oxidativo (LEE et al., 2012). O
estresse oxidativo é um desequilibrio entre a produgéo de agentes oxidantes e de

defesas antioxidantes, ou seja, a producdo de EROs € superior a capacidade que
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o organismo tem de neutralizar os efeitos destas moléculas por meio dos
antioxidantes (SIES, 1991).

Devido a constante producdo de EROs, as células possuem formas de
minimizar seus efeitos agressores por meio de antioxidantes (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2009). Os sistemas de protecdo endoégena, denominados reservas
antioxidantes, podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos (FERREIRA et al.,
2006). Reservas enzimaticas incluem principalmente as enzimas catalase (CAT),
superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) (McCORD e
FRIDOVICH, 1969). A redugdo monovalente do oxigénio molecular leva a
formacdo do O, (POLJSAK, 2011). Esta molécula ndo consegue atravessar
facilmente as membranas, ficando normalmente no compartimento no qual é
produzido, sendo este geralmente a matriz mitocondrial. A SOD atua dismutando
o O," em um néo radical, o H,O, (MURPHY et al., 2011). Em mamiferos, existem
trés diferentes isoformas da SOD: a mitocondrial que contém manganés (Mn) (Mn-
SOD), a citosdlica que contéem cobre (Cu) e zinco (Zn) (Cu/Zn-SOD) e a
extracelular que também contém Cu e Zn (EC-SOD) (POLJSAK, 2011). O H,0,,
gue pode ser formado da dismutacdo do O", apresenta meia vida longa, pode
atravessar a membrana celular e percorrer grandes distancias, gerando danos em
alvos distantes de sua origem (KAUL et al., 1993). A partir da oxidacdo de metais
de transicdo que se encontram na sua forma livre nas proximidades, o H,O, é
transformado em OH’, esta provavelmente a espécie reativa de oxigénio que mais
alteragdes estruturais induz nos sistemas biolégicos (RAISANEN et al., 1999). A
CAT participa da eliminagdo do H,O,, promovendo a sua catdlise até agua

(MURPHY et al., 2011). A GPx utiliza a conversao da glutationa reduzida (GSH) a
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glutationa oxidada (GSSG) para remover H,O, e formar agua (BISWAS, 2009).
Sendo assim, tanto a CAT quanto a GPx impedem o acumulo de H,O, para que
ndo haja producéo de radical hidroxil, contra o qual ndo existe sistema enzimatico
de defesa (YU, 1994). J&4 o sistema ndo enzimatico inclui compostos como
tocoferois, acido urico, flavonoides, acido ascorbico (SCALBERT e WILLIAMSON,
2000; DROGE, 2002).

As EROs exercem um papel fundamental no controle da homeostasia
(VASCONCELOS, 2007), contudo, estes radicais podem facilmente causar efeitos
deletérios em proteinas, lipideos, acidos nucleicos e matriz extracelular
(CHRISTOPHER, 2003). A interacdo com lipideos é denominada lipoperoxidacéao,
causando modificacbes na permeabilidade e fluidez das membranas. Quando
atingem as proteinas, sdo formadas proteinas oxidadas com perda estrutural e
funcional (REZNICK e PACKER, 1994). Acidos nucleicos também sofrem
modificacdes pela oxidacdo, ocorrendo quebra de fita simples do DNA e mutacfes
cromossomicas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Infelizmente, ao contréario
das proteinas e lipideos, novas moléculas de DNA n&do podem ser formadas para
substituicdo das lesadas (CHRISTOPHER, 2003). A sequéncia de reducbes do
oxigénio pode ser visualizada na figura 5.

EROs causam insuficiéncia contréatil, danos estruturais no miocardio e
remodelamento ventricular (TSUTSUI et al., 2011), implicando no desenvolvimento
e progressao da insuficiéncia cardiaca (IC) e tornando o estresse oxidativo um
potencial colaborador na patogénese da disfuncéo ventricular direita (KHAPER et
al., 2010). Durante a fase inicial, na qual ha sobrecarga do VD e consequente

hipertrofia compensada, ocorre um aumento da reserva antioxidante com redugao
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do dano oxidativo (FARAHMAND et al., 2004). No entanto, uma vez instalada a IC,
observa-se que 0 estresse oxidativo é principalmente devido ao aumento da
geragdo pro-oxidante, em vez de uma deplecdo dos antioxidantes (TSUTSUI et
al., 2009). Sugere-se que as EROs atuem como segundos mensageiros
intracelulares, mediando tanto a hipertrofia adaptativa quanto a mal-adaptativa
(RHEE, 1999). Assim, 0 estresse oxidativo tem importante papel na diferenciacéo,
crescimento e apoptose celular, atuando sobre o crescimento e remodelamento do

miocardio através da modulacéo de proteinas (GIORDANO, 2005).

Peroxidagéo
lipidica
Oxidacéo do
DNA & RNA
Oxidagéo
proteica
H,0 + O,
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GSH, Acido drico

Figura 5: Acao integrada dos diferentes mecanismos antioxidantes, enzimaticos e ndo
enzimaticos. (Retirado e adaptado de FERREIRA et al., 2008)

1.2.5. Modelo Experimental de HAP

O modelo mais utilizado para demonstrar a HAP € gerado por meio da
administracdo de monocrotalina (MCT) (POLONIO et al., 2012), advinda de

plantas do género Crotalaria.
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As Crotalarias pertencem a familia das leguminosas (Figura 6). Com mais
de seiscentas espécies crescendo abundantemente em zonas tropicais e
subtropicais do mundo e mais de quarenta no Brasil (PALOMINO e VASQUEZ,
1991), revelam-se como plantas herbaceas com cerca de 50 cm ou arbustos com
até 3 metros (FLORES e MIOTTO, 2005). Denominadas plantas invasoras que se
adaptam a distintos ambientes, as Crotalarias sdo facilmente encontradas em

plantacdes de gréos e em pastagens (TOKARNIA et al., 2000).

Figura 6: Foto da vagem, das sementes e das flores das espécies pertencentes ao género
Crotalaria. (Retirada de MARTINEZ et al., 2013)

A monocrotalina € o principal alcaloide pirrolizidinico encontrado nestas
plantas. A sua biotransformacédo hepatica é responsavel pela sua toxicidade,
sendo a dehidroxilagéo, realizada pelo complexo enzimatico citocromo P-450, uma
das reacdes quimicas envolvidas com esse processo. Apos a sua dehidroxilagéo,

o0 metabdlito ativo dehidromonocrotalina (Figura 7), além de atuar no figado,

promove alteragBes estruturais e funcionais nos pulmdes e na vascularizacdo
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pulmonar (DAICHO et al., 2009; FARHAT et al., 1993). Contudo, o grau de
toxicidade varia de acordo com a idade, sexo e espécie afetada (FARAHMAND et

al., 2004).

monocrotalina dehidromonocrotalina

Figura 7: Estrutura quimica e metabolismo da monocrotalina.
(Retirado e adaptado de PEREIRA et al., 1998)

O seu mecanismo de acao pulmonar ainda ndo esta totalmente elucidado.
No entanto, sabe-se que o0s globulos vermelhos do sangue aumentam
significativamente o transporte dos metabdlitos da MCT do figado para o pulmao,
onde sdao liberados no endotélio pulmonar (PAN et al., 1991). Entdo, por meio do
desencadeamento de uma resposta inflamatoria com resposta hipertréfica e
hiperplasica das células musculares lisas (GOMEZ-ARROYO et al.,, 2012),
desequilibrio entre substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras e elevacao da
pressao arterial pulmonar, a MCT torna-se uma potencial produtora de lesdo das
células endoteliais, levando ao surgimento progressivo de HP severa e irreversivel
(MEYRICK et al., 1980).

Essas alteracdes sdo dependentes do tempo de analise e da dose de MCT
administrada. Para melhor compreensdo dos mecanismos patologicos da HAP e

desenvolvimento de alternativas terapéuticas para prevencdo e tratamento das
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manifestacbes clinicas, padrbes experimentais utilizando animais tém sido
propostos. O modelo mais utilizado para mimetizar a HAP é gerado pela
administracdo de MCT (POLONIO et al., 2012), 60 mg/Kg (SOUZA-RABBO et al.,
2008), uma vez que sua aplicacdo é simples, oferecendo facilidade e rapidez para
reproduzir o modelo e baixo custo (GOMEZ-ARROYO et al., 2012). Além disso, as
alteracbes cardiovasculares e pulmonares apresentadas sdo muito similares as
dos pacientes com HAP (YEE et al., 2000), bem como os parametros funcionais e
bioquimicos (BROWN et al., 1998). A utilizacdo deste alcaloide tem sido realizada
para induzir HAP, seguida de sobrecarga de pressao no VD, hipertrofia ventricular
direita (HVD) e IC direita (RAMOS et al., 2008).

Nosso grupo de pesquisa possui experiéncia prévia na utilizacdo deste
modelo experimental. Ao investigar a progressdo da HAP em decorréncia do uso
de MCT em ratos machos Wistar, Leichsenring-Silva et al. (2011) obtiveram como
resultado modificacbes morfolégicas e funcionais do VD aos 21 dias apos a
injecdo de MCT. No entanto, 31 dias ap0s o inicio do protocolo, mudancas no
ventriculo esquerdo foram encontradas, sugerindo subsequente disfuncdo desta
camara. No estudo desenhado para verificar se a ingestdo de suco de uva, devido
a suas propriedades antioxidantes, poderia modular o Cor Pulmonale induzido por
MCT, Ludke et al. (2010) encontraram beneficios de prote¢do contra alteracdes da
funcdo do VD e melhora do remodelamento vascular pulmonar. JA Mosele et al.
(2012), utilizando pré-tratamento com suco de uva, observaram atenuacdo da
RVP, melhora em parametros hemodinamicos e influéncia positiva na expressao
de proteinas envolvidas no remodelamento cardiaco. Na investigacdo dos efeitos

do treinamento fisico sobre a hipertrofia cardiaca e estresse oxidativo em modelo



37

de Cor Pulmonale induzido por MCT, Souza-Rabbo et al. (2008) e Colombo et al.
(2013) mostraram que o exercicio fisico é capaz de melhorar a HVD, o0 que esta
associado com a reducao do estresse oxidativo e maior sobrevivéncia. Os dados
encontrados por Siqueira et al. (2012), utilizando ratas Wistar ovariectomizadas,
relatam que a manutencdo do estrogénio fisiolégico exerce influéncia sobre o
equilibrio redox celular, podendo atuar na prevencdo do edema pulmonar tdo
caracteristico desse modelo de HAP. Em recente publicacdo, Colombo et al.
(2015) concluem que o treinamento fisico promove uma resposta benéfica nesta
patologia, diminuindo a concentracdo de H,O, no VD, e consequentemente, a

sinalizacdo para apoptose.

1.3. SISTEMAS ENVOLVIDOS NO REMODELAMENTO VENTRICULAR

1.3.1. Efeitos da Hiperatividade Simpatica

Influenciando o sistema cardiovascular esta o sistema nervoso autbnomo
(SNA), uma vez que, tanto a noradrenalina como a acetilcolina secretadas pelo
sistema nervoso simpatico (SNS) e parassimpatico (SNP), respectivamente,
modificam o desempenho cardiaco (ANGELIS et al., 2004). A ativacdo destes
sistemas neuro-humorais, especialmente 0 sistema nervoso simpatico,
desempenha um papel chave na progressao desfavoravel da disfuncéo ventricular
(RENDQVIST et al., 1997). Apesar disso, pouca atencdo tem sido dedicada ao
estudo do VD, em comparacdo com o ventriculo esquerdo (VE). Por muitos anos,
o VD foi considerado parte redundante da circulacdo. Hoje, porém, reconhece-se

gue o VD desempenha um papel dominante em diversas condi¢cbes, em especial a
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HP. Contudo, ainda pouco se sabe sobre o papel do SNS na IC direita, e 0
potencial dos beta-bloqueadores no tratamento destes pacientes permanece
incerto. Mas entende-se que a modulacdo pelo SNA em resposta ao aumento da
pds-carga é o fator progndstico mais importante na HP (ANDERSEN et al., 2015).

O SNP diminui a frequéncia cardiaca (FC) por meio de impulsos nervosos
vagais, com minimo efeito na contratilidade cardiaca. Isso porque os ventriculos
cardiacos, cuja contracdo € responsavel por bombear o sangue para a circulacédo
pulmonar e circulagéo sistémica, sdo inervados quase exclusivamente por fibras
adrenérgicas (simpatico) e colinérgicas (parassimpatico) (ZIPES, 2008). O SNS é
normalmente ativado quando receptores de estiramento (barorreceptores),
localizados nos grandes vasos, detectam modificacdes da pressdo. Em contraste,
mudancas no volume sanguineo sao detectadas por receptores cardiopulmonares
localizados nos atrios, ventriculos, artéria pulmonar e arteriolas pulmonares. As
fibras simpaticas pos-ganglionares sdo noradrenérgicas e distribuem-se por todo o
coracao (nodo sinoatrial e atrioventricular, atrios, ventriculos, coronarias) e por
todas as artérias, arteriolas, esfincteres pré-capilares, vénulas e veias dos
diferentes territorios (AYRES, 2013 e GUYTON e HALL, 2000). Portanto, enquanto
a FC pode ser determinada por todo o SNA, a contracao e o relaxamento cardiaco
sao controlados pelo SNS (LYMPEROPOQULOS et al., 2014).

No inicio da lesdo miocardica, a ativacado aguda do SNS, ocorre como uma
resposta adaptativa com a finalidade de restauracdo ou manutencéo do DC, niveis
pressoéricos (ANGELIS et al., 2004) e manuten¢do da homeostase cardiovascular.
No entanto, a presenca por longo prazo desta hiperatividade simpatica sucumbe a

seus efeitos deletérios e acelera a progressdo da doenca (TRIPOSKIADIS et al.,
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2009). O acionamento simpético causa aumento da velocidade de despolarizacao
diastdlica com aumento da atividade do nodo sinoatrial, maior velocidade de
conducdo, aumento do cronotropismo, lusitropismo e inotropismo cardiaco; nos
vasos acarreta vasoconstricdo arteriolar, reducdo da capacitancia venosa,
aumenta a RVP e renal, reduz o fluxo sanguineo e a excre¢do de sodio, gerando a
elevagao das pressoes e volumes ventriculares (IRIGOYEN et al., 2001; AYRES et
al., 2013). Por efeito do aumento do trabalho cardiaco, estiramento mecéanico e
sobrecarga de pressao, ha remodelamento dos midcitos, resultando em maior
consumo de oxigénio (BATLOUNI e ALBUQUERQUE, 2000; OKADA et al., 1995).
Favorecendo este remodelamento cardiaco e hipertrofia ventricular esta a
noradrenalina. Atuando por meio de alteracdes na transducéo de sinais, estimula a
expressao de fatores de transcricdo e genes associados a sintese de proteinas no
midcito (REMME, 2003). Aléem disto, a acdo da noradrenalina sobre as células
cardiacas estimula a producdo de EROs (AMIN et al.,, 2001). Estas espécies
reativas de oxigénio também levam a reducdo da capacidade da circulacédo
coronaria de suprir adequadamente a parede ventricular espessada, por
supressdo da angiogénese. A isquemia resultante por reducdo da angiogénese
contribui para a rapida deterioracdo da funcdo do VD e HVD mal-adaptativa
(SUTENDRA et al., 2013). Devido a toxicidade da noradrenalina, sdo encontradas
no miocardio respostas como: atordoamento do miocardio através da modificacdo
da densidade de receptores adrenérgicos, taquicardia, arritmias ventriculares,
fibrose intersticial e apoptose (GUIMARAES et al., 2002; BROURI et al., 2004).
Este controle neural esta fortemente relacionado a FC. A partir das

informacgbes aferentes, por meio de um sistema de estimulagdo e inibigcéo,



40

respostas das vias simpdéticas e parassimpéticas modificam a FC, conforme a
necessidade do organismo em determinado momento. Como anteriormente
descrito, a elevacdo da FC é em maior parte devido ao aumento resposta
simpatica e diminuicdo da resposta vagal (parassimpatica). Alteracdes na FC,
definidas como variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) indicam a habilidade do
coracdo em responder aos estimulos fisiolégicos e ambientais, bem como
compensar os efeitos advindos de doencas. Alta VFC é sinal de boa adaptacéo,
caracterizando mecanismos autondmicos eficientes (AUBERT et al.,, 2003;
RAJENDRA et al., 2006). Relacionado com a hiperatividade simpatica e
diminuicdo da atividade parassimpatica, esta a reducao da VFC (CASOLO et al.,
1992). Considerada um novo fator de risco para as doencas cardiovasculares,
estd a variabilidade da pressédo arterial (VPA). A pressao arterial normalmente
oscila, devido a interacdo dos sistemas neuro-humorais. No entanto, sabe-se que
0 aumento excessivo da flutuacdo da pressdo sanguinea induz hipertrofia
ventricular, rigidez vascular e lesdo de 6rgéos (HOCHT, 2013).

Desta forma, embora uma maior ativacdo do SNS através da
hiperestimulacdo dos receptores beta-adrenérgicos possa ser primeiramente uma
resposta  adaptativa, € considerada prejudicial em longo prazo
(LYMPEROPOULOS et al., 2013), sendo um preditor independente de
deterioracdo ventricular (CIARKA et al., 2010). Portanto, pacientes com
hiperatividade do sistema nervoso simpatico e consequentemente com
concentracfes elevadas de noradrenalina apresentam menor sobrevida (BRUM et

al., 2002).
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1.4. BLOQUEADORES B-ADRENERGICOS NO REMODELAMENTO CARDIACO

1.4.1. O Uso de Bloqueadores Beta-Adrenérgicos

Durante muitos anos, o0 conceito hemodinamicista da IC, com
vasoconstricdo ocasionando o aumento da pré e pos-carga, foi sustentado de
forma dominante. Tendo como tratamento drogas inotrGpicas positivas com o
intuito de melhorar a contratilidade cardiaca e vasodilatadores e diuréticos para
reducdo da sobrecarga excessiva, obteve-se reducdo dos sintomas, mas essas
medidas néo impossibilitavam o agravamento da doenca. Descobriu-se entéo, que
além das alteragbes hemodinamicas, o sistema renina-angiotensina-aldosterona e
0 sistema nervoso simpatico influenciavam na evolucdo da IC. Desta forma,
surgiram novas possibilidades de interacdes medicamentosas, entre elas, os beta-
bloqueadores (BATLOUNI e ALBUQUERQUE, 2000).

Até pouco tempo, o uso de beta-blogueadores ndo era indicado para
individuos acometidos por IC ou disfuncéo ventricular esquerda, fundamentando-
se nas ac0des inotrépicas e cronotropicas negativas dos beta-bloqueadores (HUNT
et al., 2001). Para manter seu desempenho, o coracéo insuficiente necessita dos
estimulos beta-adrenérgicos. O uso de compostos anti-adrenérgicos leva a
depressdo do miocardio e reducdo do DC, e a eliminacdo abrupta do estimulo
adrenérgico pode, inicialmente, piorar o quadro de IC. Entretanto, esta resposta
negativa é temporaria, com o uso de doses iniciais baixas com aumento gradual
(HALL et al., 1995).

Segundo recomendacdes da | Diretriz de Insuficiéncia Cardiaca Crbnica da

Sociedade Brasileira de Cardiologia, do ano de 2014, o uso de beta-blogueadores
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determina beneficios ndo somente na redugcdo dos sintomas, mas também no
namero de reinternagdes e 6Obitos, atuando no remodelamento reverso e reducao

da progressao da disfungéo ventricular esquerda.

1.4.2. Receptores Adrenérgicos no Controle Cardiovascular

A atividade simpatica € mediada pela producdo e liberagcdo das
catecolaminas, adrenalina e noradrenalina. A maior parte das terminacdes
sinapticas apresenta a noradrenalina como transmissor. Esta, quando liberada na
fenda sinaptica, ativa os receptores adrenérgicos na membrana pos-sinaptica (a e
B) e também na pré-sinaptica (a2 e p2), causando causa mudancas no estado
funcional das células (ATALA e CONSOLIM-COLOMBO, 2007).

Os receptores alfa (a) adrenérgicos se diferem em dois subtipos: alfal (a1)
e alfa2 (a2), e os beta-adrenérgicos em: betal (B1), beta2 (B2) e beta3 (B3). O
efeito final da ativacdo deste receptor depende do orgao-alvo (BORTOLOTTO e
CONSOLIM-COLOMBO, 2006). O coracao contém os trés subtipos de receptores
B (BRODDE, 1993). No miocéardio saudavel sdo encontrados B1 e B2, porém
havendo dominio de B1. Nos atrios, 60% a 70% dos receptores sdo 1, jA nos
ventriculos este percentual se eleva, com 70% a 80% de predominio do tipo p1
(ATALA e CONSOLIM-COLOMBO, 2007). A isoforma B3 apresenta baixa
expressdo cardiaca e é predominantemente inativa em situacfes fisiologicas,
parecendo determinar efeitos inotropicos negativos nos cardiomidcitos (DEVIC et
al., 2001). O coragdo também expressa os receptores a1, embora seu papel na

fisiologia cardiaca ainda esteja em debate. Em contraste, seu papel na regulacéo
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do fluxo sanguineo é bem conhecido (SHANNON e CHAUDHRY, 2006). Perros et
al. (2015) e Rubin (2015) fornecem evidéncias de que 0s receptores adrenérgicos
B1, B2 e B3 atuam na geracdo de proliferacdo celular endotelial e mediadores
inflamatérios na vasculatura pulmonar, atuando na gravidade hemodinamica da
HAP. As acdes especificas dos principais receptores envolvidos na disfuncdo

cardiaca estéo dispostas na tabela 2.

Efeitos da ativacio dos diferentes receplores
adrenérgicos na insuficiéncia cardiaca

Receptores beta-1

- Efeitos mediados pelo AMP ciclico
Aumento da excitabilidade ¢ contratilidade
Indugdo de taquiarritmias
Hipertrofia miocardica ¢ remodelamento
Morte celular acelerada
Estimulagio da hiberagdo de renina

Receptores beta-2
Efeitos mediados pelo AMP ciclico (menos intensos)
Indugdo de aquiarntmas
Estimulagfio da liberagdo de noradrenalina pré-sindptica

Receptores alfa-1

. Vasoconstrigdo (sistémica, corondria e renal)
Indugdo de taquiarritmias
Hipertrofia miocardica ¢ remodelamento
Retengdo de sodio ¢ dgua

Tabela 2: Efeitos da ativacao dos diferentes receptores adrenérgicos na insuficiéncia cardiaca.
(Retirado e adaptado de BATLOUNI e ALBUQUERQUE, 2000)

Em decorréncia da recorrente ativacdo do SNS, ha uma reducao do subtipo
B1 se correlacionando com a gravidade da doenca, efeito denominado de down-
regulation, enquanto a densidade dos receptores B2 nado se altera. Por
conseguinte, no coracao insuficiente, a proporcdo de receptores (2 aumenta

consideravelmente, podendo representar até 50% do total de receptores
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adrenérgicos (WALLUKAT et al., 2003). A porcentagem dos receptores a1 varia
de 2% a 23%, e apresenta um aumento na IC, contudo permanece bem inferior &
porcentagem dos beta-receptores (BATLOUNI e ALBUQUERQUE, 2000). Estas
mudancas podem ser interpretadas como um mecanismo de protecdo contra 0s
efeitos prejudiciais da noradrenalina. No entanto, eles levam a uma maior
deterioracdo cardiaca, uma vez que O coracdo inativa suas estratégias de
manutencdo de uma funcdo sistélica adequada. Estratégias terapéuticas podem
atuar no bloqueio adrenérgico, para que ndo ocorra esta perda de sensibilidade

(LOHSE et al., 2003).

1.4.3. Mecanismo de Acao dos Beta-Bloqueadores

Os receptores beta-adrenérgicos sao ligados a proteina G e apresentam
sete dominios transmembrana (NETO et al.,, 2006). Apdés sua ativacdo por
agonistas especificos, a subunidade Ga da proteina G catalisa a mudanga do
GDP (guanosina difosfato) por GTP (guanosina trifosfato), gerando a dissociacao
desta proteina. Entdo, a subunidade Ga desloca-se para ativar a enzima
adenilato-ciclase (AC) e estimula o aumento substancial da concentracdo de
adenosina 3',5' - monofosfato ciclico (AMPc) (FRAGOSO, 2002). Quando em
elevadas concentracbes, o AMPc intracelular pode ocasionar a ativacdo da
holoenzima proteina quinase A (PKA) na sua sub-unidade regulatoria, liberando a
sub-unidade catalitica para o citosol (SILVA et al.,, 2009). Acionada, a PKA
estimula o metabolismo dos midcitos e gera aumento da entrada de célcio no

citosol durante a despolarizagdo celular, sendo capaz de regular a contratilidade
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miocardica (GERHARDSTEIN et al., 1999) (Figura 9). Através da fosforilagdo da
fosfolambam (PLB), permite que ocorra a recaptacdo de célcio pela bomba
SERCA. Pela fosforilacdo da troponina |, reduz a afinidade do calcio no complexo
actina-miosina. Como consequéncia, a estimulacdo da via receptor beta-
adrenérgico aumenta a forca de contracao, acelera a contracdo e diminui o tempo
do relaxamento cardiaco (Figura 8).

O uso de beta-bloqueadores pode preservar a estrutura e fungcdo do
miocardio devido a diminuicdo de AMPc (STRANG et al., 1994; WERSTIUK e
LEE, 2000). O bloqueio beta-adrenérgico pode, além disso, induzir efeitos anti-
arritmicos devido a diminuicdo da FC; adequar os efeitos eletrofisiologicos atraves
da diminuicdo da automaticidade; prevenir a hipocalemia (BOSCO e BRAZ, 2001);
reajustar a sensibilidade dos barorreceptores; aumentar o tbnus parassimpatico,
reduzir a taquicardia (CHIZZOLA et al., 2006); inibir a formacdo da renina e a
atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona, atuando conjuntamente
com os inibidores da enzima de conversdo da angiotensina (BATLOUNI e
ALBUQUERQUE, 2000).

A administracdo de beta-bloqueadores por longo prazo pode efetivamente
inverter o processo de remodelamento ventricular, mediante a reducéo
progressiva dos volumes ventriculares e da massa miocardica, ocasionando,
assim, melhora da funcao sistélica (PERRINO e ROCKMAN, 2007; DUARTE et

al., 2009; PU et al., 2013).
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Midcitos cardiacos
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Figura 8: Contracéo dos midcitos cardiacos e sua regulacéo por receptores adrenérgicos
cardiacos. (Retirado e adaptado de LYMPEROPOQULOS et al., 2013)

DAG: 2-diacilglicerol; GRK: receptor de quinase acoplado a proteina G; IPsR: receptor IP3; IP3: inositol
trifosfato; LTCC: canal de célcio do tipo L; NKA: Na'/K" ATPase; PIP,: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; PKC:
proteina quinase C; PLB: fosfolambam; PLC: fosfolipase C; PLM: fosfoleman; RyR: receptor de rianodina;

SERCA: sarco / reticulo endoplasmatico Ca®* - ATPase; TRPV: potencial receptor transiente vanildide

1.4.4. A Utilizagcdo dos Beta-Bloqueadores na Préatica Clinica

Apesar dos comprovados beneficios da utilizacdo dos beta-bloqueadores,
existem controvérsias quanto a selegdo de um particular bloqueador B para o

tratamento da IC (CHARTTERJEE et al.,, 2013). Black-Maier et al. (2015)
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apresentam como principais beta-bloqueadores: metoprolol, atenolol, carvedilol,
bucindolol, bisoprolol e nevibolol. As diferencas mais relevantes relacionam-se a
seletividade aos receptores e as propriedades agregadas que cada um possuli.

Chatterjee et al. (2013) realizaram uma revisdo sistematica e meta-analise
referente a eficdcia dos diferentes beta-bloqueadores na IC, envolvendo 21
estudos. Na andlise geral, melhoras na fracdo de ejecdo ventricular esquerda
foram semelhantes independentemente do farmaco utilizado. Porém, ao se referir
a mortalidade, todos os beta-bloqueadores mostraram melhoria, mas o maior
efeito foi observado com carvedilol. Segundo Ruwald et al. (2013), é com o uso de
carvedilol que esta associado o0 menor numero de internacdes. Acredita-se que 0
bloqueio total dos receptores adrenérgicos, levando ao beneficio maximo do
bloqueio simpatico, além das implicacbes resultantes do bloqueio a e da
capacidade antioxidante, podem explicar os melhores resultados encontrados com
o carvedilol quando comparado a outros beta-bloqueadores (BATLOUNI e
ALBUQUERQUE, 2000).

Uma das razdes pela qual as diretrizes atuais relutam em utilizar inibidores
neuro-hormonais para o tratamento da HAP é o temor de hipotensao sistémica ou
os efeitos inotropicos negativos agudos, que inibidores neuro-hormonais séo
conhecidos por induzir (GALIE et al. 2009). Além disso, pacientes com HAP s&o
altamente dependentes do ritmo cardiaco para aumentar seu DC (MAN e
HANDOKO, 2015). Sdo escassos os dados disponiveis na literatura abordando o
uso de beta-bloqueadores na HAP (BRANDYOPADHYAY et al., 2015).

Em estudo de HAP experimental, o tratamento com o beta-bloqueador

bisoprolol apresentou-se eficaz em retardar a IC, através da melhora da
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contratilidade, reducédo da fibrose e inflamag¢do do miocardio (MAN et al., 2011).
Através do estudo de coorte de Petsey et al. (2012) com 94 pacientes com HAP
divididos em dois grupos, com e sem 0 uso de beta-bloqueador, concluiu-se que
nao houve diferencas significativas entre os grupos na hemodinamica pulmonar e
funcdo cardiaca. Para Van Campen et al. (2014), a terapia com beta-bloqueador é
totalmente tolerada por pacientes com HAP. Em seus resultados, o bisoprolol
atuou na melhora da fracdo de ejecdo do VD. O grupo de pesquisa de Okumura
em recente publicacdo (2015) demonstra que o tratamento com carvedilol, em
modelo de HAP de ratos Sprague-Dawley, reduziu o teor de colageno cardiaco,
expressao de fatores de crescimento e HVD. Contudo, néo foi eficaz na reducao
da pressao sistélica do ventriculo direito (PSVD) e desencadeou queda da FC.
Segundo estudo realizado por Bandyopadhyay et al. (2015), devido a
resultados controversos, pouco se sabe sobre a frequéncia da utilizacdo de beta-
bloqueadores e do papel exato do bloqueio nestes pacientes. Sendo assim, néo
existem atualmente evidéncias clinicas de que beta-bloqueadores devam ser
utilizados para o tratamento da insuficiéncia cardiaca a direita (MAN e HANDOKO,

2015).

1.4.5. Beta-bloqueador Bucindolol

Bucindolol (BCD) é um beta-bloqueador altamente lipofilico (Figura 9),
metabolizado pelo figado por meio do citocromo P450, principalmente a isoforma
2D6, semelhante a maioria dos outros beta-bloqueadores (BRISTOW, 2000). Liga-

se extensamente as proteinas (87%), com meia-vida de cerca de 8 horas
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(GOODMAN e GILMAN’'S, 2012). Denominado um bloqueador de terceira
geragcdo, ndo seletivo, atua em receptores 1, B2 e apresenta atividade
antagonista al adicional (Tabela 3), contribuindo para um efeito vasodilatador.
Seu perfil de atividade neuro-hormonal é muito semelhante ao do carvedilol
(BRISTOW, 2000), mas diferem quanto as propriedades antioxidantes (Tabela 4)
(BATLOUNI E ALBUQUERQUE, 2000), devido ao carvedilol aumentar a
disponibilidade do NO (VANHOUTEE e GAO, 2013). Sua capacidade de
apresentar ou nao atividade simpatomimética intrinseca no miocardio humano,
controverso entre os autores, ndo apresenta nenhuma evidéncia (BLACK-MAIER,

2015).

Figura 9: Estrutura quimica do bucindolol.
2-[2-hydroxy-3-[[1-(1H-indol-3-yl)-2-methylpropan-2-ylJamino]propoxy]benzonitrile
(Retirado de Santa Cruz Biotechnology - http://www.scbt.com/datasheet-203860-bucindolol.html)

Comparagao farmacodinamica dos principais beta-bloqueadores
B-blogueador  B1 antagonista B2 antagonista ai antagonista redugdo NE sistémica
Metoprolol wbdk + 0 0
Atenolol — i i] 0
Canvediol et P o 0
Bucindalol o A + —
Bisoproiol +H+ + 0 0
hebivolol ek 0.5+ 0 0

Tabela 3: Comparacéo farmacodinamica dos principais beta-bloqueadores.
(Retirado e adaptado de BLACK-MAIER et al., 2015)
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Propriedades Tarmacolbgicas dos beta-blogueadores
mais wlilizados no ratamenio da insuliciencia cardiaca

Bloqueio il Bloqueo 2 Bloguen al Agdo
vasodilatacio |antiox wdante

Metoprolol 4+ _ _ _
Bisoprolol ++ _ _ _
Bucindolol ++ + + [wd) _
Carvedilol R A + ezl ) +

vid- vasodilstacio direta

Tabela 4: Comparacéo da propriedade antioxidante dos principais beta-bloqueadores.
(Retirado e adaptado de BATLOUNI e ALBUQUERQUE, 2000)

BCD apresenta duas caracteristicas unicas em comparacdo a outros beta-
bloqueadores. A primeira € a sua propriedade simpatolitica, ou seja, reduz os
niveis e o efeito da noradrenalina sistémica (Tabela 3) de pacientes com IC
(BLACK-MAIER et al., 2015). Sabe-se que 0 aumento dos niveis de noradrenalina
plasmatica se relaciona com pior desempenho cardiaco e com a gravidade desta
doenca (COHN et al., 1984), bem como o desencadeamento de fibrilacdo atrial
(BLACK-MAIER et al., 2015). A segunda caracteristica é que variacfes genéticas
no receptor adrenérgico 1, bem como em um modificador do mecanismo de
sinalizacdo para a liberacdo da noradrenalina, modificam a resposta simpatolitica
(ALEONG et al., 2013). Estes polimorfismos poderiam ser responsaveis por uma
resposta exacerbada do farmaco (O’'CONNOR et al., 2012). Houve a aprovacao
do U.S. Food and Drug Administration (FDA) para o uso do BCD na IC em
conjunto ao teste genético para avaliacdo do polimorfismo Arg389Gly dos
receptores B1, o qual identifica os individuos que nao responderiam

adequadamente a este tipo de beta-blogueador. Devido a familia de receptores
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beta-adrenérgicos ser altamente polimorfica, BCD tem o potencial de ser o
primeiro tratamento direcionado a doengas cardiovasculares com alvos
geneticamente especificos, evitando assim que os efeitos colaterais que se
sobressaiam aos beneficios (PEREIRA et al., 2010).

Eichhorn et al. (1990) descrevem que o bloqueio adrenérgico com BCD
melhora a fungdo contratii do miocardio, mantendo o consumo de oxigénio
inalterado. Posteriormente, Eichhorn (1993) refere melhoria na funcéo sistélica e

diastdlica do VE, e reducao da pressao arterial pulmonar.
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2. JUSTIFICATIVA

A HAP consiste em uma doenca de progresséao rapida e letal (MALENFANT
et al., 2013), decorrente de uma doenca vascular pulmonar moldada pela acéo
sinérgica de fatores genéticos, epigenéticos e relacionados ao sistema
imunologico (BOGAARD et al., 2009). Sendo assim, € resultante de complexa
fisiopatologia multifatorial (CHAN e LOSCALZO, 2008). Caracteriza-se
patologicamente por uma anormalidade circulatoria, decorrente do aumento da
velocidade do fluxo sanguineo, aumento do tbnus vascular, desequilibrio de
substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras (BOGAARD et al., 2009) e
proliferacdo neointimal progressiva que impulsiona lesdes vaso-oclusivas (TUDER
et al., 2009), acarretando como resultado o remodelamento da parede vascular
com aumento progressivo da RVP (GRUNING et al., 2011). Em decorréncia, ha
elevacdo da pos-carga imposta ao VD, gerando consequente hipertrofia, dilatacédo
(CASSERLY e KLINGER, 2009) e IC direita (HANDOKO et al., 2009). Com o
aumento de consumo de oxigénio pelo miocardio (CASSERLY e KLINGER, 2009),
€ provavel que o estresse oxidativo participe do desenvolvimento e progressao
desta doenca (TSUITSUI et al., 2011). Igualmente importante nas causas deste
remodelamento progressivo e declinio da fungcdo miocéardica estd o aumento da
atividade simpatica, sendo a hiperatividade do sistema neuro-hormonal uma das
respostas encontradas mais precocemente (VANHOUTTE e GAO, 2013). Apesar
dos avancos, a HAP continua a ser uma doenca fatal (WEINSTEIN et al., 2013), e
a funcdo do VD é a maior determinante da capacidade funcional e progndstico

(VOELKEL et al., 2006).
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Contudo, ainda ha escassos estudos referentes a estratégias de tratamento
especificas para precaver ou reverter a disfuncdo cardiaca direita apresentada
pelos individuos com HAP. Sabe-se que bloqueio beta-adrenérgico diminui
aproximadamente 30% da mortalidade de pacientes com IC esquerda, porém
pouquissimas pesquisas referem sua utilizacdo na IC direita pela HP (BOGAARD
et al., 2010; BANDYOPADHYAY et al., 2015). Modelos experimentais demonstram
beneficios do uso de beta-bloqueadores na HAP, contudo, as respostas
encontradas sao incertas (MAN et al.,, 2012; BOGAARD et al., 2010). Néao
obstante a evidéncia substancial de seus efeitos benéficos, seu uso atualmente
nao é recomendado (GALIE et al., 2009; MAN et al., 2015).

Considerando os beneficios hemodinamicos, eletrofisiolégicos e,
principalmente neuro-hormonais do beta-bloqueador BCD, o presente estudo visa
avaliar o efeito deste bloqueador, que oferece bloqueio absoluto dos receptores
adrenérgicos e nao apresenta propriedades antioxidantes, no remodelamento

ventricular direito e progresséo da doenca.
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3. FORMULACAO DO PROBLEMA

Qual o efeito da administracdo do beta-bloqueador bucindolol sobre a HVD
e IC direita em ratos Wistar com HAP, induzida pela administracdo de

monocrotalina?

4. HIPOTESE

O bucindolol reduz a HVD e IC direita decorrente da HAP induzida pela
droga monocrotalina, por meio do blogueio simpatico e da atenuacdo do

desequilibrio redox, responsaveis estes pela melhora funcional do VD.

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho do beta-bloqueador bucindolol na modulacdo da
atividade autonémica e no remodelamento cardiaco, por meio da avaliacdo de
parametros hemodinamicos, funcionais, estruturais e de estresse oxidativo no

modelo experimental de HAP induzida por monocrotalina.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Mensurar semanalmente o ganho de massa corporal dos animais.



55

e Quantificar os seguintes indices morfométricos: congestao hepatica, congestdo
pulmonar e hipertrofia ventricular direita.

e Avaliar o perfil hemodinamico por meio das medidas da pressao ventricular
sistdlica e diastodlica final do VD, da pressdo da artéria pulmonar, e determinar o
indice de contratilidade (dP/dtmsx) € relaxamento do VD (dP/dtmin).

e Verificar as modificacbes induzidas pela monocrotalina e pelo bucindolol por
meio de ecocardiografia transtoracica, avaliando parametros de funcéo sistdlica e
diastodlica, RVP e indice de performance do miocardio (IPM).

e Avaliar a funcdo autondmica cardiaca e vascular por meio dos componentes
simpatico e parassimpatico, VFC, VPA e balanco simpatovagal.

e Verificar a influéncia do tratamento sobre as concentra¢cfes de H,0,, a atividade
das enzimas antioxidantes (SOD, GPx e CAT) e o dano oxidativo a lipidios em

homogeneizado do VD de ratos com HAP.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. ANIMAIS

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos pesando de 130 + 10 gramas
provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratério (CREAL) e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de
Farmacologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Os animais foram mantidos em caixas plasticas (15 x 32 x 39 cm), com
guatro animais por caixa, sob condicdo padrdo de biotério: racdo comercial
(Nuvilab CR-1) e a4gua ad libitum, umidade controlada (70%), ciclo “claro-escuro”

de 12 horas e temperatura controlada (20-25°C).

6.2. CALCULO AMOSTRAL

O calculo do tamanho amostral foi efetuado por meio do programa Sigma
Plot 11.0. No célculo foram considerados probabilidade de erro a = 0.05 e poder
do teste estatistico de 0.95, sendo o parametro utilizado a PDFVD (pressao
diastolica final do VD) (LUDKE et al., 2010). O n calculado foi de 8 animais por
grupo, totalizando 32 amostras para quatro grupos. Considerando a estimativa de
perda de 25% dos animais no periodo de desencadeamento da doenca (SOUZA-
RABBO et al., 2008), foram adicionados 8 animais ao tamanho amostral (inseridos

Nos grupos que receberam a monocrotalina), totalizando 40 animais.
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6.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para o desenvolvimento desta pesquisa, quatro grupos experimentais foram

estabelecidos:

Controle sem bucindolol (CTR SEM BCD): animais que receberam a
administracdo de solucdo salina e receberam o tratamento com veiculo;

Controle bucindolol (CTR+BCD): animais que receberam a aplicacéo de solugéo
salina e foram submetidos ao tratamento com bucindolol;

Monocrotalina sem bucindolol (MCT SEM BCD): animais que receberam a
administracdo de monocrotalina e receberam o tratamento com veiculo;
Monocrotalina bucindolol (MCT+BCD): animais que receberam a aplicacdo de

monocrotalina e foram submetidos ao tratamento com bucindolol.

6.4. BIOETICA COM OS ANIMAIS

Todos os procedimentos experimentais desenvolvidos no presente estudo
estdo de acordo com a Lei Arouca (Lei n°® 11.794), com as Diretrizes para o
Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos, de 2013, e
com as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA - 2013 (Conselho Nacional
de Controle e Experimentacdo Animal). Este trabalho foi aprovado pela Comisséao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

através do nimero de aprovacao: 26244.
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6.5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

6.5.1. Ambientac&o dos Animais

Os animais permaneceram 7 dias em ambientacdo, no Biotério Setorial do
Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da

UFRGS. Apés este periodo, a administracdo de monocrotalina foi efetuada.

6.5.2. Administracdo da Monocrotalina

Os animais receberam uma U(nica injecdo intraperitoneal (i.p.) de
monocrotalina (60 mg/Kg) (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA) ou solucéo
salina 0,9% (pH 7,4) no mesmo volume (WERCHAN et al.,, 1989), sendo a
preparacdo realizada de acordo com Singal et al. (2000). A diluicdo da
monocrotalina, sendo 60 mg para 1 mL de volume final, foi feita em 0,5mL de HCI
1IN. Apoés solubilizar, o pH foi ajustado até atingir 7,4 com a adicdo de NaOH 1N e
para complementar até o volume final foi acrescentado NaCl 0,9%. Para um rato
de 180 gramas, por exemplo, foi administrado 180 uL de solucédo, ndo alterando,
portanto, a sua volemia (WERCHAN et al., 1989). Apoés a inducdo da HAP, os

animais foram pesados e acompanhados por 14 dias.

6.5.3. Administracdo do Beta-bloqueador Bucindolol

Apo6s duas semanas da administracdo da monocrotalina, os animais foram

submetidos ao tratamento com o beta-blogueador bucindolol (2 mg/Kg) (Santa
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Cruz Biotechnology; CA, EUA), sendo a preparacdo adaptada de Baker et al.
(2011). Este, foi administrado uma vez por dia via i.p., durante 7 dias. Para um
animal de 250 gramas, para exemplificar, foi administrado 0,5 mL de solucéo.
Segundo Rhoden e Rhoden (2006), quantidades tdo elevadas quanto 10 mL/100
gramas de massa corporal podem ser administrados via i.p.; deste modo, nos
mantivemos bem inferior a margem de seguranca com administracdo de volumes
menores. Os animais que nao pertenciam aos grupos que receberam bucindolol
foram submetidos ao tratamento com veiculo (1% DMSO, 2% Tween 20, NaCl

0,9%) no mesmo volume.

TRATAMENTO (7 dias)

GRUPOS 12 DIA 82 DIA 222DIA € > 292 DIA
ambientacgéo NaCl 0,9% veiculo Avaliagbes e eutanasia
ambientacao NaCl 0,9% bucindolol Avaliagdes e eutanasia
ambientacao monocrotalina veiculo Avaliagbes e eutanasia
ambientacao monocrotalina bucindolol Avaliagbes e eutanasia

Y Avaliacdes

Ecocardiografia
Cateterismo da artéria femoral

Cateterismo do ventriculo direito

Coleta de 6rgéos - ap6s a eutanasia

Figura 10: Desenho experimental do estudo.
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6.6 ANALISES FUNCIONAIS, HEMODINAMICAS E ESTRUTURAIS

6.6.1. Avaliacdo Ecocardiogréfica

Ap6s 7 dias de tratamento com o beta-bloqueador, os animais foram
anestesiados com quetamina (90 mg/Kg - i.p.) e xilazina (10 mg/Kg — i.p.),
tricotomizados na regido ventral do térax e entdo posicionados para a avaliacao
ecocardiografica. As imagens foram obtidas através do modo bidimensional, modo
M e do doppler pulsado (Sistema de Ultrassom Philips HD7; Andover, MA, USA),
utilizando um transdutor piezoelétrico setorial S12-4 (Philips; Andover, MA, USA).
Os seguintes parametros foram avaliados: diametro diastdlico do VD (DdVD),
diametro sistolico do VD (DsVD), area do VD na diastole, area do VD na sistole,
DC do VD, volume sistdlico (VS) do VD, excursao sistolica do plano do anel da
tricispide (TAPSE), fracdo de encurtamento (FEC) do VD, mudanca de area
fracional (MAF) do VD, indice de performance miocardica (IPM), RVP através da
relacéo entre o tempo de aceleracéo e o tempo de ejecdo (TAC/TEJ) do fluxo de
sangue pela artéria pulmonar e a relacdo entre a velocidade maxima do
enchimento rapido e lento do ventriculo direito (E/A) (RUDSKI et al., 2010;
URBONIENE et al., 2010; JONES et al., 2002). Os seguintes célculos foram
realizados:
1. VS = AP, (2D) x VTI (doppler), DC = VS x FC

AP¢sa: area de seccao transversal da artéria pulmonar;

FC: frequéncia cardiaca medida no momento de fluxo pela artéria pulmonar.
2. APcsa= (APy/2)? x 3,14

APy. didmetro da artéria pulmonar durante a sistole ventricular;
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3. MAF = (&rea diastolica final do VD — area sistélica final do VD/area
diastdlica final do VD) x 100

4. FEC = (didametro diastdlico final do VD — diametro sistélico final do
VD/diametro diastélico final do VD) x 100

5. IPM = (tempo de fechamento da valva tricispide — tempo de ejecao

pela artéria pulmonar) / tempo de ejecdo pela artéria pulmonar

6.6.2. Avaliagdo Hemodinamica — Cateterismo Artéria Femoral

Apés a ecocardiografia, ainda sob os efeitos do anestésico geral, os
animais foram encaminhados para a realizacdo do cateterismo da artéria femoral.
Iniciamos com a imobilizacdo do animal em uma prancha operatoria,
posicionando-o em decubito dorsal, com seus membros superiores e inferiores
fixados em abducdo com fita crepe. Realizou-se a tricotomia, antissepsia com
alcool 70% e, posteriormente, uma incisdo entre o quadrante medial superior e
inferior na regido proximal do membro inferior direito. O tecido adjacente foi entdo
divulsionado até que a artéria femoral, veia femoral e nervo femoral fossem
expostos. Na sequéncia, a artéria e a veia femoral foram separadas do nervo, e
separadas entre si (Figura 11). Na artéria femoral, através da utilizacdo de uma
tesoura oftalmica, realizou-se um corte no angulo de 45°. Uma céanula de
polietileno P-10 de 5 cm previamente soldado a um tubo de Tygon® de 16 cm
preenchida com NaCl 0,9%, foi inserida no lumen da artéria, sendo fixada com o

auxilio de um fio de algodéo (JESPERSEN et al., 2012) (Figura 12).
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Figura 11: Incisdo e disseccédo do tecido conjuntivo e muscular para expor a artéria femoral,

seguida pela separacao da artéria e veia femoral. (Retirado de JESPERSEN et al., 2012)

Figura 12: Insercéo do cateter através da incisédo no vaso, seguida pela sutura do cateter no local.
(Retirado de JESPERSEN et al., 2012)

A parte de maior calibre da canula, composta pelo tubo Tygon®, foi
conectada a um transdutor de presséo (Strain-Gauge / Narco Biosystem Pulse
Miniature Transducer PR-155; Houston, TX - EUA) interligado a um amplificador

de sinais (Windaqg — taxa de amostragem de 2000Hz / Pressure Amplifier HP
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8850C) para que a monitorizacdo da presséo arterial (sistélica e diastdlica) fosse
realizada (LUDKE et al.,, 2010). Os sinais analogicos destas pressdes foram
digitalizados (Windag-Data Acquisition System; Akron, Ohio - EUA) e expressos

em mmHg (LUDKE et al., 2010) (Figura 13).
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Figura 13: Presséo arterial, obtida através do cateterismo da artéria femoral.

Através da analise espectral, decompomos o0 sinal de pressdo e
identificamos a modulacdo exercida pelos sistemas simpatico e parassimpatico
sobre a FC e presséo arterial, demonstrando qual componente esta mais atuante
no sistema cardiaco e vascular (KARLEN-AMARANTE et al.,, 2012). Para esta
analise, foi utilizado o modelo auto-regressivo aplicado a séries temporais de 250
batimentos cardiacos (ACHARYA et al.,, 2006). A FC foi automaticamente
calculada através do intervalo de tempo entre dois picos sistélicos consecutivos ou
intervalos de pulso. Neste estudo, dois componentes espectrais foram

considerados: baixa frequéncia (LF), 0,10-1,00 Hz e alta frequéncia (HF), 1,00-
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500 Hz (MONTANO et al, 1994). Os espectros foram avaliados
guantitativamente, considerando: HF (atividade parassimpatica), LF (atividade
simpética), LF/HF (balanco simpatovagal), VFC e VPA.Os componentes
espectrais foram expressos em valores absolutos e unidades normalizadas (nu)

(MONTANO et al., 1994).

6.6.3. Avaliagdo Hemodinamica — Cateterismo Ventriculo Direito

Realizado o cateterismo da artéria femoral, deu-se inicio ao cateterismo
da veia jugular. O animal permaneceu contido na prancha operatoria, e apos a
tricotomia e assepsia com alcool 70% realizou-se a exposi¢cdo da veia jugular
direita. Nesta, através da utilizacdo de uma tesoura oftalmica, realizou-se um corte
no angulo de 45°. Uma canula preenchida com NaCl 0,9%, composta por tubo de
polietileno PE-50 foi inserido na veia e introduzido até o VD (Figura 14). Este
cateter foi conectado ao transdutor de pressdo, para que a monitorizacdo da
PSVD e PDFVD fosse realizada. Os sinais analdgicos destas pressbes foram
digitalizados (Windag-Data Acquisition System) e expressos em mmHg (LUDKE et
al., 2010) (Figura 15).

A partir dos registros da onda de presséo ventricular direita e deteccao de
pontos maximos e minimos de cada ciclo cardiaco, foram obtidos os valores
positivos da derivada de contracdo (dP/dtns) € negativos da derivada de
relaxamento (dP/dtnin). Estes foram expressos em mmHg/s (SOUZA-RABBO et
al., 2008). Para estimar a PAP, foi utilizada a férmula: PAP (mmHg) = 0,61 x PAP

sistélica + 2. A PSVD foi utilizada a fim de estimar a PAP sistélica. Sabe-se que a
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PSVD é semelhante a pressédo sistdlica na artéria pulmonar, justificando a sua
utilizacdo na férmula descrita (KOSKENVUO et al., 2010). Para mensurar a RVP,

utilizamos: RVP = (PAP — PDFVD) / DC (URBONIENE, 2010).

Figura 14: Introdugdo do cateter através da veia jugular, alcangando o ventriculo direito.
(Retirado de CHEN et al., 2013)
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Figura 15: Presséo ventricular direita, obtida através do cateterismo da veia jugular.
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6.6.4. Avaliacdo da Hipertrofia Cardiaca

Apl6s a avaliagdo hemodinamica, ainda anestesiados, os animais foram
eutanasiados com o uso da guilhotina, apds sobredose anestésica. A decapitacao
foi realizada em uma sala diferente de onde se encontravam os animais despertos
e o responsavel por este procedimento tinha experiéncia na sua realizacéao.

Entdo, imediatamente o coracdo foi retirado da cavidade torécica e
pesado integralmente, para realizac&o do calculo do indice de Hipertrofia Cardiaca
(IHC= massa do coracdo/massa corporal) (HU et al., 2003). Posteriormente, 0s
ventriculos foram separados para utilizacdo dos indices de hipertrofia do VD:
massa do VD/comprimento da tibia (YIN et al.,, 1982), massa do VD/massa
corporal e massa do VD/massa do VE (FARAHMAND et al., 2004). Ao término das
pesagens, o VD foi rapidamente identificado e congelado em nitrogénio liquido

para as avaliac6es bioquimicas.

6.6.5. Avaliacdo da Congestdo Pulmonar e Hepatica

Igualmente ao coracdo, o figado e os pulmdes foram retirados
prontamente apdés eutanasia dos animais. Depois de serem pesados, foram
acondicionados em uma estufa a uma temperatura de 65° C. Estes 6rgaos foram
pesados diariamente, até que obtivéssemos um peso constante. O indice de
congestdo pulmonar e o indice de congestdo hepatica foram determinados pela

relacdo peso umido do 6rgao/peso seco do érgao (SINGAL et al., 2000).
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6.7 ANALISES BIOQUIMICAS

6.7.1. Homogeneizac¢&o do Ventriculo Direito

Para a realizacdo das analises de estresse oxidativo, o ventriculo direito
foi homogeneizado durante 40 segundos (Ultra-Turrax; Bosch, Atibaia, SP, Brasil)
com cloreto de potassio (KCI 1,15% - 2,5 mL/g de tecido para a andlise de
peréxido de hidrogénio ou 5 mL/g de tecido para as demais analises) e fenil-metil-
sulfonil-fluoreto (PMSF) na concentracdo de 100 mmol/L em isopropanol (10uL/mL
de KCI adicionado). O PMSF é um inibidor de proteases, evitando a degradacao
das enzimas cuja atividade foi avaliada. Em seguida, os homogeneizados foram
centrifugados por 20 min a 3000 rpm em centrifuga refrigerada a 4°C (Modelo
Mikro 220R; Hettich Zentrifugen) e os sobrenadantes armazenados em tubo tipo
Eppendorff e congelados em freezer a -80° C, para realizagdo das medidas

determinadas (LLESUY et al.,1985).

6.7.2. Quantificacdo de Proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry et al.
(1951), que utiliza como padrao uma solucdo de albumina bovina na concentracao
de 1mg/mL. A leitura foi efetuada em um espectrofotometro de placa (Anthos

Zenyth, 200rt) a 625 nm. Os resultados foram expressos em mg de proteina/mL.
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6.7.3. Avaliagdo das Enzimas Antioxidantes

6.7.3.1. Superodxido dismutase (SOD)

A enzima superdxido dismutase catalisa a reacdo de dois &anions
superoxido, com a consequente formagcdo de peréxido de hidrogénio. Assim, a
determinacao da SOD se baseia na inibicdo da reacao do radical superéxido com
o pirogalol. O superoxido é gerado pela auto-oxidacdo do pirogalol em meio
basico. A SOD presente na amostra em estudo compete pelo radical superéxido
com o sistema de deteccdo. A atividade da SOD foi determinada medindo-se a
velocidade de formacdo do pirogalol oxidado. No ensaio, a oxidacdo maxima do
pirogalol foi determinada, possibilitando assim calcular a percentagem de inibicao
causada pela SOD das amostras. A reacao leva a formacao de um produto de cor
detectado espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da enzima foi expressa

em U SOD/mg de proteina (MARKLUND, 1985).

6.7.3.2. Catalase (CAT)

A catalase é uma hemoproteina que catalisa a decomposic¢ao do peroxido
de hidrogénio a agua. Desta forma, o consumo do peroxido de hidrogénio pode
ser utilizado como uma medida de atividade desta enzima. O ensaio consiste em
mensurar a diminuicdo da absorbancia no comprimento de onda de 240 nm.
Devido a alta energia do comprimento de onda no qual as medidas sao realizadas,
utilizam-se cubetas de quartzo. Os resultados foram expressos em nmol/min/mg

de proteina (AEBI, 1985).
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6.7.3.3. Glutationa peroxidase (GPx)

A enzima glutationa peroxidase catalisa a reacdo de peréxidos com
glutationa reduzida para formar glutationa oxidada e o produto da reducdo do
peroxido. Dessa forma, a atividade desta enzima foi determinada medindo-se o
consumo de NADPH na reacao de reducao acoplada a esta enzima. A atividade
foi medida pela absorbancia em um comprimento de onda de 340 nm, e expressa

por mmol/mg de proteina (FLOHE e GUNZLER, 1984).

6.7.4. Concentracao de Per6xido de Hidrogénio no Ventriculo Direito

O ensaio baseia-se na oxidacdo do vermelho de fenol mediada pela
peroxidase de rabanete e pelo peroxido de hidrogénio, tendo como resultado um
produto que absorve a 610 nm. Inicialmente, as amostras de VD foram
homogeneizadas, conforme descrito no item 6.7.1. Para esta técnica, é importante
gue o sobrenadante seja preparado no mesmo dia que sera realizada a analise.
Em seguida, determinou-se uma curva padrdo com diferentes concentracdes de
peroxido de hidrogénio de 10, 20 e 30 nmol/L. Apds a adicdo do perédxido de
hidrogénio na curva padrdo e dos sobrenadantes dos homogeneizados nos pocos
da placa, o experimento deu andamento com a adicdo do tampao PRS (phenol red
solution). Depois de adicionar o tampao PRS, a placa foi agitada a temperatura
ambiente por 25 min. Em cada poco com amostra, foi adicionado hidréxido de

sodio (NaOH 1N). Em seguida, a leitura foi realizada e a concentracéo de peroxido



70

de hidrogénio no tecido cardiaco foi expressa em nmol/mg de proteina (PICK e

KEISARI, 1980).

6.7.5. Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

A peroxidacgéo lipidica foi avaliada através da mensuracdo das substancias
reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), descrita por Ohkawa et al. (1979). Os
homogeneizados foram misturados com 0,75 mL de TCA [m/v] a 20%, e em
seguida realizou-se a centrifugacdo a 3000 rpm durante 5 minutos. O &cido
tiobarbitrico (0,67% [m/v]) foi adicionado a uma aliquota (0,5 mL) do
sobrenadante e a mistura foi aquecida num banho com agua fervente durante 15
min. A absorbancia foi mensurada em um espectrofotbmetro a um comprimento de
onda de 535 nm. Os resultados foram expressos em nmol de TBARS / mg de

proteina, utilizando o coeficiente de extincdo do malondialdeido (156 mM™cm™).
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7. BIOSSEGURANCA E DESCARTE DE ANIMAIS E RESIDUOS

Durante a execucao da metodologia descrita, 0s pesquisadores e bolsistas
envolvidos utilizaram equipamentos de protecéo individual (EPIs) tais como: luvas,
mascaras, jalecos e éculos de protecdo, se necessario. Além destes cuidados
basicos, o preparo de algumas solucdes ocorreu dentro da capela de exaustédo
guando necessério. O descarte de residuos ndo toxicos ocorreu no sistema de
esgoto comum e os demais residuos foram encaminhados para o Centro de
Gestdo e Tratamento de Residuos Quimicos da UFRGS para procedimento
correto de eliminagdo. Os residuos biologicos foram descartados no lixo de cor
branca. As carcacas dos animais mortos foram recolhidas por uma empresa

terceirizada, responsavel pelo servico de coleta de materiais biolégicos.

8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a avaliacdo da normalidade da amostra
através do teste de Kolmogorov-Smirnov, tendo como resultado distribuicao
paramétrica. A analise temporal da massa corporal dos animais foi realizada
através de ANOVA de medidas repetidas de duas vias, seguida pelo pos-teste de
Student-Newman-Keuls (SNK). Os demais resultados foram analisados pela
ANOVA de duas vias, sendo considerado significativo um P<0.05. O n obtido para
cada analise € indicado nas figuras e tabelas de forma individual. Os resultados
sdo apresentados como média + desvio padrdo. O software Sigma Plot (12.0) foi

utilizado como ferramenta para a andlise dos dados.
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9. RESULTADOS

9.1 AVALIACAO DA MASSA CORPORAL

Os animais foram pesados semanalmente, com o objetivo de verificar o
efeito da doenca e do tratamento sobre o ganho de massa corporal. A figura 16
demonstra a massa corporal (expressa em gramas) dos diferentes grupos, durante
o desenvolvimento do protocolo experimental. O dia O refere-se a massa corporal
dos animais no dia da aplicacdo da monocrotalina ou solugcéo salina. No 15° dia
iniciou-se o tratamento com o beta-bloqueador bucindolol ou veiculo, com duracéo
de uma semana. No 7° dia, os grupos monocrotalina (MCT SEM BCD e
MCT+BCD) mostraram uma massa corporal 11% menor que 0S animais que
receberam solucédo salina (CTR SEM BCD e CTR+BCD). Ja nos dias 15 e 22

mostraram uma diferenca de 13% e 14%, respectivamente.
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Figura 16. Analise temporal da massa corporal de ratos Wistar machos. Os animais receberam
injecdo Unica de monocrotalina (60mgfKg i.p.) ou salina no dia 0 e no 15% iniciou-se o tratamento com
bucindolol (2mgfkgfdia i.p.) ou veiculo durante 7 dias. Os dados estdo expressos como media £ desvio
padrio de 7 a 10 animais por grupo. Para esta analise, foi utilizada ANOVA de medidas repetidas. CTH
SEM BCD: animais gue receberam solugdo salina e veiculo; CTR+BCD: animais gue receberam solucio
salina e bucindolol; MCT SEM BCD: animais gque receberam monocrotalina e wveiculo; MCT+BCD:
animais que receberam monocrotalina e bucindolol

®Grupos gue receberam monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em
relacdo aos grupos que ndo receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTR+BCD), no 7°,15% e 22° dia
apds aplicacdo da monocrotalina ou salina (P=<0,05).
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A figura 17 mostra a porcentagem de massa corporal ganha em relacao a
massa dos animais antes da inducao da doenc¢a. Enquanto o grupo monocrotalina
(MCT SEM BCD e MCT+BCD) aumentou 9%, 28% e 37% a sua massa aos 7, 15
e 22 dias, 0 grupo que recebeu solucédo salina (CTR SEM BCD e CTR+BCD) teve
0 acréscimo de 22%, 47% e 59% mensurado nestes dias. Mais do que isso, a
diferenca entre os animais que receberam monocrotalina para os que receberam
salina que era de apenas 13% na primeira semana, passou para 22% no 22° dia.
Sendo assim, evidenciamos que 0s animais que receberam a monocrotalina
tiveram uma reducéo estatisticamente significativa no ganho de massa corporal, e

gue o tratamento com bucindolol n&o foi eficaz na reducéo deste acontecimento.
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Figura 17. Ganho de massa corporal dos animais, em porcentagem, ao longo do tempo. Os
animais receberam injecdo Unica de monocrotalina (60mg/Kg i.p.) ou salina no dia 0 e no 15° dia iniciou-se
o tratamento com bucindolol (2mg/Kg/dia i.p.) ou veiculo durante 7 dias. Os dados estdo expressos como
meédia + desvio padrdo de 7 a 10 animais por grupo. Para esta analise, foi utilizada ANOVA de medidas
repetidas. CTR SEM BCD: animais gque receberam solugdo salina e veiculo; CTR+BCD: animais gue
receberam solugdo salina e bucindolol; MCT SEM BCD: animais que receberam monocrotalina e veiculo;
MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolol.

erupos que receberam monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em
relagdo aos grupos que ndo receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTR+BCD), no 7°, 15% e 22° dia
apds aplicacdo da monocrotalina ou salina (P<0,05).
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9.2 AVALIACAO MORFOMETRICA

9.2.1. Hipertrofia do Ventriculo Direito

A hipertrofia do VD foi mensurada através de diferentes indices: massa do
coracdo/massa corporal (mg/mg), massa do VD/comprimento da tibia (mg/mm),
massa do VD/massa corporal (mg/mg) e massa do VD/massa do VE (g/g) (Tabela
5). Quando analisados, todos os indices apresentaram um aumento significativo
nos grupos monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) quando comparados aos
grupos que nao receberam esta droga (CTR SEM BCD e CTR+BCD). Através da
massa do coracado/massa corporal, mensurou-se um aumento de 15% na massa
do VD dos animais MCT SEM BCD em relagdo ao grupo CTR SEM BCD; e de
14% entre os animais MCT+BCD e os animais CTR+BCD. Quando relacionado
apenas a massa do VD/massa corporal, o0 aumento encontrado nos grupos
monocrotalina foi igualmente de 55%, quando comparados MCT SEM BCD com
CTR SEM BCD e MCT+BCD com CTR+BCD. Por meio da massa VD/massa VE,
51% e 58% foi, respectivamente, a porcentagem da massa ventricular direita
ganha nos grupos monocrotalina sem tratamento e monocrotalina bucindolol. Para
confirmar a alteracdo observada por este indice, analisamos a massa do
VD/comprimento da tibia, visto que no modelo de HAP os animais apresentavam
menor massa corporal, podendo ter influéncias nos resultados obtidos e descritos
acima. Com relacdo a este indice, observamos o0 mesmo padréo de hipertrofia
observado nos outros indices. Analisando os resultados, fica visivel a hipertrofia
do VD ocasionada pela HAP, e a ndo modulagcéo desta pelo tratamento com o

beta-bloqueador.
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Tabela 5. Parimetros morfométricos (indices de hipertrofia do wentriculo direito) de ratos
Wistar machos. Os animais receberam injecdo Onica de menocrotalina (60mg/Kg i.p.) ou salina
e apos 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/g/dia ip.) ou veiculo durante 7 dias.
Resultados obtidoz apos o final do protocolo experimental.

Parametros morfométricos CTR SEMBCD MCT SEMBCD CTR+ECD MCT+BCD
Massa Coragao (g) 0,77+0,03 0,75£0,06 0,79+0,08 0,77£0,07
Coragao/MC (mgimg) 3 62+0,08 3,02+0,38%% 2,72+0,23 2,99+0,19"
Massa VD (g) 0,19:0,04 0,25+0,06*%  0,18:0,02 0,24+0,03"*
VD/MC (mgimg) 0,65:0,11 1,01+0,30*"  0,50£0,08 0,93+0,12 **
VDiTibia (mg/mm) 5,681 10 7.49+179*% 5282060 7,27+0,94**
VDIVE (g/g) 0,33+0,07 0,50+0,13*%  0,29:0,05 0,46x0,10**

Walores expressos como media £ desvio padrdo de 7 a 10 animais em cada grupo. Foi aplicada a andlise
de warifncia (ANOWVA) de duas vias, seguida pelo teste de Siudent-Mewman-Keuls. CTR SEM BCD:
animais que receberam solucdo salina & weiculo; CTR+BCD: animais que receberam solugdo sslina e
bucindolol, MCT SEM BCD: animsais que receberam monoccrotaling e velculo: MCT+BCD: animais qgue
receberam monoorotaline e buwcindolol. WD: wventricule direifo; WVE: wventriculo esguerdo; MC: massa
corporal

®5rupos gue receberam monocrotalime (MCT SERM BCD e MCT+BCD) diferiram significatrvaments em
relagEo aos grupos gue néo receberam monocrotslina (CTR SEM BCD e CTR+BCO) (P<00,05).
CGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relagdo a0 grupo CTR SEM BCD (F=0,05).

tGrl..||:u:.'- MCT+BCD diferiu significativaments em relagso ao grupo CTR+BCD (F<0,05).

9.2.2. Congestdo Pulmonar e Congestdo Hepatica

O indice de congestdo pulmonar foi obtido por meio da razédo entre a massa
do pulméo logo apods a eutanasia do animal (peso Umido - g) e a menor massa
obtida por pesagens consecutivas (peso seco - g). O mesmo indice também foi
avaliado utilizando o peso umido do pulmdo/massa corporal (mg/mg) (Tabela 6).
Quando analisamos o indice de congestdo pulmonar utilizando o peso Uumido/peso

seco, houve um aumento significativo de 12% nos animais MCT SEM BCD em
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relagdo ao CTR SEM BCD e de 14% quando analisados 0s grupos monocrotalina
em relagdo aos que receberam solugéo salina. Apesar disto, ao observarmos o
grupo MCT+BCD, ndo ha diferenca significativa quando comparado ao CTR+BCD.
Em relacdo ao peso Umido do pulmdo/massa corporal, o grupo MCT+BCD
apresentou reducéo estatisticamente significativa de 22% na congestao pulmonar.
Desta forma, demonstramos que 0s animais monocrotalina apresentaram
congestao pulmonar, sinal classico da HAP, e que esta foi atenuada pelo uso do
beta-bloqueador bucindolol. O indice de congestdo hepéatica foi calculado pela
razdo peso umido/peso seco (Tabela 6). Os resultados encontrados néao
apresentaram diferenca significativa entre os grupos experimentais.

Tabela &. Pardmeiros morfométricos (indices de congestaoc pulmonar 2 hepatica) de ratos
Wistar machos. 0= animais receberam injegdo dnica de monocrotalinag (30mgikg ip.) ow =alina

= apbs 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/Egidia i.p.) ow weiculo duranie 7 dias.

Resultados obtidos apos o final do protocolo experimental.

Pardmetros morfometricos  CTR SEMBCD  MCT SEM BCD CTR+BCD MCT+BCD
Mazaa Pulmbo (g) 1,25+0 20 2 0140 35"%  1,34+0,26 1,52+0, 12" ¥
Pulmio - P. amldodaaco (g) 4,55+10,54 5,111[1,3.-1":' 4 ,.90+h0,385 4,55+0,17"
Pulmac - P. dmido/MC (mg]  4,22+0,59 B,02+1,57"%  4,50%0,54 6,33+0,57 1%
Mazea Figadoe (@) 11,56+1,09 10,08+1,58""  10,57+0,95 10,4241 537
Flgado - P. umido/zaco (g) 3,40040,11 3,454+0,12 3,55+0,20 3,47+0,12
Figado - P. 0mido/MC (mg)  3,52+0,24 3,88#0,41  3,7640,31 4,05+0,41

Walares axpressos camo méda ¢ dessio padrdo de T a 10 animais em cada grupa. Fai aplicada a andlise
de vardincia [ANOWA) de duas vias, sepuida pelo teste de Student-Nesman-Keuls. CTR S5EM BCD:
Arvirmais mue recaberam solucis salng e« veiculks; CTR+BCD: anrmais gue recebarmm salecio salims =
bBucindakal: MCT SEM BCD: animais gue recebaram manccrabalicea e vaiculo: MCT+BCD: animais gue
recebaran manoorsialing @ bucirddalsl. P peso: MO masss canparal

®Grupos que receheram manosrotaling (MCT SEM BCD & MOT+BOD) diferdram significativamsante am
relacio aos grupos gue n&o recebaeram monocrotalina (CTR SEM BCD « CTR«BS0D) (P2 05).

SGrups MCT SEM BCD diferiu significatteamente em relacdo aa grupo CTR 5EM BCD (P<0,05)
FErupo MCT+BCD diferu significativaments am relacio ss grupa MCT SEM BCD (S0l 05).

*Grupn'_l FMCT+ECD diferio significativamente am relacio ao grupe CTR+«BCD (P<0,05]
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9.3 AVALIACAO HEMODINAMICA - VENTRICULO DIREITO

9.3.1. Pressdes Ventriculares e Derivadas de Pressao

Os resultados da tabela 7, demonstram um aumento significativo na
presséo sistolica do ventriculo direito (PSVD - mmHg) dos animais monocrotalina
em comparagao aos que receberam solucéo salina. O grupo MCT+BCD teve uma
diminuicdo na PSVD de 37% em relacao ao grupo MCT SEM BCD e um aumento
de 39% em relacdo ao CTR+BCD. No entanto, os animais MCT SEM BCD
diferiram 144% do grupo CTR SEM BCD.

Padrdo semelhante foi encontrado na analise da presséao diastolica final do
ventriculo direito (PDFVD - mmHg). O grupo MCT SEM BCD teve uma maior
PDFVD (180%) quando comparado ao CTR SEM BCD. Contudo, o grupo
MCT+BCD foi 60% inferior ao MCT SEM BCD. Ressalta-se que os animais com
HAP tratados com bucindolol (MCT+BCD) néo diferiram na PDFVD com relacéo
ao grupo CTR+BCD.

As derivadas maxima (dP/dtmax - mmHg/s) e minima (dP/dtmin - mmHg/s),
mostram-se modificadas nos animais que receberam a monocrotalina. No grupo
MCT SEM BCD, houve um aumento de 1,7 e 2 vezes, quando relacionados aos
animais CTR SEM BCD, na dP/dtmax e dP/dtmin, respectivamente. No grupo
MCT+BCD o aumento passou para 1,3 e 1,4 vezes em comparagao ao grupo
CTR+BCD, igualmente na dP/dtmax e dP/dtmin. Quando analisada a relacéo
entre MCT SEM BCD e MCT+BCD, em ambas as derivadas o tratamento com
bucindolol resultou na reducdo dos valores (21% para a derivada maxima e 26%

para a derivada minima). Sendo assim, confirmamos que os animais com HAP
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apresentaram um grande aumento nas pressdes do ventriculo direito e alteracfes
na contratilidade e relaxamento do miocardio. Porém, o beta-bloqueador
bucindolol foi eficaz na reducdo da PSVD, PDFVD e derivadas de pressao.

Tabela 7. Pardmetros hemodindmicos (cateterismo do wventriculo direito) de ratos Wistar
macheos. Os animais receberam injecdo Onica de monocrotalina (E0mg'Kg i.p.) ou salina e apas
14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/Kgidia i.p.) ou veiculo durante 7 dias. Resultados
obtidos apos o final do profocolo expermental.

Parametros
hemodindgmicos CTR SEMBCD  MCT SEM BCD CTR+ECD MCT+ECD
PSVD {mmHg) 2622 52+9*% 28+3% 39+ * ¥
PDFVD (mmHg) 1 723° 321 39t
dPidt.., (mmHgis)  1545+189 2671+465%7 1549+245 2135+244T*
dPidt,., (mmHgls) 5732117 1738+297*% 2072142 1285+341*T*

Walores expressos como media + desvio padrdo de 5 a 7 animais em cada grupo. Foi aplicada 2 andlise
de varancia (ANCWVA) de duas wvias, seguida pelo teste de Siudent-Mewman-Heuls. CTR SEM BCLO:
animais que recebsram solugdo salina & wveiculo; CTR+BCO: animais que receberam sclugdo sslina e
bucindolol, MCT SEM BCLD: animsis que receberam monoorotaling e weiculo: MCT+BCD: animais gue
receberam monocroialina & bucindolol. PSWD: Pressdo sistolica do wentriculo direito; PDFVD: Pressao
digsidlica final do veniricule direito; dP'dt,.. derwvaeds pressdocitempo masima; dPidt,.: dervada
pressdoftempo minima.

® Srupos gue receberam monocrotslina (MCT SEM BCD e MCT+BCO) diferiram significativaments em
relagsio aos grupos gue ndo receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTR+BCD) (P<0,05)

CGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relagdo =0 grupo CTR SEM BCD (F=0,05)

tGrl..||:u:.'- MCT+BCD diferiu significativaments em relagdo ao grupo CTR+BCD (F=0.05)

TGrupo MCT+BCD diferiu significativaments em relacfo ao grupo MCT SEM BCD (P=0,05)
#Grupos que receberam bucindolod (CTR+BCD & MCT+BCD) diferiram significativamente em relagdo aos
grupos que ndc receberam budndclol (CTR SEM BCD e MCT SEM BCD) (P=0,05)

9.3.2. Pressdo da Artéria Pulmonar

Nos animais que receberam monocrotalina, a pressdo da artéria pulmonar

(PAP - mmHg) elevou-se 84%, em comparagao aos animais que nao receberam o
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farmaco. Nos grupos que receberam bucindolol, a PAP reduziu 20% em relagao
aos grupos que néo foram tratados com o beta-bloqueador. Ao compararmos o
grupo MCT SEM BCD e MCT+BCD com seus controles (CTR SEM BCD e MCT
SEM BCD), ambos apresentaram a PAP elevada, 126% e 46%, respectivamente.
Contudo, o grupo MCT+BCD em relagdo ao grupo MCT SEM BCD, apresentou
uma diminuicdo significativo de 30% no valor pressérico da artéria pulmonar
(Figura 18). Estes resultados nos indicam que a HAP ¢é determinada pelo aumento

da PAP e que este é minimizado com a utilizagdo do bucindolol.
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Figura 18. Analise da pressao na artéria pulmonar (PAP) de ratos Wistar machos. Os animais
receberam injecdo Unica de monocrotalina (60mg/kg i.p.) ou salina e apds 14 dias foram tratados com
bucindolol (2mg/kg/dia i.p.) ou veiculo durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo
experimental. Os valores estdo expressos como média + desvio padrdo de 6 a 7 animais por grupo. Foi
aplicada a analise de varidncia (ANOWVA) de duas wias, seguida pelo teste de Student-Mewman-Keuls.
CTR SEM BCD: animais gue receberam solugdo salina e veiculo; CTR+BCD: animais que receberam
solugdo salina e bucindolol; MCT SEM BCD: animais que receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD:
animais gue receberam monocrotalina e bucindolol.

TGrupo MCT+BCD diferiu significativamente em relagdo ao grupo MCT SEM BCD (P<0,05)

VGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relagdo ao grupo CTR SEM BCD (P<0,05)

®(Grupos que receberam monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em
relagdo aos grupos que ndo receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTR+BCD) (P=0,05)

#Grupos gue receberam bucindolol (CTR+BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em relagdo aos
grupos gue ndo receberam bucindolol (CTR SEM BCD e MCT SEM BCD) (P<0,05)

*Grupo MCT+BCD diferiu significativamente em relacdo ao grupo CTR+BCD (P<0,05)
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9.4 ANALISES BIOQUIMICAS

9.4.1. Enzimas Antioxidantes

Para manter o estado redox celular, as enzimas antioxidantes
desempenham um importante papel reduzindo os oxidantes intracelulares. A
enzima superéxido dismutase (SOD) é a responsavel pela conversdo do O, em
H,O,. A sua atividade (Figura 19) se apresentou 87% aumentada nos grupos
monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) em relacdo aos grupos controle
(CTR SEM BCD e CTR+BCD). O grupo MCT SEM BCD teve a atividade da SOD
duas vezes maior que o grupo CTR SEM BCD, e o grupo MCT+BCD, 1,8 vezes

em relacdo ao CTR+BCD.
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Figura 19. Atividade da enzima antioxidante Superoxido Dismutase (SOD) em homogeneizado
de ventriculo direito de ratos Wistar machos. Os animais receberam injecdo tnica de monocrotalina
(60mg/kg i.p.} ou salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/kgfdia i.p.}) ou veiculo
durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo expenmental. Os dados estdo expressos
como meédia + desvio padrdo de 6 a 8§ animais por grupo. Foi aplicada a analise de varidncia (ANOWVA) de
duas was., seguida pelo teste de Student-Mewman-Keuls. CTR SEM BCD: animais gue receberam
solugdo salina e veiculo; CTR+BCD: animais que receberam solugio salina e bucindolol; MCT SEM BCD:
animais que receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e
bucindolol.

*Grupos gue receberam monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em
relagdo aos grupos gue ndo receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTR+BCD) (P<0,05).

*Grupo MCT+BCD diferiu significativamente em relagdo ao grupo CTR+BCD (P=<0_05).

VGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relacdo ao grupo CTR SEM BCD (F<0,05).
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No entanto, ndo se observou diferenga significativa na concentracdo de H;O-

(Figura 20) entre 0s grupos.
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Figura 20. Concentragdc de Perdoxide de Hidrogénieo (H,0,) em homogeneizado de
ventriculo direito de ratos wistar machos. Os animais receberam injecdo Unica de monocrotalina
(60mg/Kg i.p.) ou salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/kg/dia i.p.) ou veiculo
durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. Os dados estdo
expressos como media + desvio padrdo de 7 a 8 animais por grupo. Foi aplicada a analise de
variancia (ANOWVA) de duas vias, sequida pelo teste de Student-Mewman-Keuls. CTR SEM BCD:
animais que receberam solugdo salina e veiculo; CTR+BCD: animais que receberam solugdo salina
e bucindolol (2mg/Kg/dia i.p. - 7 dias); MCT SEM BCD: animais que receberam monocrotalina
(60mg/Kg i.p. - dose dnica) e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e
bucindolol.

lN&o foi observado diferenca significativa entre os grupos.

A enzima catalase (CAT), que é responsavel pela reducdo de H,O, a agua,
mostrou uma atividade aumentada (20%) (Figura 21) em animais monocrotalina
(MCT SEM BCD e MCT+BCD) quando comparado com (CTR SEM BCD e
CTR+BCD). Quando analisamos 0s animais monocrotalina sem tratamento, 0s
resultados indicaram 31% a mais de atividade da CAT em relacdo ao seu controle.
A glutationa peroxidase (GPx) (Figura 22), responsavel pela detoxificacdo de
peréxidos organicos e inorganicos, reduzindo H,O, a agua, ndo apresentou

diferenca significativa entre os animais. Os resultados sugerem que as EROS



82

estdo fortemente associados ao modelo de HAP, porém, o bucindolol ndo atuou
para a reducdo deste estresse oxidativo.
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Figura 21. Atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) em homogeneizado de ventriculo
direito de ratos Wistar machos. Os animais receberam injecdo Unica de monocrotalina (60mgfkg i.p.)
ou salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/Kgfdia i_p.}) ou veiculo durante 7 dias.
Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. Os valores estdo expressos como media
+ desvio padrdo de 6 a 7 animais por grupo. Foi aplicada a analise de varidncia (ANOWVA) de duas vias,
seguida pelo teste de Student-Mewman-Keuls. CTR SEM BCD: animais gue receberam solucdo salina
e veiculo; CTR+BCD: animais que receberam solucgdo salina e bucindolol; MCT SEM BCD: animais gue
receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolol.

®Srupos gue receberam monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em
relacdo aos grupos gque ndo receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTR+BCD) (P=0,05).
VGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relagio ao grupo CTR. SEM BCD (P=0,05).
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Figura 22. Atividade da enzima antioxidante Glutationa Peroxidase (GPx) em homogeneizado
de wventriculo direitoc de ratos Wistar machos. Os animais receberam injecdo Unica de
monocrotalina (60mg/kg i_p.) ou salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/kKg/dia i.p.)
ou veiculo durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. Os valores
estdo expressos como meédia + desvio padrdo de 7 a 10 animais por grupo. Foi aplicada a andlise de
varidncia (ANOWVA) de duas vias, seguida pelo teste de Student-Mewman-Keuls. CTR SEM BCD:
animais que receberam solugcio salina e veiculo; CTR+BCD: animais que receberam solucdo salina e
bucindolol {Zmg/Kgfdia i.p. - 7 dias); MCT SEM BCD: animais que receberam monocrotalina (60mg/kg
i.p. - dose unica) e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolol

Mo foi observada diferenca significativa entre os grupos.
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9.4.2. Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBA-RS)

Mensurado pela técnica (TBA-RS), a lipoperoxidagdo demonstrou aumento
nos animais monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) em relagéo aos animais
controle (CTR SEM BCD e CTR+BCD). Sendo assim, os animais com HAP
apresentaram um maior dano lipidico. Neste regime de tratamento, ndo foram

observadas diferencas na lipoperoxidacéo em relagcédo ao uso do bucindolol.
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Figura 23. Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) em homogeneizado de
ventriculo direito de ratos Wistar machos. Os animais receberam injecdo Unica de monocrotalina
(60mg/Kg 1.p.) ou salina e apos 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/Kg/dia i.p.) ou veiculo
durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. Os dados estdo
expressos como meédia + desvio padrdo de 5 a 7 animais por grupo. Foi aplicada a analise de
variancia (AMOVA) de duas wias, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. CTR SEM BCD:
animais que receberam solugdo salina e veiculo; CTR+BCD: animais que receberam solugdo salina e
bucindolol; MCT SEM BCD: animais que receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais
gue receberam monocrotalina e bucindolol.

*(Grupos que receberam monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente
em relacdo aos grupos que nao receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTR+BCD) (P=<0,05).
*Grupo MCT+BCD diferiu significativamente em relacdo ao grupo CTR+BCD (P<0,05).
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9.5 ANALISES ECOCARDIOGRAFICAS

9.5.1. Funcéo Sistolica do Ventriculo Direito

Os dados relacionados a funcao sistélica do VD estdo apresentados na
tabela 8. Os animais que receberam o beta-bloqueador apresentaram o diametro
diastélico do VD (DdVD - cm) menor (18%), quando comparado aos animais que
receberam o veiculo (CTR SEM BCD e MCT SEM BCD). Quando observado o
diametro sistélico deste ventriculo (DsVD - cm), os animais monocrotalina (MCT
SEM BCD e MCT+BCD) diferiram dos animais que receberam salina (CTR SEM
BCD e CTR+BCD), tendo um diametro 21% maior. Ja, a0 compararmos 0S grupos
bucindolol (MCT+BCD e CTR+BCD) aos néao tratados, o diametro na sistole
apresentou-se 33% menor. O grupo MCT SEM BCD apresentou diferenca
significativa quando relacionado ao grupo CTR SEM BCD, com 26% de aumento
no diametro sistolico. E quando comparado os animais MCT+BCD com os animais
MCT SEM BCD, houve reducdo de 28% no diametro diastolico do ventriculo
direito nos animais com tratamento. Além disso, vale ressaltar que o diametro ndo
foi diferente estatisticamente entre o grupo MCT+BCD e o CTR+BCD.

Quando analisamos a area do VD na diastole (cm?2), diferencas
significativas ndo foram encontradas. Porém, na analise da area do VD na sistole,
evidenciou-se a reducdo (48%) apresentada pelos animais que receberam o
tratamento com bucindolol (MCT+BCD e CTR+BCD). O grupo MCT+BCD
apresentou uma area sistolica 40% inferior ao grupo MCT SEM BCD.

Com relacdo a mudanca de area fracional (MAF - %), os animais que

receberam monocrotalina (MCT+BCD e MCT SEM BCD) apresentaram uma
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menor variacdo da é&rea. Contrariamente, oS animais que receberam o beta-
bloqueador (MCT+BCD e CTR+BCD), apresentaram uma maior MAF (29%). O
grupo MCT SEM BCD reduziu 35% do resultado do grupo CTR SEM BCD, e 32%
do valor encontrado para o grupo MCT+BCD. Novamente, como no parametro
anterior, o grupo monocrotalina que recebeu o beta-bloqueador né&o foi diferente
do CTR+BCD.

O TAPSE (expresso em cm), que avalia o componente longitudinal da
contracao ventricular direita, nos grupos monocrotalina (MCT+BCD e MCT SEM
BCD) se mostrou inferior aos grupos que receberam salina. Inversamente, os
animais que receberam o tratamento com bucindolol, apresentaram resultados
superiores aos animais que nao receberam o tratamento. O grupo MCT SEM BCD
guando comparado ao grupo CTR SEM BCD, apresentou um TAPSE 34% inferior.
Ja o grupo MCT+BCD, apresentou um TAPSE 29% maior que o grupo MCT SEM
BCD.

A fracdo de encurtamento (FEC - %) do VD, igualmente a analise anterior,
demostrou-se inferior nos grupos que receberam monocrotalina. Contrariamente,
0s animais tratados com bucindolol, apresentaram resultados superiores aos
animais que nao receberam o tratamento. O grupo MCT SEM BCD quando
comparado ao grupo CTR SEM BCD, apresentou um FEC 40% inferior. Ja o grupo
MCT+BCD, apresentou um FEC 57% maior que o grupo MCT SEM BCD.

Ao analisarmos o volume sistolico (VS - ml), os grupos monocrotalina (MCT
SEM BCD e MCT+BCD) apresentaram valores 27% menores que 0S grupos
controle (CTR SEM BCD e CTR+BCD). O VS dos animais MCT SEM BCD diferiu

significativamente dos animais CTR SEM BCD, porém, o grupo MCT+BCD nao foi
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diferente estatisticamente do grupo CTR+BCD. Quando comparados MCT SEM
BCD e MCT+BCD, os animais tratados apresentaram um VS 28% maior. O débito
cardiaco (DC - mL/min) também foi encontrado aumentado (45%) nos grupos
controle (CTR SEM BCD e CTR+BCD) em relagdo aos grupos monocrotalina
(MCT+BCD e MCT SEM BCD). Apesar de nao encontrarmos diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos MCT SEM BCD e MCT+BCD, os
animais monocrotalina tratados apresentaram um DC 20% superior em relagéo ao
outro grupo. Imagens representativas (DdVD, DsVD e TAPSE) obtidas através da

ecocardiografia estdo apresentadas nas paginas 87 e 88.

Tabela 8. Parametros ecocardiograficos (funcido sistolica do ventriculo direito) de ratos
Wistar machos. Os animais receberam injecdo Unica de monocrotalina (80mg/kg i.p.) ou salina
e apos 14 dias foram tratados com bucindolol {(2mg/Kgfdia i.p.) ou wveiculo durante 7 dias.

Resultados obtidos no final do protocolo experimental.

ecozz:z‘;;‘;‘::;cus CTR SEM MCT SEM BCD CTR+BCD MCT+BCD
BCD

DdVD (cm) 0,312+0,042 0,333+0,100 0,26610,030" 0,273+0,036"
DsVD {cm) 0,21410,028 0,270+0,080 % 0,170+0,017" 0,195+0,014 %t
Area diastole {cm?) 0,158+0,028 0,19410,124 0,14710,029 0,147+0,035
Area sistole (cm?) 0,085£0,021 0,140+0,093 0,070£0,012% 0,085+0,02%
MAF VD (%) 43,62+7,99 28,25+5,84%° 51,59+83,34% 41,28+9,75 ¥
TAPSE (mm) 0,247+0,016 0,164+0,022"% 0,250+0,025° 0,211+0,018 "%
FEC VD (%) 31,04+5,66 18,6647,15"% 35,62+7,46° 29,23+4 41" %
VS (mil) 0,34%0,02 0,21+0,06"° 0,32+0,07 0,27+0,04" T
DC {ml/min) S9+5 55+13%% 86+13 s6+13" ¥

Valores expressos como média + desvio padréo de 7 a 9 animais em cada grupo. Foi aplicada a analise
de waridncia (ANOWA) de duas vias, seguida pelo teste de Student-Mewman-Keuls. DAVD: didmetro
diastdlico do ventriculo direito; DsWVD: didmetro sistdlico do ventriculo direito; VD: ventriculo direito; FAC:
mudanca de area fracional, TAPSE: excursfo sistdlica do plano anular tricispide; FEC: fracio de
encurtamento; V3: volume sistdlico & DC: débito cardiaco.

& Srupos que receberam monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em

relacéo aos grupos gue ndo receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTR+BCD) (~P<0,05).
GGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relacgsio ao grupo CTR SEM BCD (P<0,05).

*Grupo MCT+BCD diferiu significativamente em relacdo ao grupe CTR+BCD (~=0,05).

1Grupo MCT+BCD diferiu significativamente em relacio ao grupo MCT SEM BCD (P=0,05).

#Grupos que receberam bucindolol (CTR+BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em relacio aos
grupos gue nao receberam bucindolol (CTR SEM BCD e MCT SEM BECD) (F<0,05).
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Figura 24: Imagem representativa do diametro e area sistélica e diastdlica do VD.
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Figura 25: Imagem representativa do TAPSE.
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Figura 26: Imagem representativa do fluxo pela artéria pulmonar (TAC/TEJ).
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9.5.2. Funcéo Diastdlica do Ventriculo Direito

A relacdo pico E/ pico A (cm/s / cm/s) (Tabela 9) é indicativo de funcao
diastdlica do VD. Esse parametro foi significativamente inferior (26%) nos animais
monocrotalina em relacdo aos animais que receberam salina (CTR SEM BCD e
CTR+BCD). O grupo MCT SEM BCD apresentou uma diminuicdo de 27% na
relacéo E/A, quando comparado ao grupo CTR SEM BCD. O mesmo ocorreu com
0 grupo MCT+BCD, que teve uma reducdo de 24% em relagdo ao grupo

CTR+BCD.

Tabela 9. Parametros ecocardiograficos atravées do fluxo pela wvalvula tricdspide (fungao
diastolica do ventriculo direito) de ratos Wistar machos. Os animais receberam injecio dnica
de monocrotalina (60mg/Kg i.p.) ou salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol
(2mgfKg/dia i.p.) ou wveiculo durante 7 dias. Resultados obtidos apds o final do protocolo

experimental.

Parametros
ecocardiograficos CTR SEM BCD MCT SEM BCD CTR+BCD MCT+BCD
Pico E / Pico A 0,89+0,07 0.65+0,062 0,950,185 0,72z0,08" ¥

Valores expressos como média = deswvio padrio de 6 a 7 animais em cada grupo. Foi aplicada a analise
de wvaridncia (ANMOWVA) de duas wvias, seguida pelo teste de Student-Mewman-kKeuls. CTR SEM BCD:
animais gue receberam sclucio salina e weiculo;, CTR+BCD: animais gue receberam solucio salina e
bucindolol; MCT SEM BCD: animais que receberam monocrotalima e wveiculo, MCT+BCD: animais que
receberam monocrotalina e bucindolol.

*Grupos gue receberam monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em
relacio aos grupos gue ndo receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTR+BCD) (~=0,05).

O Grupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relacio aoc grupe CTR SEM BCD (~=0,05).

*Grupo MCT+BCD diferiu significativamente em relacio ao grupo CTR+BCD (~=0,05).

9.5.3. Resisténcia Vascular Pulmonar

A relacédo de tempo de aceleracéo / tempo de ejecdo (TAC/TEJ — segundos

/segundos) foi menor em animais tratados com monocrotalina (MCT SEM BCD e
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MCT+BCD) em comparagédo com animais tratados com solucédo salina (CTR SEM
BCD e CTR+BCD). Sabe-se, que quanto mais baixa a relagcdo TAC/TEJ, mais
elevada € a RVP. Assim, o bucindolol ndo foi capaz de reduzir a sobrecarga de
pressao (Figura 27).

No entanto, quando realizada a andlise da RVP (Figura 28) através da
formula que leva em conta valores obtidos pelo cateterismo do ventriculo direito e
DC, podemos observar diferentes respostas. Os animais monocrotalina, quando
comparados aos animais salina (CTR SEM BCD e CTR+BCD), tiveram um
aumento significativo de na RVP. No entanto, o grupo MCT+BCD teve uma
reducéo significativa de 25% na resisténcia pulmonar, ao seu comparado ao grupo
MCT SEM BCD. Desta forma, o beta-bloqueador bucindolol foi responsavel pela

atenuacao da RVP elevada nos animais com HAP (Figura 31).
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Figura 27. Relagdo do tempo de aceleragio / tempo de ejegao (TAC/TEJ) do fluxo de sangue
pela artéria pulmonar de ratos Wistar machos. Os animais receberam injecdo dnica de
monocrotalina (B0mg/kg i.p.) ou salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/ig/dia i.p.)
ou veiculo durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. Os valores
estdo expressos como média + desvio padrdo de 6 a 7 animais por grupo. Foi aplicada a analise de
variancia (AMNOWA) de duas wias, seguida pelo teste de Student-Mewman-Keuls. CTR SEM BCD:
animais que receberam solugcdo salina e veiculo; CTR+BCD: animais que receberam solugcdo salina e
bucindolol; MCT SEM BCD: animais que receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que
receberam monocrotalina e bucindolol.

VGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relagdo ao grupo CTR SEM BCD (P<0.05).

®5rupos que receberam monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em
relagdo aos grupos gue ndo receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTR+BCD) (P=0,05).
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Figura 28. Analise da Resisténcia Vascular Pulmonar (RVP) de ratos wistar machos. Os
animais receberam injecdo unica de monocrotalina (60mg/Kg i.p.) ou salina e apds 14 dias foram
tratados com bucindolol (2mg/Kg/dia i.p.) ou veiculo durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final
do protocolo experimental. Os valores estdo expressos como média + desvio padrdo de 6 a 7 animais
por grupo. Foi aplicada a analise de varniancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo teste de
Student-Newman-Keuls. CTR SEM BCD: animais que receberam solugdo salina e veiculo; CTR+BCD:
animais que receberam solugdo salina e bucindolol; MCT SEM BCD: animais que receberam
monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolol.

TGrupo MCT+BCD diferiu significativamente em relacdo ao grupo MCT SEM BCD (P<0,05).
VGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relagdo ao grupo CTR. SEM BCD (P=<0,05).

#Grupos que receberam monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em
relagdo aos grupos que ndo receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTR+BCD) (P=0,05).

*Grupo MCT+BCD diferiu significativamente em relacdo ao grupo CTR+BCD (P=<0,05).

9.5.4. indice de Performance Miocardica

O indice de performance miocardica (IPM), que incorpora no calculo
variaveis sistélicas e diastdlicas, apresentou importante correlacdo com a
morbidade e prognéstico nos quadros de HAP. Sabe-se que quanto mais alto o
valor do IPM, maior € a disfuncdo miocardica. O grupo MCT SEM BCD foi
diferente estatisticamente do grupo CTR SEM BCD, com um aumento de 2 vezes

no IPM. Ja no grupo MCT+BCD, ndo foram encontradas diferencas em relacdo ao
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CTR+BCD. Quando comparamos o grupo MCT+BCD ao grupo MCT SEM BCD,
houve um aumento de 1,5 vezes no IPM nos animais que nao receberam o
tratamento. Sendo assim, sugere-se que o IPM que se mostrou alterado na HAP
sem tratamento, tenha sido associado a um melhor desempenho ventricular nos

animais com HAP tratados com bucindolol.
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Figura 29. Analise do indice de Performance Miocardica (IPM) de ratos Wistar machos. Os
animais receberam injecdo dnica de monocrotalina (60mg/kg i.p.) ou salina e apds 14 dias foram
tratados com bucindolal (2mgfkgfdia i.p.) ou veiculo durante 7 dias. Resultados foram medidos ao
final do protocolo experimental. Os valores estdo expressos como media + desvio padrdode 6a 7
animais por grupo. Foi aplicada a analise de variancia (ANOWA) de duas vias, seguida pelo teste de
Student-Mewman-Keuls. CTR SEM BCD: animais gue receberam solugdo salina e weiculo;
CTR+BCD: animais que receberam solugdo salina e bucindolol; MCT SEM BCD: animais que
receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais gue receberam monocrotalina e bucindolol.

+Grupo MCT+BCD diferiu significativamente em relagdo ao grupo MCT SEM BCD (P=0.05).
VGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relagdo ao grupo CTR SEM BCD (P=0,05).

9.6 ANALISE ESPECTRAL - SISTEMA NERVOSO AUTONOMO

9.6.1. Frequéncia Cardiaca

Com relacdo a frequéncia cardiaca (FC), expressa em batimentos por
minuto (bpm), nenhuma alteracdo estatisticamente significativa foi observada nos

diferentes grupos experimentais (Figura 30).
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Figura 30. Analise espectral no dominic da frequéncia. Frequéncia cardiaca de ratos Wistar
machos. Os animais receberam injecdo Unica de monocrotalina (60mg/Kyg i.p.) ou salina e apds 14
dias foram tratados com bucindolol (2mg/kKg/dia i.p.) ou veiculo durante 7 dias. Resultados foram
medidos ao final do protocolo experimental. Os valores estdo expressos como média + desvio padrio
de 3 a 4 animais por grupo. Foi aplicada a analise de variancia (ANOWVA) de duas wvias, seguida pelo
teste de Student-Newman-Keuls. CTR SEM BCD: animais gue receberam solugdo salina e veiculo;
CTR+BCD: animais gue receberam solugdo salina e bucindolol; MCT SEM BCD: animais que
receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolol.

Mao foi observada diferenga significativa entre os grupos.

9.6.2. Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Quando analisamos a variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC — ms?) e
sua relacdo com a HAP e o tratamento, ndo verificamos diferenca significativa

nesta janela temporal (Figura 31).
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Figura 31. Analise espectral no dominio da frequéncia. Variabilidade da frequéncia
cardiaca de ratos Wistar machos. Os animais receberam injecdo dnica de monocrotalina
(60mgfkg i.p.) ou salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/Kgfdia i.p.) ou veiculo
durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. Os valores estdo
expressos como media £ desvio padrdo de 3 a 4 animais por grupo. Foi aplicada a analise de
varidncia (ANOWA) de duas vias, seguida pelo teste de Student-Mewman-Keuls. CTR. SEM BCD:
animais que receberam solugdo salina e veiculo; CTR+BCD: animais que receberam solugio salina e
bucindolol; MCT SEM BCD: animais que receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais
que receberam monocrotalina e bucindolol. FC: frequéncia cardiaca.

NZo foi observado diferenca significativa entre os grupos.

9.6.3. Sistema Nervoso Simpéatico no Controle Cardiaco

A faixa de baixa frequéncia normalizada (LFnu), que indica a porcentagem
de atividade auton6mica exercida pelo sistema nervoso simpatico sobre o
coracao, apresentou uma diminuicdo de 66% nos grupos tratados com o beta-
bloqueador bucindolol (MCT+BCD e CTR+BCD) em relacdo aos nédo tratados
(MCT SEM BCD e CTR SEM BCD). Quando comparamos o grupo MCT SEM BCD
com CTR SEM BCD, houve um aumento de 181% na atividade simpética. Ao
observarmos os animais MCT+BCD, o resultado encontrado é reducédo de 70% na

estimulagcdo simpética cardiaca, em relacdo aos animais MCT SEM BCD (Figura
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32). Desta forma, entendemos que os animais com HAP apresentaram uma
hiperatividade simpética e que esta, através do bloqueio simpético com bucindolol,

pode ser atenuada.
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Figura 32. Analise espectral no dominic da frequéncia. Faixa de baixa frequéncia
normalizada (LFnu) de ratos Wistar machos. Os animais receberam injecdo Unica de
monocrotalina (60mg/kg i_p.) ou salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/Kg/dia
i.p.) ou veiculo durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. Os
valores estdo expressos como media + desvio padrio de 3 a 4 animais por grupo. Foi aplicada a
andlise de vanincia (ANOWVA) de duas vias, seguida pelo teste de Student-Mewman-Keuls. CTR
SEM BCD: animais que receberam solucdo salina e veiculo; CTR+BCD: animais que receberam
solugdo salina e bucindolol; MCT SEM BCD: animais gue receberam monocrotalina e veiculo;
MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolal.

TGrupoe MCT+BCD diferiu significativamente em relacdo ao grupo MCT SEM BCD (P=<0,05).
VGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relagdo ao grupo CTR SEM BCD (P=<0,05).
#Grupos gue receberam bucindolol (CTR+BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em
relagdo aos grupos gue ndo receberam bucindolal (CTR SEM BCD e MCT SEM BCDY) (FP=0,05).

9.6.4. Sistema Nervoso Parassimpatico no Controle Cardiaco

A faixa de alta frequéncia normalizada (HFnu), que indica a porcentagem
de atividade autondmica exercida pelo sistema nervoso parassimpatico sobre o

musculo cardiaco, apresentou um incremento de 56% nos animais tratados com o
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bucindolol (MCT+BCD e CTR+BCD) em comparacao aos néo tratados (MCT SEM
BCD e CTR SEM BCD). Ao compararmos o grupo MCT SEM BCD ao CTR SEM
BCD, encontramos uma diminuicdo de 57% na atividade parassimpatica dos
animais doentes. Quando observamos a resposta do grupo MCT+BCD em relagao
ao grupo MCT SEM BCD, o aumento é de 142%. Além disso, MCT+BCD e
CTR+BCD néao diferiram significativamente (Figura 33). Portanto, cabe afirmar,
gque os animais com HAP correlacionam-se com uma hipoatividade
parassimpatica, e que o tratamento com o beta-bloqueador bucindolol manteve um

nivel fisiologico de ativagéao.
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Figura 33. Analise espectral no dominio da frequéncia. Faixa de alta frequéncia normalizada
(HFnu) de ratos Wistar machos. Os animais receberam injecdo Unica de monocrotalina (60mg/kg
i.p.} ou salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/Kg/dia i.p.) ou veiculo durante 7 dias.
Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. Os valores estdo expressos como média
+ desvio padrio de 3 a 4 animais por grupo. Foi aplicada a analise de varnidncia (ANOWVA) de duas wvias,
seguida pelo teste de Student-Mewman-Keuls. CTR SEM BCD: animais que receberam solugdo salina
e veiculo; CTR+BCD: animais que receberam solugdo salina e bucindolol; MCT SEM BCD: animais que
receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolol.

TGrupo MCT+BCD diferiu significativamente em relacéo ao grupo MCT SEM BCD (P<0,05).
VGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relagio ao grupo CTR. SEM BCD (P=0,05).

®5rupos que receberam monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em
relacdo aos grupos gue ndo receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTR+BCD) (P=0,05).
#Grupos que receberam bucindolol (CTR+BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em relagéo
aos grupos que ndo receberam bucindolol (CTR SEM BCD e MCT SEM BCD) (P<0,05).
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9.6.5. Balango Simpato-Vagal no Controle Cardiaco

A relacdo LF/HF reflete o balanco entre os componentes simpatico e
parassimpatico do sistema nervoso autbnomo, caracterizando o balango simpato-
vagal sobre o coracdo. Os animais que foram tratados com bucindolol (CTR+BCD
e MCT+BCD), apresentaram uma reducdo de 91% em relacdo aos animais
tratados com veiculo. Ao compararmos o grupo MCT SEM BCD com o grupo CTR
SEM BCD, houve um aumento de 211% no balanco simpatovagal dos animais
com HAP. J4, a diminuicdo nos animais MCT+BCD para os animais MCT SEM
BCD foi de 93% (Figura 34). Estes resultados indicam um predominio da atividade
simpatica nos animais com HAP, e a capacidade do bucindolol de atuar na

proporcao simpatica e parassimpatica do controle autonémico.
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Figura 34. Analise espectral no dominio da frequéncia. Balango simpato-vagal (LF/HF) de
ratos Wistar machos. Os animais receberam injecdo Unica de monocrotalina (B0mgfkg i.p.) ou
salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/Kgfdia i.p.} ou veiculo durante 7 dias.
Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. Os valores estdo expressos como
média + desvio padrio de 3 a 4 animais por grupo. Foi aplicada a analise de varidncia (ANOWVA) de
duas vias, seguida pelo teste de Student-Mewman-Keuls. CTR SEM BCD: animais gue receberam
solugcdo salina e veiculo; CTR+BCD: animais gue receberam scolucdo salina e bucindolol; MCT SEM
BCD: animais que receberam monocrotalina e weiculo; MCT+BCD: animais que receberam
moanocrotalina e bucindolol.

TGrupo MCT+BCD diferiu significativamente em relacdo ao grupo MCT SEM BCD (P=<0,05).
ViGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relagio ao grupo CTR SEM BCD (P<0,05) .
#Grupos gque receberam bucindolol (CTRE+BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em
relacdo aos grupos que ndo receberam bucindolol (CTR SEM BCD e MCT SEM BCD) (P=0.05).
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9.6.6. Pressao Arterial

Tanto a HAP quanto o tratamento com o beta-bloqueador bucindolol, ndo

resultaram em diferengas significativas no nivel pressorico diastdlico (mmHg)

(Figura 35).
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Figura 35. Pressdo arterial diastolica de ratos Wistar machos. Os animais receberam injeco
tnica de monocrotalina (60mg/Kg i.p.) ou salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol
(2mg/Kgfdia i.p.) ou weiculo durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo
experimental. Os valores estio expressos como média £ desvio padrdo de 3 a 4 animais por grupo.
Foi aplicada a analise de wvaridncia (ANOWVA) de duas wvias, seguida pelo teste de
Student-Mewman-Keuls. CTR SEM BCD: animais que receberam solugdo salina e weiculo;
CTR+BCD: animais que receberam solucdo salina e bucindolol; MCT SEM BCD: animais que
receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolol.

Mao foi observada diferenca significativa entre os grupos.

Porém, 14% foi o aumento observado na pressao arterial sistolica (PAS -
mmHg) dos animais que receberam o beta-bloqueador, em comparacédo aos que
nao receberam. O grupo MCT+BCD em relacdo ao grupo MCT SEM BCD,

apresentou um aumento de 21% no nivel pressorico sistélico (Figura 36).
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Figura 36. Pressao arterial sistolica de ratos Wistar machos. Os animais receberam injecdo
Unica de monocrotalina (60mg/Kg i.p.) ou salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol
(2mg/Kgfdia i.p.) ou veiculo durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo
experimental. Os valores estdo expressos como média + desvio padrio de 3 a 4 animais por grupo.
Foi aplicada a andlise de varidncia (ANOWA) de duas wias, sequida pelo teste de
Student-Newman-Keuls. CTR SEM BCD: animais que receberam solugdo salina e weiculo;
CTR+BCD: animais que receberam solugdo salina e bucindolol; MCT SEM BCD: animais que
receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolol.

#Grupos que receberam bucindolol (CTR+BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em
relagdo aos grupos gue ndo receberam bucindolol (CTR SEM BCD e MCT SEM BCD) (F<0,05).
TGrupo MCT+BCD diferiu significativamente em relacdo ao grupo MCT SEM BCD (P<0,05).

9.6.7. Variabilidade da Pressao Arterial

Quando analisamos a variabilidade da pressao arterial (VPA — mmHg?), fica
clara a reducdo (50%) apresentada pelos animais que receberam o tratamento
com bucindolol (MCT+BCD e CTR+BCD), em relacdo aos que ndo receberam.
Assim, o grupo MCT+BCD apresentou uma diminuicdo de 75% na VPA, quando
comparado ao grupo MCT SEM BCD. Diferentemente do grupo MCT+BCD que
nao diferiu do seu grupo controle (CTR+BCD), no grupo MCT SEM BCD

encontrou-se aumento significativo de 100% em relagdo ao grupo CTR SEM BCD
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(Figura 37). Portanto, cabe afirmar, que os animais com HAP apresentam uma

maior VPA, e que esta pode ser modulada pelo bucindolol.

15+
- 3 CTR
< _ 23 MCT
o
g _ 10
g
S E
= E
5 T oot
g T 2
0 . .
SEM BCD BCD

Figura 37. Variabilidade da pressao arterial de ratos Wistar machos. Os animais receberam
injecdo Unica de monocrotalina (60mg/kg i.p.) ou salina e apds 14 dias foram tratados com bucindolol
(2mg/Kg/dia i_p.) ou veiculo durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental.
Os valores estio expressos como média + desvio padrio de 3 a 4 animais por grupo. Foi aplicada a
analise de varidncia (ANOWA) de duas wvias, seguida pelo teste de Student-Mewman-Keuls. CTR SEM
BCD: animais que receberam solugdo salina e veiculo; CTR+BCD: animais que receberam solucdo salina
e bucindolol; MCT SEM BCD: animais que receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais gue
receberam monocrotalina e bucindolol.

TGrupo MCT+BCD diferiu significativamente em relagdo ao grupo MCT SEM BCD (P<0.05).

VGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relagdo ao grupo CTR. SEM BCD (P=0,05).
#Grupos gue receberam bucindolol (CTR+BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente em relagio aos
grupos que ndo receberam bucindolol (CTR SEM BCD e MCT SEM BCD) (P=0,05).

9.6.8. Sistema Nervoso Parassimpatico no Controle Vascular

A faixa de alta frequéncia (HF - mmHg?), que indica a atividade autondmica
exercida pelo parassimpatico sobre o sistema vascular, ndo apresentou diferenca

significativa entre os grupos experimentais (Figura 38).
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Figura 38. Variabilidade da pressao arterial sistolica (SAPV). Faixa de alta frequéncia (HF) de
ratos Wistar machos. Os animais receberam injecdo dnica de monocrotalina (60mg/Kg i.p.) ou salina
e apds 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/Kg/dia i_p.} ou veiculo durante 7 dias. Resultados
foram medidos ao final do protocolo experimental. Os valores estio expressos como média + desvio
padrdo de 3 a 4 animais por grupo. Foi aplicada a analise de varidncia (ANOWVA) de duas vias, seguida
pelo teste de Student-Mewman-Keuls. CTR SEM BCD: animais gue receberam solugdo salina e
veiculo; CTR+BCD: animais gue receberam solugdo salina e bucindolol; MCT SEM BCD: animais que
receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolal.

Mo foi observado diferencga significativa entre os grupos.

9.6.9. Sistema Nervoso Simpatico no Controle Vascular

A faixa de baixa frequéncia (LF - mmHg?), que indica a atividade exercida
pelo simpatico sobre o sistema vascular, apresentou uma importante diminuicao
nos grupos tratados com o beta-bloqueador bucindolol em relacdo aos néo
tratados. Os grupos que receberam a monocrotalina (MCT SEM BCD e
MCT+BCD) também diferiram significativamente em relagdo aos animais que nao
receberam esta droga (CTR SEM BCD e CTR+BCD), com 19 vezes mais de
estimulacdo simpdética. Ao analisarmos a diferenca entre os grupos MCT SEM

BCD e CTR SEM BCD, o valor acentua-se para 26 vezes mais de atividade
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simpética sobre os vasos dos animais com HAP sem tratamento. Quando
observarmos os animais MCT+BCD, o resultado encontrado foi uma redugéo de
70 vezes na estimulacdo simpatica vascular, em relacdo aos animais MCT SEM
BCD (Figura 39). Sendo assim, € possivel pensar que os animais com HAP
apresentam uma maior hiperatividade vascular, e que esta é diminuida pelo

bucindolol.
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Figura 39. Variabilidade da pressao arterial sistolica (SAPVY). Faixa de baixa frequéncia (LF)
de ratos Wistar machos. Os animais receberam injegdo dnica de monocrotalina (60mg/Kg i.p.) ou
salina e apos 14 dias foram tratados com bucindolol (2mg/Kgfdia i.p.) ou veiculo durante 7 dias.
Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. Os valores estdo expressos como
média + desvio padrio de 3 a 4 animais por grupo. Foi aplicada a analise de varidncia (ANOWVA) de
duas vias, seguida pelo teste de Student-Mewman-Keuls. CTR SEM BCD: animais gue receberam
solucdo salina e veiculo; CTR+BCD: animais que receberam solugdo salina e bucindolol; MCT SEM
BCD: animais que receberam monocrotalina e wveiculo; MCT+BCD: animais que receberam
manocrotalina e bucindolol.

TGrupo MCT+BCD diferiu significativamente em relacdo ao grupo MCT SEM BCD (P=<0,05).

VGrupo MCT SEM BCD diferiu significativamente em relagdo ao grupo CTR SEM BCD (P=0,05).
#Grupos que receberam bucindolol (CTR+BCD & MCT+BCD) diferiram significativamente em relacio
aos grupos gue ndo receberam bucindolol (CTR SEM BCD  MCT SEM BCD) (P<0,05).

®Srupos gue receberam monocrotalina (MCT SEM BCD e MCT+BCD) diferiram significativamente
em relagdo aos grupos gue ndo receberam monocrotalina (CTR SEM BCD e CTE+BCD) (P=0,05).
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10. DISCUSSAO

Os modelos experimentais para o estudo da HAP permitiram o
desenvolvimento de todas as alternativas terapéuticas atualmente existentes
(SCHERMULY et al. 2004; CLOZEL et al., 2006). O modelo mais utilizado para
mimetizar a HAP é gerado através da administracdo de monocrotalina (POLONIO
et al., 2012), uma vez que sua aplicacdo € simples, oferecendo facilidade e
rapidez para reproduzir o modelo (GOMEZ-ARROYO et al., 2012). Além disso, as
alteracdes cardiovasculares e pulmonares geradas sdo muito similares as dos
pacientes com HAP (YEE et al., 2000), bem como os parametros funcionais e
bioquimicos (BROWN et al., 1998). ApGs 4 horas da aplicacdo da monocrotalina,
ja se pode observar um aumento da camada média de artérias pulmonares intra-
acinares. Entre 8 e 16 horas apds a administracdo, observa-se a presenca de
infiltrado inflamatério na camada adventicia de artérias (WILSON et al., 1989).
Esta injaria endotelial leva a um remodelamento vascular, produzindo uma HAP
progressiva e severa (DUMITRASCO et al., 2008). Por sobrecarga de pressao ao
VD gera-se hipertrofia do ventriculo direito (LEICHSENRING-SILVA et al., 2011) e,
favorecendo este remodelamento, estd a hiperatividade simpatica (REMME,
2003). Este estudo se propds a avaliar aspectos ainda pouco explorados na HAP,
sendo o primeiro a utilizar o beta-bloqueador bucindolol no modelo de hipertenséo
pulmonar induzida por monocrotalina.

Uma das caracteristicas deste modelo € a diminuicdo do ganho de massa
corporal nos animais que desenvolveram HAP (LUDKE et al., 2010). Em nosso

estudo observamos que no decorrer das semanas, ap0s a administracdo de
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monocrotalina, enquanto os animais que receberam solugédo salina (CTR SEM
BCD e CTR+BCD) ganhavam substancialmente massa corporal, 0s animais com
HAP (MCT SEM BCD e MCT+BCD) apresentaram este ganho significativamente
reduzido. Nossos resultados estdo de acordo com Hessel et al. (2006), Maruyama
et al. (2007), Ludke et al. (2010) e Colombo et al. (2013), os quais também
descrevem que ap6s a aplicacdo da droga, 0os grupos monocrotalina apresentaram
uma reducdo na massa corporal final em relagdo aos animais que receberam
salina. Leineweber et al. (2000) observaram que os animais que receberam a
inje¢cdo de monocrotalina diminuiram o consumo da ragdo entre a quarta e a sexta
semana apos a administragcdo da droga. Ademais, a diminuicdo do apetite e a
perda de peso sdo 0s primeiros sinais de inumeras doencas pulmonares. As
respiracdes rapidas e o esforco respiratério devido a progressdo da doenca
também colaboram para aumentar o gasto de energia e, consequentemente,
reduzir o peso corporeo (FERNANDES e BEZERRA, 2006; MUELLER, 2002).
Assim, atribuimos a diminuicdo de ganho de massa corpdrea as alteracdes na
atividade metabolica do organismo, provocadas pela HAP.

Ao analisarmos os indices de hipertrofia do VD, podemos observar um
aumento significativo da massa ventricular direita nos animais com HAP. Sabe-se
gue a hipertrofia ventricular foi provocada pela sobrecarga imposta ao VD pelo
aumento da resisténcia vascular pulmonar e aumento da pressdo da artéria
pulmonar (BROWN et al.,1998) dos animais em que a monocrotalina foi
administrada, como demonstraremos através da analise ecocardiografica e do
cateterismo ventricular. Em estudos anteriores, verificou-se 0 mesmo padrao de

HVD na HAP (SOUZA-RABBO et al., 2008; HANDOKO et al.,, 2008). Essa
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resposta é determinante para a progressao da doenca, pois a hipertrofia do VD
pode levar a dilacdo desta camara, insuficiéncia da valva tricispide, desvio do
septo interventricular e insuficiéncia ventricular direita, levando o acometido a
morte (FRAZIER e BURKE, 2012). Embora seja reconhecido pela literatura que o
bloqueio adrenérgico pode atuar no remodelamento ventricular (OKUMURA et al.,
2015), ndo foram observadas mudancas morfolégicas no VD dos animais que
receberam o beta-bloqueador bucindolol. Isto talvez se deva ao periodo
relativamente curto de tratamento (7 dias), insuficiente para provocar estas
alteracoes.

Nos pulmdes dos animais que receberam monocrotalina, foi encontrado um
aumento da massa total umida e congestado pulmonar, sinais classicos da HAP.
Provavelmente, isto se deve ao fato da droga causar espessamento dos septos
interalveolares, aumento da filtrac&o capilar e infiltrado inflamatério (NOBRE et al.,
2004). Nossos resultados vdo ao encontro dos estudos de Leineweber et al.
(2002) e Leichsenring-Silva et al. (2011), que evidenciaram um aumento
significativo nos indices de congestdo pulmonar neste mesmo modelo animal. Nos
animais com HAP que receberam o beta-blogueador bucindolol, esta congestao foi
atenuada. E descrito que a vasoconstricdo decorrente da HAP é mediada por
receptores a-adrenérgicos. Desta forma, acreditamos que esta resposta se deu
em consequéncia da diminuicdo da resisténcia vascular pulmonar e reducdo da
pressdo da artéria pulmonar provocada por este farmaco, jA que apresenta
atividade antagonista a-adrenérgica adicional que contribui para um efeito
vasodilatador (BRISTOW, 2000). Em relacdo a congestdo hepética, esta nao

apresentou diferencas significativas em nenhum dos grupos experimentais. Estes
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dados conferem com os resultados obtidos por Brown et al. (1998), embora
tenham utilizado uma dose superior (105 mg/Kg) de monocrotalina. Em estudo
anterior desenvolvido em nosso laboratorio, Leichsenring-Silva et al. (2011)
também verificaram a inexisténcia de congestdo hepatica nos diferentes animais
(dose de 60 mg/Kg de monocrotalina).

Além das alterag6es morfométricas, as pressfes ventriculares nos mostram
o grau de comprometimento do VD. O aumento da presséo sistélica do VD, da
pressdo diastolica final do VD, da dP/dtmax e da dP/dtmin, encontrado nos
animais que receberam monocrotalina, € demonstrado na maioria dos estudos que
trabalham com este modelo experimental (FALCAO-PIRES et al., 2009; LUDKE et
al., 2010; COLOMBO et al., 2013). Este resultado esta relacionado com a
resisténcia da vasculatura pulmonar, pois nha medida que ha modificacdo das
estruturas do vaso, o aumento da resisténcia gera uma sobrecarga para o VD, e
este por sua vez, responde com o aumento das pressdes ventriculares como
mecanismo para combater a sobrecarga e manter um débito cardiaco adequado
(AUSTIN et al., 2013). Contudo, nos animais com HAP que receberam o
tratamento com bucindolol todas as alteragcbes citadas acima reduziram
radicalmente. A pressao diastdlica final reflete a pressédo imposta pelo volume de
sangue a parede da camara no final da diastole. A reducdo desta, somada ao
decréscimo da pressao sistélica encontrada no VD, sugere que uma diminuicdo de
pos-carga tenha ocorrido através do uso do beta-bloqueador. Segundo Aires
(2012), o fator com maior influéncia na pés-carga do VD € a resisténcia vascular
pulmonar, ou seja, para 0 mesmo volume de ejecdo é necessaria uma forga

contratil muito maior. Em nosso estudo, observamos o aumento da pressao da
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artéria pulmonar (> 25 mmHg) nos animais com HAP. Na pesquisa de Polonio et
al. (2014), o grupo monocrotalina apresentou valores significativamente maiores
na pressdo da artéria pulmonar 28 dias apds a aplicacdo da monocrotalina.
Contudo, os animais com HAP tratados com o beta-bloqueador bucindolol além de
terem reduzida esta pressdo, mostraram menor resisténcia vascular pulmonar,
beneficiando o fluxo pulmonar. Eichhorn, em 1993, j& descrevia que o bucindolol
era capaz de reduzir a pressdo da artéria pulmonar. Para Marwood e Stokes
(1986), isso se deve aos efeitos do beta-bloqueador sobre os receptores
adrenérgicos e a sua acéo vasodilatadora. Perros et al. (2015) descrevem que,
dado o papel dos receptores adrenérgicos na funcéo endotelial e tdnus vascular, o
bloqueio destes receptores apresenta efeitos benéficos sobre a pressao da artéria
pulmonar e a pressao capilar pulmonar, através da melhora da disfuncao
endotelial e remodelamento vascular. Destacamos o fato de o beta-bloqueador ter
atenuado também os indices de contratilidade e relaxamento obtidos pelo
cateterismo ventricular. Estes resultados indicam que, quando comparados 0s
animais com HAP sem tratamento, os miocitos cardiacos dos animais com HAP
gue receberam o bucindolol apresentaram um perfil contratil mais préximo dos
animais controles. Assim, os animais MCT+BCD foram capazes de manter uma
contratilidade elevada (dP/dtméax) concomitantemente a uma maior capacidade de
relaxamento (dP/dtmin).

Observando os resultados dos animais MCT SEM BCD apresentados até o
momento — reducdo do ganho de massa corporal, hipertrofia do VD, congestao

pulmonar, pressdo da artéria pulmonar maior que 25 mmHg e aumento da pressao
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sistdlica e diastodlica final do VD — podemos afirmar que o modelo de HAP foi
eficaz neste estudo.

Segundo Bogaard et al. (2009), uma vez que o estresse de parede ndo so
aumenta a espessura do VD, mas também aumenta o esfor¢co cardiaco e
consequentemente o consumo de oxigénio, uma série de altera¢des bioquimicas
sdo provocadas. Esse aumento de tensdo sobre os cardiomidcitos do VD, provoca
modificacdes na sinalizacéo intracelular e aumento da producdo de EROS. Para
manter o estado redox celular, as enzimas antioxidantes desempenham um
importante papel reduzindo os oxidantes intracelulares, ou seja, as EROS
(LUSHCHAK, 2014). A enzima SOD ¢é a responsavel pela conversdao do O, em
H,O,. A sua atividade se apresentou aumentada nos animais com HAP em
relacdo aos animais saudaveis. No entanto, a concentracdo de H,O, ndo diferiu
significativamente entre os grupos. A enzima CAT, que € responsavel pela
reducdo de H,O; a 4gua, também mostrou uma atividade elevada nos animais que
receberam a monocrotalina. Lidke et al. (2010) descreveram o aumento das
enzimas CAT e SOD apos 21 dias da aplicacdo da monocrotalina em ratos Wistar.
A glutationa GPx, responsavel pela detoxificacdo de perdéxidos organicos e
inorganicos, reduzindo H,O, a agua, ndo apresentou diferenca significativa entre
0s animais. Este resultado vai ao encontro do estudo de Souza-Rabbo et al.
(2008), que nao encontrou diferenca entre os grupos na atividade da GPx ao longo
do protocolo experimental em modelo de HAP (60 mg/Kg de monocrotalina).
Sabe-se que, no metabolismo celular, o oxigénio molecular passa por um
processo de reducdo até gua. Entretanto, uma pequena parte é convertida em

O,” (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990). Os resultados sugerem que para
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proteger as células, a enzima SOD aumenta a sua atividade para reduzir a
concentragdo deste radical livre. Embora ndo tenhamos o aumento da
concentragéo de H,O,, observa-se uma maior lipoperoxidacdo nos animais com
HAP, que é ocasionada por estas espécies reativas. Corroborando com esta
afirmacao, é possivel que a elevacdo na atividade da CAT esteja aumentada por
aumento do seu substrato (H.0,). Com relacdo a enzima GPx, esta nédo
apresentou diferencas significativas porque sua biossintese é estimulada na
presenca de estresse oxidativo leve, caso contrario, a CAT é a enzima que atua
sobre 0 H,0, (LUSHCHAK, 2014). Sendo assim, nesta janela temporal de 21 dias,
mesmo com o0 aumento da lipoperoxidacdo ndo podemos afirmar que houve
estresse oxidativo, uma vez que as defesas enzimaticas também estavam
elevadas. Cabe destacar que o bucindolol é descrito por aumentar a
funcionalidade cardiaca sem aumentar a demanda de oxigénio ao miocardio
(EICHHORN et al, 1990). Sabe-se que as EROs atuam sobre o crescimento e
remodelamento do miocardio através da modulacdo de proteinas (GIORDANO,
2005).

Apés instalada a HAP, o processo de remodelamento se caracteriza,
classicamente, pela alteracdo da geometria e reducdo da complacéncia ventricular
direita. Sabe-se que a ativacdo compensatéria do sistema nervoso simpatico
aumenta a contratilidade cardiaca, via receptores adrenérgicos (BRISTOW, 2011).
Nesta fase, ocorre o remodelamento do VD e aumento das suas pressfes
intraventriculares (BOOGARD et al., 2009). No entanto, o VD ndo consegue
manter uma hipertrofia adaptativa frente a uma alta sobrecarga de pressao, e

neste momento ha perda da contratilidade dos cardiomidcitos e posterior evolugao
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para dilatacao ventricular (HAMMER e McPhee, 2014). Para Voelkel et al. (2006),
os graus de dilatacdo e esfericidade do VD s&o variaveis, mas estes fatores estdo
presentes invariavelmente na HAP. Mas, a diminuicdo encontrada no diametro
diastdlico do VD e a menor area do VD na diastole apresentada pelos animais
com HAP tratados com bucindolol, sugerem a capacidade do bloqueio adrenérgico
de evitar a dilatacao deste ventriculo. A reducao do didametro e da area do VD na
sistole, juntamente com o aumento da fragdo de encurtamento, estdo relacionados
com a maior capacidade de geracéo de forca contratil do coracdo observada nos
animais MCT+BCD em nosso estudo. Cabe ressaltar, que, em nenhum destes
parametros ecocardiograficos de funcéo sistolica, o grupo HAP que foi tratado com
0 beta-bloqueador bucindolol diferiu dos animais controle. Ao utilizarem um
modelo de IC em camundongos induzido pela hiperatividade simpéatica, Vanzelli et
al. (2010) verificaram que, apdés 8 semanas de intervencdo, o uso do beta-
bloqueador carvedilol propiciou uma melhora na fracdo de encurtamento. A
comparacao da area do VD entre a sistole e a diastole, chamada de mudanca de
area fracional do VD, que vem sendo utilizada para a avaliacdo da funcéo
ventricular direita em pacientes com HP (HOETTE et al., 2000), demonstrou-se
evidentemente aumentada nos animais MCT+BCD em relacdo aos animais
doentes sem tratamento. Ainda, verificamos que apos 21 dias da aplicacdo da
monocrotalina, os animais que apresentavam HAP e que ndo receberam o
tratamento, demonstravam uma reducdo importante no TAPSE. O resultado do
TAPSE apresentado por Guihaire et al. (2015), 4 semanas apés a inducédo da
HAP, coincide com nosso resultado para os animais com HAP sem tratamento. Os

animais com HAP tratados com o beta-bloqueador bucindolol apresentaram um
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TAPSE de 0,2 cm. Sabe-se que valores de TAPSE < 0,1 cm apresentam boa
acuracia para a deteccdo de disfuncdo de VD e marcador de mal prognéstico, ja
gue valores de TAPSE > 0,2 cm s&o considerados valores normais (HUMBERT et
al., 2013). Desta forma, o melhor desempenho cardiaco e de funcéo sistdlica
deve-se a contratilidade cardiaca aumentada, um efeito deste farmaco, descrito
por EICHHORN et al. (1990). Esta melhora contrétil foi confirmada através de
métodos relativamente independentes, ecocardiografia e cateterismo do VD que
foi descrito anteriormente.

Os dados também revelam que, em comparacdo aos animais controle,
houve diminuigdo da relagédo E/A nos animais com HAP, indicando presenca de
disfuncéo diastolica. Segundo Gan et al. (2007), o enchimento do VD de pacientes
com HAP é, em sua maior parte, dependente da contracéo atrial. Apesar de néo
termos encontrado diferenca estatisticamente significativa na disfuncéo diastélica
entre 0s grupos monocrotalina, o grupo HAP que recebeu o beta-bloqueador
apresentou-se mais proximo dos niveis fisiolégicos. Acreditamos dever-se ao fato
de que a funcéao diastolica prejudicada nos pacientes com HAP pode ser atenuada
com a diminuicao de pés-carga, resultado encontrado em nossa pesquisa.

Neste trabalho, os animais com HAP sem tratamento apresentaram valores
superiores no indice de performance miocardica quando comparados aos animais
doentes que receberam o tratamento com bucindolol. Este indice esta relacionado
com o esforco que o miocardio exerce para manter sua fungcdo como bomba
(KAKOUROS et al., 2011). Em um estudo de 2011, Leichsenring-Silva e seus
colaboradores observaram uma correlagdo entre o aumento da resisténcia

promovido pela HAP e o aumento do esfor¢co do miocéardio. Ao analisarmos
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nossos resultados, o grupo MCT SEM BCD apresentou valores altos neste indice,
e se associarmos com a reducdo no débito cardiaco destes animais, podemos
inferir que os animais com HAP sem tratamento se encontravam em um estado
descompensado. Contrariamente, os animais com HAP tratados, apresentaram
um indice de performance miocérdica reduzido e um aumento de 20% no débito
cardiaco, conforme descrito anteriormente. O indice de performance do miocérdio
(IPM), tem sido usado como um parametro do esforco cardiaco tanto em estudos
clinicos como em experimentais (KAKOUROS et al., 2011). A diminuigdo neste
indice encontrada nos animais com HAP que receberam bucindolol, indica um
menor esfor¢co do miocéardio, podendo ser um fator contribuinte para subsequente
desenvolvimento da IC.

O enfoque do presente estudo foi a relacdo da hiperatividade simpatica
induzida pela HAP no desenvolvimento da HVD e na disfuncdo sistdlica e
diastdlica deste ventriculo. Para avaliarmos se a hipotese de que a reducdo da
atividade simpatica seria benéfica para ratos com HAP, foi necessario realizarmos
todas as analises descritas no decorrer desta discussdo. Sabemos que o sistema
nervoso simpatico tem influéncias sobre o sistema cardiovascular, uma vez que a
noradrenalina liberada no coracéo, modifica o débito cardiaco por alterar a FC e a
forca de contracao das fibras do miocardio. Nos vasos, a noradrenalina atua sobre
o estado contratil do musculo liso, resultando em aumento da resisténcia vascular
(FRANCHINI et al., 1996; COWLEY et al., 1996). Além disso, o simpatico pode
desempenhar um efeito trofico sobre as células musculares lisas e miocardicas

(VICTOR e MARK, 1995). Para avaliarmos a fungéo simpética na HAP, utilizamos
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a variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressao arterial nos dominios do
tempo e da frequéncia (analise espectral).

Para manter o débito cardiaco, os animais com HAP tendem a apresentar
um aumento da FC, pela maior descarga simpética (MINAI et al., 2015). Contudo,
a FC néo diferiu entre nenhum dos grupos experimentais. Estudos envolvendo
animais com hipertensédo pulmonar tém mostrado resultados controversos tanto
apresentando aumento (SANYAL e ONO, 2002) como diminuicdo (HESSEL et al.,
2006) na FC. Segundo Usui et al. (2006), animais com HAP apresentam um
aumento na concentracdo plasmatica de noradrenalina. Porém, acreditamos que a
falta de alteracdo na FC em nosso estudo possa ser provavelmente consequéncia
da reducdo de receptores alfa e beta-adrenérgicos promovidas pela HAP
(LEINEWEBER et al.,, 2003; WALLUKAT et al.,, 2003). Neste mesmo modelo
experimental, Oriowo et al. (2003) verificaram que a exposi¢cdo prolongada dos
receptores cardiovasculares a altas concentracbes de noradrenalina ocasionou
down regulation destes receptores. Isto justificaria a tendéncia de reducao na FC
observada nos animais MCT SEM BCD. Com relacdo ao componente LF
normalizado, ou seja, a ativacdo do sistema nervoso simpatico, nossos resultados
estdo de acordo com os dados publicados que demonstram a hiperatividade
simpatica neste modelo (GONCALVES et al.,, 2010). Quanto a participacdo do
sistema nervoso parassimpatico, este se encontra reduzido nos animais MCT
SEM BCD. Rigatto et al. (2013), apds 21 dias da inducdo da HAP com 50 mg/Kg
de monocrotalina, descreveram ser a doenca capaz de diminuir a atividade
parassimpatica. Segundo De Angelis et al. (2004), uma menor ativagédo

parassimpatica contribui para uma maior variabilidade da presséo arterial. Além
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disso, a preservagdo do sistema parassimpatico tem um papel protetor para o
miocardio, provavelmente por alteracbes dos mecanismos de excitabilidade da
célula cardiaca (MALIK e CANN, 1993). O tratamento com o beta-bloqueador
bucindolol modulou o sistema nervoso autonomo no modelo de HAP induzida por
monocrotalina. Ou seja, além de diminuir claramente o tdnus simpatico, bucindolol
ainda aumentou o tdnus parassimpatico. Esta resposta também fica evidenciada
pela reversdo que o beta-bloqueador fez sobre o desequilibrio simpato-vagal, e o
aumento da variabilidade da pressdo arterial. Também se fez necessaria a
avaliagdo da variabilidade da frequéncia cardiaca, uma vez que a diminuigdo na
capacidade do coracéo de variar a sua frequéncia corresponde a um importante
fator progndéstico para o aparecimento de eventos cardiacos em individuos
previamente sadios e em portadores de cardiopatias (REIS e GOLANOV, 1997;
PERLINI et al., 2005). Rigatto et al. (2013) demonstraram uma diminuicdo da
variabilidade da frequéncia cardiaca nos animais com HAP. Nossos resultados
nao demonstram uma diferenca significativa entre os grupos experimentais. Como
os componentes da FC (faixas HF e LF) e o balanco simpato-vagal indicam que o
beta-bloqueador bucindolol promoveu retorno aos valores normais de modulacéo
autonbmica na HAP, acreditamos que a diferenca na VFC nédo foi observada
devido ao desvio padrdo. Ademais, a administracdo de beta-bloqueadores na IC
tem demonstrado o aumento da VFC, indicando um efeito protetor sobre o sistema
cardiovascular (VYBIRAL et al., 1993; LA ROVERE et al., 1994). Uma das razdes
pela qual as diretrizes atuais relutam em utilizar os beta-blogueadores para o
tratamento da HAP é o temor de hipotens&o sistémica (GALIE et al. 2009). Além

de atuar na regulacdo do tbnus simpatico vascular, o bucindolol ndo acarretou
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diminuicdo na pressdo arterial sistémica, e foi, portanto, bem tolerado pelos
animais com HAP. Man et al. (2012), ao avaliarem o efeito do beta-bloqueador
bisoprolol na hipertensdo pulmonar experimental, encontraram uma diminuicao
moderada na presséo arterial sistémica dos animais tratados.

Em nosso estudo, tornou-se claro que o bloqueio adrenérgico promoveu
uma melhora funcional no VD apés a avaliagdo ecocardiografica. Vinte e um dias
apos a aplicacdo da monocrotalina, os animais com HAP tratados com bucindolol,
diferentemente dos animais com HAP sem tratamento, aumentaram o debito
cardiaco e o volume sistélico. Handoko et al. (2009) demonstraram que o exercicio
aerobico exerceu efeitos positivos sobre o deébito cardiaco e volume sistélico
apenas em um modelo de HAP mais leve (40 mg/Kg de monocrotalina). Ja
Okumura et al. (2015) obtiveram um maior débito cardiaco em um modelo de HAP
com 60 mg/Kg de monocrotalina, através do tratamento com carvedilol (15 mg/Kg
dia — 3 semanas). Esta bem descrito na literatura que a hiper-estimulacdo do
sistema nervoso simpatico é acompanhada de um aumento do trabalho do
miocéardio e diminuicdo do débito cardiaco (BRISTOW, 2011; RIENSTRA et al.,
2013). Ensaios clinicos iniciais com bucindolol foram realizados no inicio da
década de 1990. Neste estudo, Gilbert e seu grupo de pesquisa randomizaram 24
pacientes com o diagnostico de insuficiéncia cardiaca sintomatica para receber
bucindolol ou placebo durante dois meses. Ao final, os doentes tratados com
bucindolol aumentaram o débito cardiaco significativamente em relacdo aos
doentes placebo. Em 2003, Eichhorn e seus colaboradores publicaram na revista
Circulation que apés 3 meses de terapia com bucindolol, pacientes com

insuficiéncia cardiaca cronica apresentavam melhora no volume sistdlico. Assim,
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neste estudo, evidenciamos um volume sistolico e débito cardiaco preservados
nos animais MCT+BCD devido a acao do beta-bloqueador bucindolol.

O bucindolol promoveu efeitos na fungéo sistdlica encontrada, sugerindo
gue o aumento no débito cardiaco e volume sistélico advém de uma melhora na
contratilidade promovida. Este farmaco foi capaz de atenuar as alteracbes
hemodindmicas, congestdo pulmonar e a elevacdo da pressdo da artéria
pulmonar, sinal classico da HAP. Além disso, a manifesta modulacdo do sistema
nervoso autdnomo cardiaco e vascular ocasionada pelo beta-bloqueador
bucindolol, foi fator contribuinte para atenuar a disfuncdo do VD causada por esta

patologia.



117

11. CONCLUSAO

Os resultados do estudo permitem concluir que:

e A aplicacdo de monocrotalina foi efetiva em induzir a hipertenséo arterial
pulmonar.

e Os animais que receberam monocrotalina apresentaram uma redugcao no
ganho de massa corporal, provocada pela HAP.

e O bucindolol néo foi eficaz na reducdo da HVD, promovida pelo aumento da
pos-carga encontrada na doenca.

e Apesar de ndo encontradas alteragdes no indice de congestdo hepatica, a
HAP foi capaz de causar congestdo pulmonar. Porém, nos animais com
HAP que receberam o beta-bloqueador bucindolol, esta congestao foi
atenuada.

e Os animais MCT+BCD além de apresentarem reducdo nas pressdes
ventriculares sistolica e diastélica final do VD, foram capazes de manter
uma contratilidade elevada concomitantemente a uma maior capacidade de
relaxamento.

e O bucindolol atuou na melhora da funcao sistélica do VD, através de uma
melhor contratilidade promovida por este beta-bloqueador. Além disso,
minimizou a RVP e PAP neste modelo de HAP, tornando menor o esforco
do miocardio para exercer sua funcdo de bomba.

e A HAP promoveu alteragbes no controle autonémico cardiaco e vascular.

Contudo, o tratamento com bucindolol modulou o0 sistema nervoso
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autbnomo, através da reducdo da atividade simpéatica e aumento da
parassimpatica.

e A HAP induzida pela monocrotalina aumentou a lipoperoxidacdo e a
atividade das enzimas antioxidantes. O bucindolol ndo foi eficaz em reduzir

0 aumento da lipoperoxidacdo encontrado nestes animais.
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12. PERSPECTIVAS

e Analisar as alteracdes estruturais nos cardiomiécitos do VD (numero de
cardiomidcitos, hipertrofia, volume de matriz extracelular, volume de vasos
e fibrose) através da andlise histologica.

e Avaliar proteinas envolvidas em vias de sinalizacdo intracelular para

hipertrofia.
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