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RESUMO

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) ¢é definida pela elevacdo da pressdo média da artéria
pulmonar (PAPm) igual, ou superior, a 25 mmHg em repouso. E uma doenca cronica e
progressiva, marcada pelo remodelamento vascular e altos indices de morbidade e mortalidade.
Ocorre de forma idiopatica e é diagnosticada principalmente em pacientes em torno dos 50 anos
de idade. Caracteriza-se pela anormalidade circulatéria derivada do desequilibrio de substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras e da proliferacdo de células musculares e endoteliais, 0 que
resulta em lesbGes vaso-oclusivas. Ainda, a vasculatura pulmonar apresenta certo grau de
disfuncéo endotelial, resultando em exacerbado tonus vasoconstritor. Essas alterag0es resultam
no aumento da resisténcia vascular pulmonar, com elevacdo inapropriada dos niveis
pressoricos. Para superar 0 aumento na pos-carga que é imposta, o ventriculo direito (VD)
desenvolve uma hipertrofia concéntrica. No desenvolvimento da HAP, o estresse oxidativo
desempenha importante papel, pois a acentuada producdo de espécies reativas de oxigénio na
vasculatura pulmonar estd associada ao remodelamento e disfuncdo vascular. As alteracdes
vistas na HAP causam, também, importantes alteracbes hemodinamicas e funcionais no sistema
cardiovascular. A administracdo de monocrotalina (MCT) gera mudancas estruturais e
funcionais similares as dos pacientes com HAP, que se desenvolvem de acordo com a dose de
MCT administrada e sdo tempo-dependentes. Visto que ainda sdo escassos estudos que apontem
as principais alteracfes aos 7 e 14 dias de desenvolvimento da HAP, esse estudo teve como
objetivo realizar uma analise tempo-dependente dos mecanismos de progressdao da HAP, com
base em alteracbes morfométricas, funcionais, de estado oxidativo e da regulacdo dos
componentes do sistema nervoso autbnomo (SNA). Ratos Wistar machos foram divididos em
quatro grupos: controle 7 e 14 dias (CTR7 e CTR14); monocrotalina 7 e 14 dias (MCT7 e
MCT14). Os grupos MCT7 e MCT14 receberam uma Unica injecdo intraperitoneal de MCT (60
mg/Kg) e os grupos CTR7 e CTR14, 0o mesmo volume de solucdo salina. Ao final do protocolo,
realizou-se o cateterismo do VD e artéria femoral e os animais foram decapitados. Apos a
morte, houve a retirada de 6rgaos para analises posteriores e a artéria pulmonar foi retirada e
submetida ao teste de reatividade vascular. Os animais que receberam MCT (MCT7 e MCT14)
apresentaram importantes diferencas morfométricas, em relacdo aos animais controle. A
administracdo de MCT resultou na diminuicdo da reatividade da artéria pulmonar dos grupos
MCT7 e MCT14, assim como no aumento da PAPm, na pressao sistélica do VD e na atividade
da enzima NADPH oxidase no grupo MCT14. Ndo houve diferengas significativas na
frequéncia cardiaca e nos pardmetros do SNA entre 0s quatro grupos. As alteracfes induzidas
pela MCT envolvem, inicialmente, a responsividade e estrutura da vasculatura pulmonar,
exigindo certas adaptacfes do VD, porém, grandes mudancas funcionais dessa camara ndo sao
vistas nessa janela temporal, indicando que o VD ainda se encontra em estagio de hipertrofia
compensatéria e funcional. As principais alteragdes morfométricas, funcionais e
hemodinamicas estdo mais evidentes a partir dos 14 dias apés a aplicacdo da MCT, apesar de 0
quadro de HAP ja estar bem estabelecido no sétimo.

Palavras-chave: Hipertenséo arterial pulmonar. Monocrotalina. Reatividade vascular. Estresse
oxidativo.



ABSTRACT

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is defined by increase in mean pulmonary artery
pressure (PAPm)>25mmHg in rest. It’s a chronic and progressive disease, marked by vascular
remodeling and high rates of morbidity and mortality. It occurs idiopathically and is diagnosed
mainly in patients around 50 years old. PAH is characterized by circulatory abnormality
resultant from the imbalance between vasodilators and vasoconstrictors substances and the
proliferation of muscular and endothelial cells, resulting in vaso-occlusive lesions. Moreover,
the pulmonary vasculature shows some degree of endothelial dysfunction, which results in
exacerbated vasoconstrictor tone. These changes cause increased pulmonary vascular
resistance, with an inappropriate rise in pressure levels. To overcome the increased post-load
imposed, the right ventricle (RV) develops a concentric hypertrophy. In PAH development, the
oxidative stress plays an important role, because the reactive oxygen species production is
associated with vascular remodeling and dysfunction. The changes seen in PAH also cause
important hemodynamic and functional variations at cardiovascular system. Monocrotaline
(MCT) administration generates structural and functional changes like those of PAH patients,
which develops according to the MCT dose and are time-dependents. Since there are few
studies that shows the major changes at 71" and 14" day of PAH development, the objective of
this study was to accomplish a time-dependent PAH progression analysis, through
morphometric, functional, oxidative state and autonomic nervous system (ANS) regulation
changes. Male Wistar rats were divided into four groups: control 7 and 14 days (CTR7 and
CTR14); monocrotaline 7 and 14 days (MCT7 and MCT14). The groups MCT7 and MCT14
received a single intraperitoneal injection of MCT (60 mg/Kg) and the groups CTR7 and
CTR14, the same volume of saline. At the end of the protocol, the animals underwent RV and
femoral catheterism and were decapitated. After this, some organs were collected for posterior
analysis and the pulmonary artery were removed and submitted to vascular reactivity test. The
animals that received MCT (MCT7 and MCT14) showed important morphometric differences
in relation to control animals. MCT administration resulted in decreased pulmonary arterial
reactivity in groups MCT7 and MCT14, as well increased PAPm, right ventricle systolic
pressure and NADPH oxidase activity at group MCT14. There were no significant differences
for heart rate and ANS parameters between the experimental groups. The changes induced by
MCT involves, initially, the pulmonary vasculature responsiveness and structure, leading to
some RV adaptations, but, large functional changes of this ventricle aren’t present in this time
window, indicating that the RV still is at compensatory hypertrophy stage and functional. The
major morphometric, functional and hemodynamics changes are more evident at 14" day after
MCT administration, although PAH is already well established in the 7" day.

Key words: Pulmonary arterial hypertension. Monocrotaline. Vascular reactivity. Oxidative

stress.
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

1.1 HIPERTENSAO PULMONAR

A hipertensdo pulmonar (HP) € uma comorbidade comum a diversas doencas
cardiacas e pulmonares, nas quais a condicdo da vasculatura pulmonar €, geralmente,
a principal determinante das manifesta¢ées clinicas, do curso clinico e do tratamento.
Em individuos adultos, a HP é definida pela elevacdo da pressdo média da artéria
pulmonar (PAPm) igual, ou superior, a 25 mmHg, em condicfes de repouso e avaliada
pelo cateterismo do ventriculo direito, padrdo-ouro de diagndstico em humanos
(GALIE et al., 2009; MONTANI et al., 2013).

Por ser uma doenca de variada etiologia, com poucos sintomas iniciais
especificos, rapida evolucdo e mau prognostico, a HP esta relacionada a altas taxas
de morbidade e mortalidade dos pacientes (CHOUDHARY; JANKOWICH; WU, 2013).
Apesar dos registros de incidéncia serem relativamente escassos, sabe-se que a HP
ndo € uma doenca muito rara, apresentando, no Reino Unido, uma incidéncia de 97
casos para um milhdo de pessoas. Além disso, acomete com mais frequéncia pessoas
do sexo feminino, em uma taxa de 1,8 mulheres para cada homem e a prevaléncia da
doenca é mais comum aos 35 anos de idade, porém, aumenta proporcionalmente a
idade (CHOUDHARY; JANKOWICH; WU, 2013; GALIE et al., 2016). Devido a
presenca de mais fatores de risco e doencas contributivas, como sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), esquistossomose e hepatites B e C, a incidéncia
de HP em paises da Africa é maior do que em paises de alta renda e qualidade de
vida (THIENEMANN et al., 2016).

O guadro clinico e as complicacdes apresentadas pelos pacientes com HP advém
de alteragBes na vasculatura pulmonar, as quais levam a reducdo progressiva do
[imen, resultando em um aumento da resisténcia vascular pulmonar (RVP) e
consequente sobrecarga do ventriculo direito (VD) (HANDOKO et al.,, 2009;
SIMONNEAU et al., 2013). Por conta do aumento do estresse imposto a parede do
VD, h& o desenvolvimento de hipertrofia compensatoria, através da sintese proteica e
adicdo de sarcomeros, fazendo com que a parede desta camara figue mais espessa

e suporte melhor as altas pressdes a que é exposta (BOGAARD et al., 2009). Todavia,

14



esse efeito é transitorio e, no processo final da HP, ocorre a disfuncéo e faléncia do
VD (AUSTIN et al., 2013).

Dividida de acordo com as semelhancas patoldgicas, caracteristicas
hemodindmicas e abordagens terapéuticas, a HP é classificada em 5 categorias,
estabelecidas em 1998 e atualizadas, pela ultima vez, em 2013, durante 0 5° Simpdsio
Mundial de Hipertensdo Pulmonar. A atual classificacdo da HP esta apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1. Classificacao atualizada da hipertens&o pulmonar, segundo o 5° Simp6sio Mundial de

Hipertensdo Pulmonar em Nice, Franca, em 2013. Fonte: Jardim; Prada; Souza (2015).

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

1. Hipertensdo arterial pulmonar (HAP)
1.1 HAP idiopatica
1.2 HAP hereditaria
121 BMPR2
122 ALK-1, ENG, SMADS, CAV1, KCNK3
1.3 HAP induzida por drogas e toxinas
1.4 HAP associada
141 doengas do tecido conectivo
142 infecgdo por HIV
143 hipertensao portal
144 doenga cardizea congénita
145 esquistossomose

1. Doenca pulmonar veno-oclusiva e hemangiomatose capilar pulmonar

1" Hipertensdo pulmonar persistente do recém-nascido

2. Hipertensdo pulmonar causada por doencas do coragdo esquerdo
21 disfungie sistélica
22 disfungo diastdlica
23 doenca valvar
24 outras doengas congénitas que levam 4 disfungao cardiaca priméria

3. Hipertensdo pulmonar causada por doenca pulmonar e/ou hipéxia
3.1 DPOC
3.2 doenca intersticial pulrmonar
33 outras doengas de padrio misto (restritivo & obstrutiva)
34 desordens respiratdrias do sono
35 deengas que cursam com hipoventilacao alveolar
36 exposicao crinica a grandes altitudes
3.7 deengas do desenvolvimento pulmaonar

4. Hipertensdo pulmonar tromboembélica cronica

5. Hipertensdo pulmonar com mecanismos multifatoriais ou ndo esclarecidos
5.1 aleragoes hematoldgicas: anemias crdnicas hemoliticas, doengas mieloproliferativas, esplenectomia
5.2 doengas sistémicas: sarcoidose, histiocitose pulmonar, linfangiclelomiomatose
5.3 distdrbios metabdlicos: tireoidopatias, doengas de depdsito
54 outros: embolizagio tumoral, mediastinite fibrosante, insuficiéncia renal crdnica e hipertensio pulmonar segmentar

15



1.2 HIPERTENSAO ARTERIAL PULMONAR

Hipertensédo arterial pulmonar (HAP) é o primeiro subgrupo da HP, composto por
distarbios com similar patologia na vasculatura pulmonar (AWDISH; CAJIGAS, 2016).
Além de ser um dos grupos mais frequentes de HP, € uma doenca devastadora e
progressiva, caracterizada, principalmente, pelo remodelamento da vasculatura da
circulacdo pulmonar (ZIMMER et al., 2017). A HAP é definida pela presséo de cunha
da artéria pulmonar (PCAP) menor, ou igual, a 15 mmHg e RVP > 3 unidades Wood,
sem a presenca de outros fatores causadores de HP pré-capilar, como HP por conta
de doencas pulmonares (AWDISH; CAJIGAS, 2016; GALIE et al., 2016).

Apesar de a etiologia exata ser desconhecida, sabe-se que a lesédo vascular
subjacente a HAP é determinada por susceptibilidades genéticas ou em associacao
com outros estados patologicos e é, provavelmente, uma resposta final a fatores
ambientais (CHIN; RUBIN, 2008). O remodelamento das artérias e arteriolas
pulmonares, em decorréncia de mecanismos que envolvem vasoconstricao, resulta
no aumento da RVP e da PAPm, acarretando em insuficiéncia ventricular direita
progressiva e morte antecipada dos pacientes (BOGAARD et al., 2009; MALENFANT
et al., 2013).

Anormalidades na troca gasosa e no fluxo sanguineo sao reconhecidas como
fortes indicios de HAP, principalmente quando se manifestam durante a pratica de
exercicios fisicos (GROEPENHOFF et al., 2013). Os sintomas da HAP s&o bastante
inespecificos, sendo que, na fase inicial da doenca, os sintomas s6 sao visiveis
durante o esforco e se restringem a falta de ar, fadiga, fraqueza, angina e sincope.
Casos menos frequentes apresentam, também, tosse seca, nauseas e vOmitos
(GALIE et al., 2016). Ademais, a funcionalidade do VD esta intimamente relacionada
com os sintomas apresentados pelos pacientes e o grau de severidade da doenca,
sendo a faléncia deste ventriculo a principal causa de Obitos entre os individuos
acometidos pela HAP. Os principais parametros cardiacos associados com o
prognoéstico da doenca sdo o tamanho das camaras cardiacas diretas, indice de
excentricidade do VE, alteracdo da frequéncia cardiaca (FC) e indice de performance
do miocérdio (IPM) (HADDAD et al., 2008; VONK NOORDEGRAAF; GALIE, 2011).

O diagnostico correto, e antecipado, do subtipo de HAP em questdo € de suma

importancia para um melhor desfecho e evolugéao do paciente, visto que as categorias
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da doenca sdo manejadas de maneiras diferentes entre si (HOEPER; GIBBS, 2014).
O progndstico dos pacientes tem melhorado nos ultimos anos devido a disponibilidade
de novas opc¢des de tratamento (YILDIZ, 2009). Todavia, devido a inespecificidade
dos sintomas, o diagnéstico da HAP frequentemente é realizado em fases avancadas,
levando a uma limitada eficacia de interferéncias terapéuticas e reduzida expectativa
de vida (HOEPER; GIBBS, 2014; PEACOCK et al., 2007).

As doencas pulmonares, tanto funcionais, quanto estruturais, que geram
implicacdes patolégicas no VD caracterizam o quadro denominado Cor Pulmonale.
Como a HAP causa modificacbes na vasculatura pulmonar que acarretam no
remodelamento e faléncia do VD, é classificada como um mecanismo patologico
subjacente ao Cor Pulmonale (SHUJAAT; MINKIN; EDEN, 2007).

1.2.1 Epidemiologia

A HAP é uma doenca rara, com prevaléncia de 15 casos por milhdo de habitantes
e, a cada ano, 24 novos casos de HAP sao registrados dentre um milh&o de adultos
(GALIE et al., 2016; KIELY et al., 2013). Dados da Escdcia mostram que a prevaléncia
da doenca no pais é um pouco superior que a média mundial, sendo de 25 casos por
milhdo de habitantes adultos (AWDISH; CAJIGAS, 2016). O acometimento dessa
doenca em criancas € pouco registrado, mas os dados existentes caracterizam 0s
pacientes como meninos menores de dois anos de idade. As taxas de incidéncia e
prevaléncia nos Estados Unidos séo, respectivamente, 5 — 8 casos por ano e 26 — 33
casos, por milhdo de criancas. Porém, dados europeus apresentam menores indices
de incidéncia e prevaléncia da HAP em criancas, o que demonstra a necessidade do
aprimoramento desses registros (LI et al., 2017).

O primeiro estudo prospectivo da HAP descrito foi realizado nos anos 80, através
da analise de 187 pacientes pelo National Institute of Health dos Estados Unidos (US-
NIH). As mulheres eram afetadas em maior frequéncia, na proporcéo de 1,7 mulheres
para cada homem, e a maioria dos pacientes eram adultos jovens, com idade média
de 36 anos (AWDISH; CAJIGAS, 2016; MONTANI et al., 2013). Atualmente, a HAP é
mais diagnosticada em pacientes mais velhos, em torno dos 50 anos de idade, esse
fato pode ser consequéncia de maior consciéncia sobre a doenca e rastreio dos sinais/
sintomas iniciais (AWDISH; CAJIGAS, 2016; GALIE et al., 2016). Além disso, a
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predominancia de mulheres depende de inUmeros fatores, como espaco geografico
analisado, idade dos pacientes e fator etiolégico da HAP. Em pacientes mais jovens,
a proporcdo entre mulheres e homens afetados € de 2,3:1 e, em pacientes idosos,
ndo ha diferenca de acometimento (GALIE et al., 2016; HOEPER; GIBBS, 2014). No
Brasil, o diagndéstico da HAP é feito, geralmente, aos 39 anos de idade e, para cada
homem diagnosticado, ha 3,3 mulheres atingidas pela doenca (ALVES et al., 2015).

O tempo decorrido entre o inicio dos sintomas até o momento do diagndstico €,
normalmente, de 2 anos (AWDISH; CAJIGAS, 2016; HOEPER; GIBBS, 2014). No
Brasil, apesar da precaria infraestrutura do sistema de salde, o diagndstico é
determinado dentro de 20 meses apds 0s sintomas iniciais; ndo havendo, portanto,
retardo no diagndéstico de pacientes brasileiros em relacdo a pacientes tratados em
centros de referéncia de paises desenvolvidos (LAPA, 2006). Ap6s o diagnéstico, o
progndéstico dos pacientes e a taxa de sobrevida ainda séo insatisfatorios, apesar do
desenvolvimento de novas terapéuticas e do maior entendimento da patofisiologia da
HAP (MONTANI et al., 2013). Pacientes que néo séo tratados apresentam uma taxa
de sobrevida de 2,8 anos, sobrevivéncia de 48% apds 3 anos do diagnéstico,
enguanto que os pacientes que recebem o tratamento adequado tém uma sobrevida
de 7 anos (AWDISH; CAJIGAS, 2016; KIELY et al., 2013; MCGOON et al., 2013;
MONTANI et al., 2013). Contudo, a taxa de sobrevivéncia varia entre pacientes com
diferentes idades, sendo que, pacientes mais idosos sao diagnosticados com graus
mais severos da doenca e possuem menor expectativa de vida, apds o diagnéstico,
gue pacientes jovens (HOEPER; GIBBS, 2014; LING et al., 2012).

O registro de dados dos pacientes é de suma importancia para o entendimento da
histéria da HAP, da evolucédo da doenca e de caracteristicas peculiares de cada pais
ou regido. Isto porque ha grandes diferencas na etiologia da doenca entre paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos, 0 que requer o desenvolvimento de tratamentos
adequados para cada momento e situacao (ALVES et al., 2015; AWDISH; CAJIGAS,
2016; LAPA, 2006). Atualmente, existem 11 registros internacionais que apresentam
os dados de 6 paises (Estados Unidos, Escocia, Franga, China, Reino Unido e
Espanha) e, em todos, eles, com excecdo dos registros chineses, a etiologia
predominante da HAP é a desconhecida, ou seja, a HAP idiopatica é o subgrupo mais
frequente da HAP (AWDISH; CAJIGAS, 2016). Seguindo a HAP idiopatica, a HAP por

doencas do tecido conjuntivo é a segunda principal causa de HAP. A terceira principal
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etiologia é variavel, sendo que na maioria dos paises doencas congénitas do coracéo
assumem essa posicao. No Brasil, entretanto, assim como em varios paises africanos,
a esquistossomose aparece como importante causadora de HAP (ALVES et al., 2015;
HOEPER; GIBBS, 2014; THIENEMANN et al., 2016). Apesar de n&o ser a forma mais
comum, a HAP associada a doencas do tecido conjuntivo apresenta o pior prognoéstico
aos pacientes (ALVES et al., 2015; HOEPER; GIBBS, 2014).

Doencgas endémicas, como HIV e esquistossomose, caracteristicas de paises
subdesenvolvidos e com saneamento béasico insatisfatério, acabam atuando como
fatores predisponentes para o desenvolvimento da HAP e, também, aumentam o
desafio para o estabelecimento de abordagens terapéuticas que sejam, de fato,
eficazes (ALVES et al., 2015; KIELY et al., 2013; THIENEMANN et al., 2016). Além
de doencas concomitantes, a presenca de comorbidades nos pacientes aumenta a
prevaléncia de HAP, bem como tem grande efeito no progndstico dos pacientes. As
principais comorbidades que interferem no desenvolvimento ou no curso da HAP séo
obesidade, diabetes, presséao sistémica elevada, valvopatia mitral e doenca pulmonar
cronica (ALVES et al., 2015; KIELY et al., 2013).

1.2.2 Fisiopatologia

A HAP € resultante, basicamente, de trés anormalidades vasculares:
remodelamento vascular; trombose e vasoconstricdo. Por ser um leito vascular de
baixa pressao, baixa resisténcia (apresentando baixo tdnus vascular de repouso) e
altamente distensivel, a circulacdo pulmonar é capaz de acomodar e reger com
facilidade, e sem elevar expressivamente a pressdao da artéria pulmonar (PAP),
aumentos de fluxo sanguineo local (CHEMLA et al., 2002).

O remodelamento da vasculatura pulmonar € o principal determinante de um
qguadro tipico de HAP. Seu desenvolvimento é processo multi-fatorial e multi-celular,
dependente de fatores de crescimento, substéncias vasoativas e forcas
hemodinamicas, que resulta em uma alteragdo do limen das artérias e arteriolas
pulmonares por conta da hiperplasia e proliferacdo das células musculares lisas,
acarretando o espessamento da camada média vascular (AGGARWAL et al., 2013;

BOGDAN et al., 2012).
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Entretanto, estudos mostram que o desenvolvimento das alteracdes vasculares
ocorre, apenas, apés o 14° dia de inducédo da HAP, pois, nos primeiros 14 dias, ha
inflamacéo na regido vascular, perivascular e alveolar, com infiltrado linfo-monocitario
e edema, a qual regride progressivamente e, entdo, ocorre o remodelamento dos
vasos. Contudo, a inflamacéo inicial € de suma importancia para o desenvolvimento
do quadro, uma vez que as citocinas inflamatérias também agem como estimulos para
o remodelamento vascular (AGGARWAL et al.,, 2013; BOGDAN et al., 2012,
SHUJAAT; MINKIN; EDEN, 2007).

Além do aumento da camada média, a proliferacdo das células endoteliais,
alteracdes na camada adventicia e a formacdo da neointima, uma camada formada
por miofibroblastos entre a camada intima e a lamina elastica interna, contribuem para
o remodelamento da vasculatura pulmonar e, consequente, aumento da RVP
(AGGARWAL et al., 2013; RABINOVITCH, 2008). As células endoteliais, em resposta
a fatores de crescimento, se proliferam de maneira descontrolada durante a HAP,
resultando no espessamento da camada intima vascular. Nos estagios finais da
doenca, ha formacéao de lesdes plexiformes, as quais sdo definidas pela formacéo de
canais aberrantes, que se assemelham com capilares, formando um plexo no lGmen
vascular, que esta obstruido devido ao remodelamento (Figura 1) (RABINOVITCH,
2008).

Espessamento da camada

intima

Formacio de canais aberrantes

Camada média — células

musculares lisas

Células endoteliais

Figura 1. Formacdo de canais aberrantes no lumen vascular. Retirado e adaptado de
Rabinovitch, M; 2008.
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Ainda, as células endoteliais contribuem para a muscularizacdo das artérias e
arteriolas pulmonares na HAP pois diminuem a sintese de 6xido nitrico (NO), que é
um importante inibidor de proliferacdo de células musculares lisas, e liberam o fator
de crescimento de fibroblastos — 2 (FGF2), que age opostamente ao NO, estimulando
a muscularizacédo dos vasos (AGGARWAL et al., 2013; RABINOVITCH, 2008).

A camada adventicia também é remodelada, mas, sua principal contribuicdo para
o desenvolvimento da HAP é através da modulag&o que os fibroblastos exercem sobre
as células musculares lisas da camada média e da diferenciacéo dos fibroblastos, em
miofibroblastos, para promover a muscularizacdo de capilares (AGGARWAL et al.,
2013).

Em consequéncia destas alteracdes estruturais no leito vascular pulmonar, o
limen dos vasos é, significativamente, reduzido e ha um aumento da RVP. Somando-
se a isso, o desequilibrio entre substancias vasoconstritoras (como endotelina-1 e
tromboxano) e vasodilatadoras (como NO e prostaciclina) colabora para a elevacéo
da RVP (VAILLANCOURT et al., 2015). A elevada RVP é a responséavel pelo aumento
da PAP, sinal classico da HAP.

Sendo que o VD ejeta diretamente na artéria pulmonar, a elevacdao da PAP
acarreta em um aumento de trabalho imposto a essa camara, visto que é preciso
superar pressdes maiores que o normal para ejetar a mesma quantidade de sangue.
O VD apresenta um formato diferente do ventriculo esquerdo (VE), com paredes mais
finas e formato decrescente, reflexo da baixa pressdo caracteristica da circulacdo
pulmonar e o que lhe garante maior complacéncia (BOGAARD et al., 2009; VONK
NOORDEGRAAF; GALIE, 2011).

A relacao pressao-volume existente no VD permite a adaptacdo ao aumento da
carga imposta a esta camara cardiaca. Na HAP, o mecanismo utilizado pelo VD para
compensar o aumento da pos-carga, devido ao aumento da PAP, é o desenvolvimento
de hipertrofia concéntrica. Através da sintese proteica e adi¢cdo de sarcomeros, o VD
aumenta a espessura da parede e assume uma forma mais arredondada (Figura 2)
(BOGAARD et al., 2009; HESSEL et al., 2006; VONK NOORDEGRAAF; GALIE,
2011). A sintese proteica é estimulada, principalmente, pela deteccdo do estiramento
pelas integrinas. As integrinas sdo proteinas transmembrana associadas tanto a

matriz extracelular, quanto ao citoesqueleto, o0 que as permite a transducdo do
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estresse mecanico externo em sinalizacédo quimica intracelular, a qual é responsavel
pela estimulacdo da sintese de proteinas contrateis (BOGAARD et al., 2009).

Entretanto, o VD ndo consegue, mesmo com a hipertrofia compensatoria, manter
a funcéo perante uma sobrecarga de presséo sustentada (VONK NOORDEGRAAF,;
GALIE, 2011). Devido a alteracées estruturais e bioquimicas nos cardiomiocitos, o VD
passa para um estado dilatado, piorando sua funcéo sistélica e diastdlica (HADDAD
et al., 2008; HESSEL et al., 2006).

A evolucédo do estégio hipertrofiado do VD para o estagio dilatado ainda nao esta
bem elucidada, mas, dentre os mecanismos que induzem essa progressao, estao
agueles gque se relacionam a modificacbes nas proteinas contrateis do miocardio,
assim como hiperativacao neuro-hormonal, estresse oxidativo e nitrosativo, ativacéo
do sistema imune, expressao de determinados genes e apoptose (BOGAARD et al.,
2009; HESSEL et al., 2006).

Figura 2. Ventriculo direito em uma situagcdo normal e na hipertenséo arterial pulmonar de

acordo com a Lei de Laplace. Retirado e adaptado de Bogaard et al, (2009).

1.2.3 Caracteristicas hemodinamicas e funcionais

Apesar de a HAP ser principalmente caracterizada pelo aumento da RVP, a
severidade dos sintomas, assim como os altos indices de morbidade e mortalidade da
doenca, estd extremamente associada aos danos causados ao VD, sendo a
insuficiéncia cardiaca (IC) direita a principal causa de morte destes pacientes.
Parametros morfologicos e funcionais do VD, como débito cardiaco (DC), diametro do
VD e excursao sistolica do plano do anel da tricuspide (TAPSE), tém sido identificados
e associados com o prognéstico da HAP (VONK NOORDEGRAAF; GALIE, 2011).

Estudos indicam que a espessura da parede livre do VD aumenta de acordo com
0 grau de pés-carga que é imposta a essa camara. Comparando animais com HAP
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com animais normais, a taxa de hipertrofia do VD nos animais doentes chega a ser 3
vezes maior (FARAHMAND et al.,, 2004). Além disso, a evolugcdo do quadro
hipertréfico para a dilatacdo da camara direita resulta no deslocamento do septo
interventricular em direcdo ao ventriculo esquerdo, ocasionando a diminuicédo de seu
diametro e alteracdo de sua forma (Figura 3) (HADDAD et al., 2008; KINGMA;
TYBERG; SMITH, 1983). O remodelamento do septo interventricular € altamente
relacionado a elevada pressao diastélica final do VD (PDFVD) vista na HAP
(FARAHMAND et al., 2004).

Entre as principais alteracdes hemodinamicas e funcionais estdo o aumento da
pressdo sistolica do ventriculo direito (PSVD) e PAPm, visto que a hipertrofia da
camada muscular das artérias e arteriolas pulmonares aumenta a RVP e,
consequentemente, a presséo exercida pelo VD (LUDKE et al., 2010). Também sé&o
encontrados na HAP a reducdo do DC e da fracdo de ejecdo do VD, associada ao
aumento do volume diastdlico final devido a dilatacdo desenvolvida no VD, e alteracéo
na TAPSE (HESSEL et al., 2006; VONK NOORDEGRAAF; GALIE, 2011). Lima e
colaboradores (2017), em recente estudo utilizando ratos Wistar apds 21 dias da
inducdo da HAP por monocrotalina, demonstraram aumento da PAPm, aumento na
pressdo sistolica e diastélica do VD e aumento dos indices de contratilidade e
relaxamento, tornando maior o esforco do miocardio para exercer sua funcédo de
bomba, representado pelo maior valor de IPM nos animais doentes.

A HAP tem como sinal classico a congestdo pulmonar, cujas principais
caracteristicas sdo a alveolite fibrosante difusa, o espessamento de septos
interalveolares, edema e infiltrado inflamat6rio mononuclear e, principalmente,
macrofagos espumosos (GARDINER; ROYCE; BOKOR, 1965; NOBRE; DAGLI,
HARAGUCHI, 1994). Esse estado inflamatorio, semelhante a um processo de
pneumonia aguda, ocorre durante os primeiros 14 dias apds a indugcédo da doenga,
sendo posteriormente substituido pelo desenvolvimento de fibrose intersticial
(BOGDAN et al., 2012).

E sabido que a administracdo de MCT em ratos esta associada com o aumento
da reatividade da artéria pulmonar, além do significativo remodelamento arteriolar
pulmonar descrita anteriormente (ZAPATA-SUDO et al., 2012). Além do desequilibrio
entre substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras, a vasculatura pulmonar

apresenta certo grau de disfuncdo endotelial, resultando em um exacerbado tdnus
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vasoconstritor. A vasoconstricdo sustentada da vasculatura pulmonar € a responsavel
pela elevacdo da PAP, a qual desencadeia a sucesséao de eventos até o desfecho final
da HAP (ALENCAR et al., 2013).

Coragdo normal Coragdo na HAP

Septo interventricular deslocado

L

4

vD VE VD dilatado VE

y

"™ Compressdo
do VE

Figura 3. A dilatagé@o do ventriculo direito (VD) desloca o septo interventricular para a esquerda,

mudando a geometria do ventriculo esquerdo (VE). Retirado e adaptado de Haddad et al, (2008).
1.2.4 Hipertensao arterial pulmonar e sistema nervoso autbnomo

O sistema nervoso autdbnomo (SNA), através da acdo da noradrenalina e da
acetilcolina, secretadas, respectivamente, pelo sistema nervoso simpatico (SNS) e
sistema nervoso parassimpatico (SNP), afeta a funcionalidade do sistema
cardiovascular. A acao desses neurotransmissores altera, principalmente, a forca de
contracdo dos cardiomiécitos e a frequéncia cardiaca (DE ANGELIS; SANTOS;
IRIGOYEN, 2004).

O SNS, mediante ativacdo dos receptores adrenérgicos pela noradrenalina e/ ou
adrenalina, acelera a frequéncia cardiaca, aumenta a for¢ca de contragdo das fibras
musculares cardiacas (efeito inotropico positivo), aumenta a taxa de relaxamento do
miocardio (efeito lusitrépico positivo), a conducéo do impulso (efeito dromotropico
positivo) atraves, especialmente, do nodo sinoatrial (efeito cronotrépico positivo) e a
constricdo de arteriolas (CIARKA et al., 2007; HADDAD et al., 2008; TRIPOSKIADIS
et al., 2009). Por outro lado, os impulsos vagais e a liberacdo de acetilcolina,
resultantes da ativacdo do SNP, diminuem a frequéncia cardiaca, mas exercem
poucos efeitos na contratilidade cardiaca (TRIPOSKIADIS et al., 2009).
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O SNS é o principal componente autonémico dos ventriculos, posto que as fibras
simpaticas acompanham as principais artérias coronarias (TRIPOSKIADIS et al.,
2009). Devido a diminuicdo do débito cardiaco na HAP, ocorre a reducao da perfusao
tecidual e consequente ativagdo das vias neuro-hormonais simpaticas (BOGAARD et
al., 2009). Além disso, a estimulacdo do SNS também pode ser resultado do aumento
da pés-carga imposta aos ventriculos (ANDERSEN et al., 2015). A ativacdo do SNS
€ 0 melhor mecanismo fisiolégico para elevar, de maneira aguda, a performance do
miocardio e manter, ou reestabelecer, a homeostase cardiovascular (TRIPOSKIADIS
et al., 2009). A ativacdo aguda do SNS € uma resposta adaptativa do sistema
cardiovascular para compensar a funcdo miocéardica prejudicada e, deste modo,
manter os niveis adequados de presséo e de débito cardiaco (DE LIMA-SEOLIN et
al., 2017; TRIPOSKIADIS et al., 2009). Todavia, a hiperativagdo sustentada do SNS
acarreta efeitos deletérios na estrutura e no desempenho cardiaco (BOGAARD et al.,
2009; TRIPOSKIADIS et al., 2009).

Estudos demonstram que, na HAP, ha um desequilibrio do SNA, caracterizado
pela elevacdo da atividade simpética e diminuicdo da atividade parassimpatica
simultaneamente (DE LIMA-SEOLIN et al., 2017). Desta forma, a hiperatividade do
SNS vista em pacientes com HAP é um importante fator patofisiolégico, uma vez que
acelera a progresséo da doenca através da estimulacdo da sintese de proteinas nos
cardiomiécitos e do remodelamento cardiaco (ANDERSEN et al., 2015; BOGAARD et
al., 2009). Esses fatores, em conjunto, promovem a faléncia do VD, principal causa
de Obitos dentre as pessoas acometidas pela HAP (TRIPOSKIADIS et al., 2009).
Logo, pode-se dizer que a HAP é resultado da interacao entre a disfuncdo miocardica
e a ativacdo, compensatoria, neuro-hormonal, sendo o distarbio do SNA um dos
principais fatores relacionados a patogénese dessa doenca (RIGATTO et al., 2013;
TRIPOSKIADIS et al., 2009).

Além dos efeitos diretos no coracdo, a hiperatividade simpatica pode ser
prejudicial para a vasculatura pulmonar, uma vez que esses vasos sdo altamente
inervados por fibras simpaticas, induzindo a constricdo dessa vasculatura [e.1l; gg].
De certa forma, os danos no leito vascular pulmonar fomentam o remodelamento e
faléncia ocorridos no VD (BOGAARD et al., 2009; CIARKA et al., 2007).

Por conta da ativacdo crbnica do SNS, pacientes com HAP apresentam altos

niveis de catecolaminas plasmaticas, e, apesar de ocorrer uma downregulation dos
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receptores beta-adrenérgicos, principalmente do tipo beta-1, como forma de
adaptacdo protetora aos altos niveis de noradrenalina e adrenalina, ha um efeito
toxico dessas substancias sobre os cardiomidcitos (ANDERSEN et al.,, 2015;
TRIPOSKIADIS et al., 2009). A liberacdo exacerbada de catecolaminas é capaz de
estimular a fibrose intersticial, a reducéo da resposta inotrépica positiva e a dilatacao
cardiaca, atraves de danos oxidativos (resultantes da autooxidacéo) e da ativacdo de
vias apoptéticas (TRIPOSKIADIS et al., 2009; VONK NOORDEGRAAF; GALIE, 2011).
O aumento de catecolaminas circulantes é responsavel por importantes efeitos

cardiotdxicos e induz necrose dos cardiomiécitos (DE LIMA-SEOLIN et al., 2017).

1.2.5 Estresse Oxidativo

Radicais livres (RL) é a definicdo dada a um grupo de substancias quimicas,
sendo atomos ou moléculas, que apresentam um ou mais elétrons desemparelhados
nos seus orbitais mais externos (FERREIRA; FERREIRA; DUARTE, 2007; SINGAL et
al., 2000). A presenca de elétrons desemparelhados confere aos RL uma alta
capacidade reativa e instabilidade quimica, sendo que a estabilidade desses
compostos somente é alcancada quando ocorre reacdes de oxidacdo ou reducao com
outras moléculas (FERREIRA; FERREIRA; DUARTE, 2007). Os RL sdo formados a
partir do metabolismo basal das células, através da adicdo ou remocao sequencial de
elétrons, e tém as mitocéndrias como principal fonte formadora (SILVA; FERRARI,
2011; SINGAL et al., 2000). Na HAP, ha um aumento na producéo de RL, resultando
em elevado estresse oxidativo (LAl et al., 2014).

Estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a producéo de agentes
oxidantes, como RL, e as defesas antioxidantes do organismo, com prevaléncia dos
primeiros (Figura 4), tanto por causa do aumento da producdo dessas substancias
quanto pela diminuicdo da capacidade de defesa, ou seja, nessas condi¢des, a
capacidade do organismo de neutralizar os efeitos dessas moléculas esta prejudicada
(AGGARWAL et al., 2013; FARAHMAND et al., 2004; HALLIWELL, 2007; SIES, 1997;
SINGAL et al., 2000).
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Figura 4. Conceito de estresse oxidativo baseado no desequilibrio entre pré-oxidantes e

antioxidantes. Retirado e adaptado de Ferreira et al, 2007.

A terminologia espécies reativas de oxigénio (EROs) designa espécies que séo
formadas, naturalmente, como bioprodutos da redugao do oxigénio. Dentre as EROs,
destacam-se o radical hidroxil (OH¢), anion superéxido (O2"), oxigénio singlet (*0O2’),
radical peroxil (RO2") e espécies ndo radicalares, como o peroxido de hidrogénio
(H202) (AGGARWAL et al., 2013). Cada uma dessas moléculas apresenta
caracteristicas, poder de reatividade e tempo de meia-vida especificos (YU, 1994). O
oxigénio molecular, por apresentar dois elétrons desemparelhados de spins paralelos
no orbital mais externo, tende a captar elétrons de outras moléculas (AGGARWAL et
al., 2013). A reducédo monovalente do oxigénio, ou seja, a captacdo de um elétron por

reacao em reacdes sequenciais, gera as EROs, como demonstrado na Figura 5.
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Figura 5. Formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) na cadeia transportadora de

elétrons. Retirado e adaptado de Ferreira et al, (2007).

Em baixas concentragbes, as EROs agem como moléculas sinalizadoras e
mensageiros secundarios em algumas rotas metabolicas celulares, atuando
principalmente na sinalizagao celular, expressao de determinados genes e reacao
inflamatdria (AGGARWAL et al., 2013; FERREIRA; FERREIRA; DUARTE, 2007).

Entretanto, em situacdo de estresse oxidativo, os altos niveis dessas moléculas
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acabam sendo prejudiciais as células devido as interacdes deletérias das EROs com
lipideos de membrana, proteinas e moléculas de DNA (AGGARWAL et al., 2013;
DEATON; MARLIN, 2003; SINGAL et al., 2000). A interacdo de EROs com os lipideos
de membranas celulares e subcelulares, processo denominado de lipoperoxidacgao,
ocorre, principalmente, através do radical hidroxil e causa importante alteracdo na
estrutura e funcdo da membrana, podendo resultar em morte e disfuncdo celular
(FERREIRA; FERREIRA; DUARTE, 2007; SINGAL et al., 2000). Além disso, quando
as EROs interagem com proteinas, transformam-nas em proteinas oxidadas, por
alterarem sua estrutura e funcdo (REZNICK; PACKER, 1994; SINGAL et al., 2000). A
perda funcional de proteinas contrateis do miocardio, por conta do estresse oxidativo,
€ um fator patofisiol6gico bastante importante para o desenvolvimento da IC na HAP
(BOGAARD et al., 2009; FARAHMAND et al., 2004). Nos acidos nucléicos, o principal
dano causado pelo estresse oxidativo € a quebra de fita simples de DNA e aberracées
cromossomicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; SINGAL et al., 2000).

O organismo, a fim de minimizar, ou até mesmo inibir, os efeitos deletérios das
acOes das EROs e dos radicais livres, possui um sistema de defesa antioxidante
bastante eficiente em condicdes fisioldgicas (SINGAL et al., 2000). Antioxidantes sao
definidos como qualquer substancia que atrasa significativamente, ou impede, 0s
danos oxidativos causados a uma molécula — alvo. Os antioxidantes podem ser
produzidos endogenamente ou, também, adquiridos através da dieta e/ ou
suplementacao (HALLIWELL, 2007). A defesa antioxidante endégena é€ feita por duas
classes de moléculas antioxidantes: enzimaticas e ndo — enzimaticas. Dentre os
antioxidantes ndo — enzimaticos, destaca-se a atividade do alfa-tocoferol, principal
representante da vitamina E, pela intensa protecdo as membranas celulares, porém,
a acao sinérgica do alfa-tocoferol e do acido ascoérbico também merece destaque no
sistema de protecdo ndo — enzimatico (SINGAL et al., 2000).

As reservas antioxidantes enzimaticas sdo compostas, essencialmente, pelas
enzimas catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx)
(MCCORD; FRIDOVICH, 1969). A SOD ¢ a primeira linha de defesa contra radicais
livres, ela atua dismutando o anion superéxido em uma espécie ndo — radicalar, o
peréxido de hidrogénio (MURPHY et al., 2011; SINGAL et al., 2000). O peroéxido de
hidrogénio resultante da acdo da SOD pode reagir com metais de transicdo que se

encontram na forma livre (Fe*? e Cu*) e formar o radical hidroxil, a ERO mais reativa
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as biomoléculas proximas. Entretanto, o perdxido de hidrogénio pode ser eliminado
na forma de agua e oxigénio pela acdo de duas enzimas antioxidantes, a CAT e a
GPx (FERREIRA; FERREIRA; DUARTE, 2007). A principal diferenca entre elas é a
maior efetividade da GPx em baixas concentracdes de perdxido de hidrogénio e,
também por parte da GPX, a utilizacdo da glutationa reduzida (GSH) como substrato,
convertendo-a a forma oxidada (GSSG) (BISWAS; RAHMAN, 2009; SINGAL et al.,
2000). Essa dupla acdo enzimatica sobre o peroxido de hidrogénio garante que a
producédo de radical hidroxil seja minima, visto que € uma ERO bastante danosa. No
coracao, a GPx desempenha importante papel na defesa antioxidante (SINGAL et al.,
2000).

E sabido que a exacerbada producio de EROs na vasculatura pulmonar esta
associada ao remodelamento e disfuncéo vascular, visto que modulam a liberacéo,
ou atividade, de diversas substancias vasoativas que que afetam o ténus vascular e
fatores que influenciam na espessura da parede dos vasos (AGGARWAL et al., 2013).
A atividade de muitas enzimas também é responsavel pela producdo de espécies
reativas na vasculatura pulomonar, dentre elas, destaca-se a eNOS e a NADPH
oxidase. A primeira, responsavel pela sintese do NO, comeca a produzir O2™ quando
os cofatores utilizados (L-arginina e tetrahidrobiopterina) estdo escassos. Por outro
lado, a funcéo primaria da NADPH oxidase é a producdo de O2" por catalizar a
reducdo de um elétron do oxigénio molecular, a partir de NADPH (AGGARWAL et al.,
2013).

Ademais, as EROs sdo capazes de induzir o remodelamento cardiaco por
inativarem enzimas envolvidas no acoplamento de excitacdo-contracdo muscular,
inducéo de dano celular, inflamacéo e apoptose (BOGAARD et al., 2009). Por conta
dessas alteracbes induzidas pelas EROs, o elevado estresse oxidativo esta
intimamente associado com a patogénese da HAP e IC (KHAPER et al., 2010; LUDKE
et al., 2010).

1.3 MODELO EXPERIMENTAL DE HAP

A administracdo de monocrotalina (MCT) em ratos tem sido o principal modelo

utilizado para explorar os mecanismos envolvidos na HAP e sua resultante disfuncéo
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cardiaca (ITO et al., 2000). A MCT € um alcaloide inativo derivado de sementes de
plantas do género Crotalaria e, ap0s passar pelo metabolismo hepatico e sofrer
oxidacAo em sua molécula, gera 0 seu metabdlito pirrolizidinico ativo, a
dehidromonocrotalina, que desencadeia alteracdes estruturais e funcionais nos
pulmdes e na vascularizacado pulmonar (DAICHO et al., 2009; FARHAT et al., 1993;
POLONIO et al., 2012). Acredita-se que a vasculatura pulmonar seja o principal alvo
da MCT devido a proximidade anatomo-circulatéria do figado e do pulméo e pela
presenca de proteinas especificas de células endoteliais pulmonares que sé@o alvos
de ligacdo da MCT (BOGDAN et al., 2012). O género Crotalaria pertence a familia das
leguminosas (Figura 6) e revelam-se como plantas herbaceas com cerca de 50 cm ou
arbustos com até 3 metros (FLORES; MIOTTO, 2005). No Brasil, ha cerca de 40
espécies crescendo abundantemente, principalmente em plantacdes de graos e em
pastagens, uma vez que sdo caracterizadas como plantas invasoras (PALOMINO;
VAZQUEZ, 1991; TOKARNIA; BRITO; BARBOSA, 2012). O nome desta planta se
deve ao som que as suas vagens secas emitem, quando tocadas, que lembra o som
da cauda da cascavel, cujo género é Crotalus (WILLIAMS; MOLYNEUX, 1987).

Figura 6. Foto da vagem, das sementes e das flores das espécies pertencentes ao género

Crotalaria. Retirada e adaptada de Martinez; Dos Santos; Pinto, (2013).

O mecanismo de acdo da MCT ainda € desconhecido, mas sabe-se que 0s
eritrocitos estdo altamente envolvidos no transporte da dehidromonocrotalina do
figado até os pulmdes (PAN, 1991). Nas arteriolas e artérias pulmonares, através do
desencadeamento de uma resposta inflamatéria com resposta hipertréfica e

hiperplasica das células musculares lisas, desequilibrio entre substancias

30



vasodilatadoras e vasoconstritoras e elevacdo da pressao arterial pulmonar, a
dehidromonocrotalina leva ao surgimento progressivo de HAP severa e irreversivel
(GOMEZ-ARROYO et al., 2012; MEYRICK; GAMBLE; REID, 1980).

O modelo mais utilizado para mimetizar a HAP consiste na administracao de MCT,
no qual alteracdes cardiovasculares e pulmonares sdo similares as dos pacientes com
HAP (POLONIO et al., 2012; SOUZA-RABBO et al.,, 2008; YEE et al., 2000). A
hipertrofia ventricular direita causada pela dehidromonocrotalina € estabelecida dentro
de 2 a 3 semanas apo0s a administracao da droga (ITO et al., 2000). Ao investigar a
progressdo da HAP em decorréncia da administragdo de MCT em ratos Wistar,
Leichsenring-Silva et al. (2011) observaram modificacdes morfologicas e funcionais
do VD aos 21 dias apos a injecdo de MCT. Apés 31 dias do inicio do protocolo, foram
encontradas mudancas no ventriculo esquerdo, sugerindo subsequente disfungéo
desta camara.

Buermans et al. (2005) demonstraram que, ap6s 4 semanas da administracédo de
uma alta dose de monocrotalina (80 mg/Kg), houve progressdo para insuficiéncia
cardiaca congestiva em todos os animais submetidos ao tratamento, enquanto a
administracdo de uma baixa dose de monocrotalina (30 mg/Kg) causou apenas a
hipertrofia do VD, no mesmo periodo.

Leichsenring-Silva (2011) demonstrou a progressiva repercussdao da HAP
induzida pela monocrotalina sobre os pulmdes, através de histologia, aos 7 e 21 dias
apos aplicacdo da droga. Nao foram encontradas alteragdes estruturais nos alvéolos
aos 7 dias, apenas um pequeno infiltrado inflamatério. Ja, aos 21 dias, houve
espessamento do septo alveolar com aumento no niamero de células inflamatorias,
indicando o desenvolvimento de congestdo pulmonar. Também demonstrou a
condicdo funcional do coracdo aos 7, 21 e 31 dias apés a inducao de HAP por
monocrotalina. Dentre os resultados, aos 7 dias foi evidenciado apenas 0 aumento da
resisténcia vascular pulmonar, aos 21, aumento na razdo peso do VD pelo peso
corporal, indicando desenvolvimento da hipertrofia, além da congestdo pulmonar e
aos 31 dias o ventriculo esquerdo ja apresentava disfuncao sistélica e diastolica
devido a HAP.
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1.4 JUSTIFICATIVA

A HAP consiste em uma doenca de rapida progressao e letal, decorrente de uma
doenca vascular pulmonar por acao sinérgica de fatores genéticos, epigenéticos e
relacionados ao sistema imunologico (MALENFANT et al., 2013). Caracteriza-se
patologicamente por uma anormalidade circulatéria, resultante do aumento do ténus
vascular pulmonar, desequilibrio de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras e
proliferacdo progressiva células musculares e endoteliais, 0 que resulta em lesbes
vaso-oclusivas (BOGAARD et al., 2009; TUDER et al., 2009). Em decorréncia, ha
elevacdo da pos-carga imposta ao VD, gerando consequente hipertrofia, dilatacdo e
IC direita (CASSERLY; KLINGER, 2009; HANDOKO et al., 2009).

Os modelos experimentais para o estudo da HAP permitiram o desenvolvimento
de todas as alternativas terapéuticas que existem atualmente, sendo que o modelo
baseado na administracdo da MCT (60 mg/Kg) € o mais utilizado (POLONIO et al.,
2012).

As alteragdes estruturais e funcionais determinantes para o estabelecimento da
HAP desenvolvem-se de acordo com a dose de monocrotalina administrada e séo
tempo-dependentes. Como descrito anteriormente, estudos prévios de Buermans et
al. (2005) demonstraram que apés 4 semanas de aplicacdo de MCT (30 mg/Kg) houve
o desenvolvimento de hipertrofia ventricular direita em ratos machos. Ja, Leichsenring-
Silva (2011) encontrou mudangas estruturais no VD, por conta da HAP induzida, aos
21 dias apds a aplicacdo de 60 mg/Kg de MCT em ratos Wistar machos. Porém, ainda
sdo escassos 0s estudos que demonstrem, especificamente, as alteracdes
morfologicas e funcionais sobre o desenvolvimento e progressdo da HAP aos 7 e 14
dias apos a aplicacdo de MCT.

Sendo a HAP uma doenca de répida progressdo e alta mortalidade,
principalmente em decorréncia da insuficiéncia cardiaca que se desenvolve, novas
abordagens terapéuticas precisam ser testadas para que a taxa de sobrevida dos
pacientes, com o tratamento, aumente. Uma vez que as alteracdes funcionais do VD
na progressao da HAP ndo estdo bem elucidadas, faz-se necessario uma andlise
temporal aos 7 e 14 dias ap6s a administracdo de monocrotalina, visando demonstrar
e caracterizar as principais alteracbes estruturais, funcionais, histologicas e

morfométricas no coragcao, pulméo e artéria pulmonar, ao decorrer desta doenca.
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Desta forma, sera possivel o desenvolvimento de alternativas terapéuticas de acordo
com a janela de progressdo da doenca, podendo tornar o tratamento mais efetivo e

aumentar a sobrevida e qualidade de vida destes pacientes.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Andlise tempo-dependente dos mecanismos de progressdo da HAP induzida por
monocrotalina e seus efeitos, com base em alteracdes, no ventriculo direito e artéria
pulmonar, de parametros morfométricos, funcionais, de estresse oxidativo e de

regulacdo dos componentes do sistema nervoso autbnomo.

1.5.2 Objetivos Especificos

- Mensurar semanalmente o ganho de massa corporal dos animais.

- Quantificar os seguintes indices morfométricos: congestéo hepatica, congestéao
pulmonar e hipertrofia ventricular direita.

- Avaliar o perfil hemodinamico por meio das medidas da pressao ventricular
sistdlica e diastélica final do VD e determinar o indice de contratilidade (dP/dtméax) e
relaxamento do VD (dP/dtmin).

- Avaliar a funcdo autondémica cardiaca e vascular por meio dos componentes
simpatico e parassimpatico.

- Avaliar parametros de estresse oxidativo na artéria pulmonar, através da
atividade da enzima NADPH oxidase.

- Avaliar a expressao, na artéria pulmonar, de receptores de endotelina (ET-A e
ET-B) e da enzima endotelial sintetizadora de NO (eNOS).

- Mensurar as modificagdes induzidas pela monocrotalina na reatividade vascular
da artéria pulmonar, através da avaliacdo da resposta do vaso a fenilefrina

(vasoconstritora) e a acetilcolina (vasodilatadora).
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RESUMO

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) caracteriza-se pelo desequilibrio de substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras e pela proliferacdo de células musculares e endoteliais.
Ainda, a vasculatura pulmonar apresenta exacerbado tonus vasoconstritor. Esse estudo teve
como objetivo realizar uma anédlise tempo-dependente, aos 7 e 14 dias, dos mecanismos de
progressdo da HAP induzida monocrotalina (MCT). Ratos Wistar foram divididos em quatro
grupos: CTR7 e CTR14; MCT7 e MCT14. Os grupos MCT7 e MCT14 receberam uma Unica
injecdo intraperitoneal de MCT (60 mg/Kg) e os grupos CTR7 e CTR14, o mesmo volume de
salina. Ao final do protocolo, realizou-se o cateterismo do ventriculo direito (VD) e da artéria
femoral, coleta dos 6rgaos. A administracdo de MCT diminuiu a reatividade da artéria pulmonar
nos grupos MCT7 e MCT14 e elevou a pressdo média da artéria pulmonar, a pressao sistolica
do VD e a atividade da NADPH oxidase no grupo MCT14. Ndo houve diferencga significativa
nos parametros do SNA entre os grupos. As alteracdes induzidas pela MCT envolvem a
responsividade e a estrutura da vasculatura pulmonar, estando mais evidentes a partir dos 14

dias, apesar de o quadro de HAP ja estar bem estabelecido aos 7 dias.

Palavras-chave: Hipertensdo arterial pulmonar. Monocrotalina. Reatividade vascular. Estresse

oxidativo.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) é definida pela elevacéo da pressdo média da artéria
pulmonar (PAPm) igual, ou superior, a 25 mmHg em condicGes de repouso, avaliada pelo
cateterismo do ventriculo direito (VD) [1,2]. Consiste em uma doenca letal e de rapida
progressao, sendo que a lesdo vascular subjacente 8 HAP é determinada por susceptibilidades
genéticas ou em associa¢do com outros estados patoldgicos e é, provavelmente, uma resposta
final a fatores ambientais [3]. A HAP é diagnosticada com maior frequéncia em pacientes mais
velhos, em torno dos 50 anos de idade, tem prevaléncia de 15 casos por um milh&o de habitantes
e, a cada ano, 24 novos casos de HAP s&o registrados dentre um milh&o de adultos [4-6].

Trés anormalidades vasculares sdo as principais causadoras de HAP: remodelamento
vascular; trombose e vasoconstri¢do [7]. A HAP é uma doenca caracterizada pela anormalidade
circulatoria resultante do desequilibrio de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras e
proliferacdo progressiva de células musculares e endoteliais, 0 que resulta em lesbes vaso-
oclusivas [8,9]. Além disso, a vasculatura pulmonar apresenta certo grau de disfuncéo
endotelial, resultando em um exacerbado tdnus vasoconstritor [10]. O remodelamento das
artérias e arteriolas pulmonares, em decorréncia desses mecanismos vasoconstritores, resulta
no aumento da resisténcia vascular pulmonar (RVP) e da PAPm, sinal classico da HAP. A
elevacdo da PAPm desencadeia a sucessao de eventos até o desfecho final da HAP, pois acarreta
em um aumento de trabalho imposto ao VD, Vvisto que € preciso superar pressdes maiores que
0 normal para ejetar a mesma quantidade de sangue [8,11]. Para compensar 0 aumento da pos-
carga, o VD desenvolve uma hipertrofia concéntrica, através da sintese proteica e adigdo de
sarcOmeros. Assim, 0 VD aumenta a espessura da parede e assume uma forma mais arredondada
[8,11,12].

Os sintomas da HAP sdo bastante inespecificos, sendo que, na fase inicial da doenca, os
sintomas s6 sdo visiveis durante o esforgo e se restringem a falta de ar, fadiga, fraqueza, angina
e sincope [5]. A funcionalidade do VD esta intimamente associada com o0s sintomas
apresentados pelos pacientes e o grau de severidade da doenca, posto que a insuficiéncia
cardiaca (IC) direita é a principal causa de ébito [11,13]. O prognéstico dos pacientes e a taxa
de sobrevida ainda s&o insatisfatorios, apesar do desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas e do maior entendimento da patofisiologia da HAP [2]. Pacientes que ndo sdo
tratados apresentam uma taxa de sobrevida de 2,8 anos, enquanto que os pacientes que recebem
o0 tratamento adequado tém uma sobrevida de 7 anos [2,4,6,14].
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As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdao moléculas formadas, naturalmente, como
bioprodutos da reducdo do oxigénio e, em baixas concentragdes, as EROs agem como
moléculas sinalizadoras e mensageiros secundarios em algumas rotas metabolicas [15,16].
Entretanto, em situacdo de estresse oxidativo, altos niveis dessas moléculas acabam sendo
prejudiciais as células devido as intera¢fes deletérias das EROs com lipideos de membrana,
proteinas e moléculas de DNA [15,17,18]. No desenvolvimento e progressdo da HAP, o estresse
oxidativo desempenha importante papel, pois a exacerbada producdo de EROs na vasculatura
pulmonar estd associada ao remodelamento e disfungcdo vascular, visto que modulam a
liberacéo, ou atividade, de diversas substancias vasoativas que afetam o tdnus vascular e fatores
que influenciam na espessura da parede dos vasos [15].

As alteracdes vasculares vistas na HAP ndo acarretam, apenas, em alteracdes estruturais
do VD, causam, também, importantes alteracdes hemodindmicas e funcionais no sistema
cardiovascular. Entre as principais alteracdes esta 0 aumento da pressao sistdlica do ventriculo
direito (PSVD), como consequéncia direta da elevagdo da PAPm [19]. O sistema nervoso
autbnomo (SNA), através da acdo da noradrenalina e da acetilcolina, secretadas,
respectivamente, pelo sistema nervoso simpatico (SNS) e sistema nervoso parassimpatico
(SNP), afeta a funcionalidade do sistema cardiovascular, sendo o melhor mecanismo fisioldgico
para elevar, de maneira aguda, a performance do miocardio e manter, ou reestabelecer, a
volumes adequados de débito cardiaco [20,21]. Estudos demonstram que, na HAP, h4d um
desequilibrio do SNA, caracterizado pela elevacdo da atividade simpética e diminuicdo da
atividade parassimpaética, simultaneamente, como resposta adaptativa a elevacédo da pos-carga
imposta a0 VD [22]. Porém, a hiperatividade cronica do SNS é um importante fator
patofisiol6gico da HAP, uma vez que acelera a progresséo da doenca, levando a faléncia do VD
[21].

Os modelos experimentais para o estudo da HAP permitiram o desenvolvimento de todas
as alternativas terapéuticas que existem atualmente e todo conhecimento da patofisiologia da
doenca. A administracdo de monocrotalina (MCT) em ratos tem sido o principal modelo
utilizado para explorar os mecanismos envolvidos na HAP, uma vez que as alteragdes
cardiovasculares e pulmonares sdo similares as dos pacientes [23—-26]. Nas arteriolas e artérias
pulmonares, atraves do desencadeamento de uma resposta inflamatéria com resposta
hipertrofica e hiperplasica das células musculares lisas, desequilibrio entre substancias

vasodilatadoras e vasoconstritoras e elevacdo da pressdo arterial pulmonar, a
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dehidromonocrotalina, metabdlito ativo da MCT, leva ao surgimento progressivo de HAP
severa e irreversivel [27,28].

As alteracOes estruturais e funcionais determinantes para o estabelecimento da HAP
desenvolvem-se de acordo com a dose de MCT administrada e sdo tempo-dependente. Visto
que ainda sdo escassos 0s estudos que demonstrem, especificamente, as alteracdes morfoldgicas
e funcionais sobre o desenvolvimento e progressao da HAP aos 7 e 14 dias ap0s a aplicagdo de
MCT, o principal objetivo deste trabalho foi realizar uma analise tempo-dependente dos
mecanismos de progressdao da HAP induzida por monocrotalina e seus efeitos, com base em
alteracBes de parametros morfométricos, funcionais, de estresse oxidativo e de regulacdo dos

componentes do sistema nervoso autbnomo [29].

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

O presente estudo esta de acordo com todas as normas estabelecidas pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e foi aprovado sob
processo de nimero 32151. Este trabalho é segmento da pesquisa de doutorado desenvolvida
pela aluna Alexsandra Zimmer no Laboratério de Fisiologia Cardiovascular da UFRGS.

Foram utilizados 48 ratos Wistar machos (180+10 gramas, no inicio do estudo)
provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio
(CREAL). Os animais foram alojados no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia
do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, sendo mantidos em caixas plasticas (27 x 26 x 31 cm) com assoalho coberto por serragem.
Receberam &gua e alimento ad libitum em um ambiente controlado, com ciclo claro-escuro de
12 horas, temperatura de 20 — 25°C e umidade de 70%.

2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n= 12 animais/ grupo):
1) CTR 7: animais que receberam a administragéo de solucdo salina e foram eutanasiados

ao final do sétimo dia;

38



2) MCT 7: animais que receberam a administracdo de MCT e foram eutanasiados ao final
do sétimo dia;

3) CTR 14: animais que receberam a administracdo de solucédo salina e foram eutanasiados
ao final do décimo quarto dia;

4) MCT 14: animais que receberam a administracdo de MCT e foram eutanasiados ao final
do décimo quarto dia;

No final do periodo de ambientacdo (3 dias), os animais dos grupos MCT 7 e MCT 14
receberam uma Unica injecdo intraperitoneal (i.p.) de monocrotalina (60 mg/Kg) (Sigma-
Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA) [30]. Os animais dos grupos controle (CTR 7 e CTR 14)
receberam volume equivalente de solugdo salina [31].

Ao término do protocolo experimental, os animais foram anestesiados através da aplicacao
intraperitoneal de quetamina (90 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) e encaminhados para o
cateterismo da artéria femoral e ventriculo direito [32]. Em seguida, enquanto ainda
anestesiados, foram decapitados e tiveram a artéria pulmonar, coracdo, pulmdes e figado

coletados.

2.3 ANALISES MORFOMETRICAS

A hipertrofia do ventriculo direito foi analisada através da razéo entre a massa do ventriculo
direito e a massa corporal (mg/g), conforme descrito por Hu et al (2003), e entre a massa do
ventriculo direto pela massa do ventriculo esquerdo (g/g) [30,33].

Os dois lobos esquerdos do pulmé&o e o lobo lateral esquerdo do figado foram pesados e
acondicionados em uma estufa a uma temperatura controlada de 65°C. Esses 6rgdos foram
pesados diariamente até que atingissem um peso constante. O indice de congestdo pulmonar e
hepética foi determinado, entdo, pela relacdo entre o peso imido e 0 peso seco dos respectivos

orgaos [30].

2.4 REATIVIDADE VASCULAR EM ANEIS DE ARTERIA PULMONAR

O segmento mais proximo ao coragdo da artéria pulmonar de 4 animais por grupo foi
retirado e submetido ao teste de reatividade vascular, atraves de sistema de banhos de érgéos
isolados (AVS Projetos) conectados a transdutores de presséo e de forca de contragéo
isométrica e a um sistema de aquisicao de dados bioldgicos (Biopac System) [34].
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Os aneis de artéria pulmonar foram montados em hastes paralelas, colocados em cubas
preenchidas com 10mL de solugdo de Tyrode modificada (123 mM NacCl, 4,7 mM KCI, 1,2
mM MgCl2.6H.0, 1,2 mM KH2PO4, 155 mM NaHCOs, 11,5 mM dextrose, 1,2 mM
CaCl,.2H20), mantida a 37°C, pH 7,4 e oxigenada incessantemente com gas carbogénio 95%
02/5% COo, e tensionados a 1,5 gf durante 2 horas, para estabilizacdo do sistema de registro de
contracao isométrica.

Apds a estabilizacdo, os anéis foram expostos a concentracdes crescentes de fenilefrina
(101° M — 3x10“ M) até atingirem o platd de contragdo. Na sequéncia, os anéis foram lavados
com solucdo Tyrode modificada e doses crescentes de acetilcolina (1071 M — 3x10™* M) foram
adicionadas ao banho, induzido o relaxamento vascular e permitindo avaliar a reatividade
vascular da artéria pulmonar [35].

Os resultados de relaxamento pela acetilcolina sdo expressos pela porcentagem de

relaxamento a partir da concentragdo maxima induzida pela fenilefrina [36].

2.5 PREPARACAO DO TECIDO

As demais artérias pulmonares, que ndo foram utilizadas no teste de reatividade vascular,
previamente coletada dos animais e congelada em nitrogénio liquido, foram maceradas,
homogeneizada em 1:10 de tampé&o de lise celular (Cell Signaling) e em 1:100 PMSF (fluoreto
de fenil metil sulfonil) 20 mmol/L, através do uso de homogeneizador Ultra-Turrax, e,
seguidamente, submetida ao sonicador Hielscher Ultrasound Technology (amplitude de 70%,
0,4 ciclos) [37].

A suspensdo foi centrifugada (3000 rpm, 20 min, 4°C) e o sobrenadante foi utilizado para

analise bioquimica e de expressdo protéica.

2.6 ANALISE DE EXPRESSAO PROTEICA POR WESTERN BLOT

Foram analisadas as expressfes da proteina receptora de endotelina, ETAR, e da enzima
eNOS em amostra do homogeneizado de artéria pulmonar. A obtencdo da amostra, eletroforese
e transferéncia proteica foram realizadas como descrito por Laemmli (1970) [38]. Quarenta e
cinco microgramas (pg) de proteina foi aplicada em gel SDS-PAGE unidimensional 10%. Os
pesos moleculares das bandas de proteinas foram determinados pela correspondéncia a um
marcador de peso molecular (RPN 800 rainbow full range Bio-Rad, CA, USA). As membranas
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foram preparadas para a imunodeteccdo com o uso dos seguintes anticorpos primarios: ETAR
(69 KDa) e NOS3 (140 KDa) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Para a detec¢édo
dos anticorpos primarios, foram utilizados anticorpos secundarios de acordo com a origem dos
primarios (anti-mouse ou anti-rabbit) e a membrana revelada pelo meétodo de
quimiluminescéncia. Os filmes autorradiograficos foram avaliados quantitativamente pelo
densitometro de imagem (Imagemaster VDS CI, Amersham Biosciences Europe, IT). Os

resultados de cada membrana foram normalizados pela expressao da proteina alfa-actinina.

2.7 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA — NADPH OXIDASE
A atividade da NADPH oxidase foi determinada em homogeneizado de artéria pulmonar

por meio de técnica espectrofotométrica descrita por Wei et al (2006) [39].

2.8 CATETERISMO DO VENTRICULO DIREITO

A veia jugular direita dos animais foi exposta e uma canula, preenchida com NaCl 0,9%,
composta por tubo de polietileno PE-50, foi inserida no limen da veia e introduzida até o
ventriculo direito. A monitorizacdo da PSVD, PDFVD, dP/dtmin e dP/dtméax foi realizada
através da conexdo do cateter ao transdutor de pressdo (Narco Biosystems) conectado a um
amplificador de sinal (Hewlett Packard), sendo os sinais analdgicos das pressdes digitalizados
(Windag-Data Acquisition System) e expressos em mmHg [19]. Para estimar a PAP, foi
utilizada a formula: PAP (mmHg) = 0,61 x PAP sistolica + 2 [40].

2.9 CATETERISMO DA ARTERIA FEMORAL

A artéria femoral direita foi exposta, através da tricotomia e incisdo entre o quadrante
medial superior e inferior na regido proximal do membro inferior, e uma cénula de polietileno
P-10 de 5 cm previamente soldada a um tubo de Tygon®de 16 cm preenchida com NaCl 0,9%
foi inserida [41].

Para monitoramento da presséo arterial sistolica e diastdlica e frequéncia cardiaca, a canula
foi conectada a um transdutor de pressao (Strain-Gauge / Narco Biosystem Pulse Miniature
Transducer PR-155; Houston, TX - EUA) interligado a um amplificador de sinais (Windaq —
taxa de amostragem de 1000Hz / Pressure Amplifier HP 8850C). Os sinais analdgicos das
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pressdes (mmHg) foram digitalizados (Windag-Data Acquisition System; Akron, Ohio - EUA)
[42].

2.10 ANALISE ESPECTRAL

A frequéncia cardiaca foi calculada através do intervalo de tempo entre dois picos sistélicos
consecutivos ou intervalos de pulso identificados pelo cateterismo da artéria femoral. Dois
componentes espectrais foram considerados: alta frequéncia (HF), 1,00-5,00 Hz e baixa
frequéncia (LF), 0,10-1,00 Hz; os componentes espectrais estao expressos em valores absolutos
(abs) e unidades normalizadas (nu). A razdo LF/HF representa o balanco simpato-vagal sobre
a frequéncia cardiaca e presséo arterial [43].

Para a analise desses parametros foi utilizado o modelo auto regressivo aplicado a
sequéncias de 250 batimentos cardiacos escolhidas randomicamente, sendo que, apenas padrdes
consistentes foram considerados [44].

2.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade da amostra através do teste de Shapiro-
Wilk. As diferengas entre os grupos foram comparadas através da analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguido pelo pds-teste de Student Newman Keuls. O Teste t ndo pareado
foi utilizado para avaliar os resultados do teste de reatividade vascular da artéria pulmonar. O
software GraphPad Instat, versdo 5.01 para Windows, foi utilizado como ferramenta para a
analise dos dados. As diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05. Os

resultados sdo expressos como média + desvio padrao.

3 RESULTADOS

3.1 PARAMETROS MORFOMETRICOS

O peso corporal dos animais de ambos grupos MCT (MCT 7 e MCT 14) diferiu
significativamente dos animais dos grupos CTR (CTR 7 e CTR 14) a partir do 7° dia apos a
aplicacdo da MCT. Os grupos CTR ganharam, no 7° e 14° dia, respectivamente, 9,8% e 12,2%
mais massa corporal que os grupos MCT (Figura 7).
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Figura 7. Andlise temporal da massa corporal de ratos Wistar machos. Os animais receberam
injecdo Unica de MCT (60 mg/Kg i.p.), ou salina, no dia 0. Os valores estdo expressos como média +
desvio padrdo. * P < 0,05 MCT vs CTR.

Os animais do grupo MCT 14 apresentaram um aumento significativo na massa do VD e
no indice de hipertrofia, avaliado pela razéo entre a massa do VD e a massa do VE, em relacdo
ao grupo MCT 7 e a ambos grupos controle (CTR 7 e CTR 14), demonstrado na Tabela 2.

Foi observado um aumento de 10,5% na congestdo pulmonar do grupo MCT 7, em relagéo
a seu controle, e, nos animais do grupo MCT 14, a congestdo pulmonar foi 5,4% maior que nos
animais do grupo CTR 14. No figado, a razdo entre o peso umido e o peso seco do 6rgdo nédo

teve diferenca significativa entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros morfométricos (indices de hipertrofia do ventriculo direito e indices de
congestao pulmonar e hepatica) de ratos Wistar machos. Os animais receberam inje¢do Unica de
monocrotalina (60 mg/Kg) ou salina e foram acompanhados por 7 ou 14 dias, de acordo com o grupo.
Resultados obtidos apds o término do protocolo experimental.

Parametros morfométricos CTR7 MCT 7 CTR 14 MCT 14

Massa VD (g) 0,16 £ 0,02 0,15+ 0,02 0,17 +£0,01 0,19+0,01
VD/VE (g/g) 0,31+0,03 0,32 +£0,02 0,31+0,02 0,37+0,03
VD/MC (mg/g) 0,71 +0,07 0,76 £0,04%® 0,67 +0,04 0,79 £ 0,04 *
Massa pulméo (g) 1,17 £ 0,02 1,40+0,19% 1,18+0,04 1,93 + 0,25 &

Pulmé&o — P. imido/seco (g) 4,83+0,25 534+0,27%  4,96+0,17 5,23 +£0,17 *
Massa figado (Q) 1055+0,88 851+0,61° 11,07+0,45 10,65+0,35¢
Figado — P. umido/seco (g) 3,46 +0,11 3,55+0,12 3,42 +0,08 3,53+0,10

Valores expressos como média + desvio padréo de 6 a 12 animais por grupo. Foi aplicada andlise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. Considerado diferenca significativa quando
P<0,05. CTR 7: animais que receberam solucéo salina e foram eutanasiados ap6s 7 dias; MCT 7: animais que
receberam monocrotalina e foram eutanasiados apés 7 dias; CTR 14: animais que receberam solucéo salina e foram

eutanasiados apds 14 dias; MCT 14: animais que receberam monocrotalina e foram eutanasiados apés 14 dias.

43



2 Grupos que receberam monocrotalina (MCT 7 e MCT 14) diferiram dos grupos que receberam solugéo salina
(CTR7eCTR 14);

bGrupo MCT 7 diferiu significativamente do grupo CTR 7;

¢Grupo MCT 14 diferiu significativamente do grupo CTR 14;

4 Grupo que recebeu monocrotalina e foi eutanasiado ap6s 14 dias (MCT 14) diferiu significativamente do grupo

que recebeu monocrotalina e foi eutanasiado apés 7 dias (MCT 7);

3.2 REATIVIDADE VASCULAR EM ANEIS ISOLADOS DE ARTERIA PULMONAR

A reatividade vascular foi avaliada em anéis isolados da artéria pulmonar. Como
representado na Figura 8A, os grupos ndo apresentaram diferencas significativas na contracéo
méaxima em resposta a fenilefrina. No entanto, a acetilcolina induziu um relaxamento,
concentracdo-dependente, diminuido significativamente nos animais com HAP (grupos MCT
7 e MCT 14) em relagéo aos animais controle (Figura 8B).

A concentracdo de acetilcolina necessaria para provocar o relaxamento de 50% das
amostras (ICso) e o relaxamento maximo (Rméx) induzido pela acetilcolina, obtido na

concentracdo de 10uM, estdo apresentados na Tabela 3.
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Figura 8. Reatividade vascular da artéria pulmonar de ratos Wistar machos tratados com MCT
(60 mg/Kg) ou salina. (A) Curva de contracdo induzida por doses crescentes de fenilefrina. (B)
Relaxamento induzido por doses crescentes de acetilcolina em anéis de artéria pulmonar pré-
contraidos. Valores expressos como média + desvio padrao de 3 a 4 animais por grupo.

a P<0.05 MCT vs CTR;

b P<0.05 MCT7 vs CTR 7;

¢ P<0.05 MCT14 vs CTR14;

Tabela 3. IC50 e relaxamento maximo induzido pela acetilcolina em anéis de artéria pulmonar de
ratos Wistar machos. Os animais receberam injegcdo Unica de monocrotalina (60 mg/Kg) ou salina e
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foram acompanhados por 7 ou 14 dias, de acordo com o grupo. Resultados obtidos apds o término do
protocolo experimental.

Parametros hemodinamicos CTR 7 MCT 7 CTR 14 MCT 14
ICso0 (NM) 134,0 334,5 60,4 256,1
Rmax (%) 55,6 33,28 56,9 38,72

Valores expressos como média de 3 a 4 animais por grupo. Considerado diferenca significativa quando P<0,05.
CTR 7: animais que receberam solugdo salina e foram eutanasiados ap6s 7 dias; MCT 7: animais que receberam
monocrotalina e foram eutanasiados apds 7 dias; CTR 14: animais que receberam solugdo salina e foram
eutanasiados ap6s 14 dias; MCT 14: animais que receberam monocrotalina e foram eutanasiados ap6s 14 dias.
ICso: Concentracgdo para 50% de inibicdo; Rméax: Relaxamento méaximo com 10uM de acetilcolina. a P<0.05 MCT
vs CTR; b P<0.05 MCT7 vs CTR 7; ¢ P<0.05 MCT14 vs CTR14.

3.3 EXPRESSAO DO RECEPTOR DE ENDOTELINA TIPO A (ET-A)

Né&o foram encontradas diferencas significativas na expresséo do receptor A da endotelina

entre 0s quatro grupos experimentais (Figura 9).
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Figura 9. Imunocontetdo do receptor A da endotelina (ET-A) em homogeneizado de artéria
pulmonar de ratos Wistar machos. Os animais receberam inje¢éo Unica de monocrotalina (60 mg/Kg)
ou salina e foram acompanhados por 7 ou 14 dias, de acordo com o grupo. Valores expressos como
média + desvio padrdo de 2 a 4 animais por grupo. Considerado diferenca significativa quando P<0,05.
CTR 7: animais que receberam solucao salina e foram eutanasiados apds 7 dias; MCT 7: animais que
receberam monocrotalina e foram eutanasiados apds 7 dias; CTR 14: animais que receberam solugdo
salina e foram eutanasiados apds 14 dias; MCT 14: animais que receberam monocrotalina e foram
eutanasiados apés 14 dias.
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3.4 EXPRESSAO DA OXIDO NIiTRICO SINTASE ENDOTELIAL (eNOS)
N&o houve diferenca significativa na expressao da enzima eNOS, uma importante fonte de

NO enddgeno, entre 0s grupos controles e os grupos que receberam a MCT (Figura 10).
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Figura 10. Imunocontetdo da eNOS em homogeneizado de artéria pulmonar de ratos Wistar
machos. Os animais receberam injecdo Unica de monocrotalina (60 mg/Kg) ou salina e foram
acompanhados por 7 ou 14 dias, de acordo com o grupo. Valores expressos como média + desvio
padrdo de 3 a 5 animais por grupo. Considerado diferenca significativa quando P<0,05. CTR 7: animais
gue receberam solugéo salina e foram eutanasiados ap6s 7 dias; MCT 7: animais que receberam
monocrotalina e foram eutanasiados apés 7 dias; CTR 14: animais que receberam solugéo salina e
foram eutanasiados apo6s 14 dias; MCT 14: animais que receberam monocrotalina e foram
eutanasiados apds 14 dias.

3.5 PARAMETRO DE ESTRESSE OXIDATIVO - ATIVIDADE ENZIMATICA DE
NADPH OXIDASE

A atividade da NAPDH oxidase é uma importante fonte do radical super6xido na artéria
pulmonar [17]. Sua atividade foi encontrada elevada significativamente no grupo MCT 14, em
relagdo aos animais controles (grupos CTR 7 e CTR 14) e ao grupo MCT 7 (Figura 11). O grupo
MCT 14 teve a atividade da NADPH oxidase 2,5 vezes maior que o grupo CTR 14.
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Figura 11. Atividade da enzima NADPH oxidase em homogeneizado de artéria pulmonar de ratos
Wistar machos. Os animais receberam injecdo Unica de monocrotalina (60 mg/Kg) ou salina e foram
acompanhados por 7 ou 14 dias, de acordo com o grupo. Valores expressos como média + desvio
padrdo de 4 a 8 animais por grupo. Considerado diferenca significativa quando P<0,05. CTR 7: animais
que receberam solucdo salina e foram eutanasiados apés 7 dias; MCT 7: animais que receberam
monocrotalina e foram eutanasiados apés 7 dias; CTR 14: animais que receberam solugéo salina e
foram eutanasiados apos 14 dias; MCT 14: animais que receberam monocrotalina e foram
eutanasiados apds 14 dias.

aGrupos que receberam monocrotalina (MCT 7 e MCT 14) diferiram dos grupos que receberam solucéo
salina (CTR 7 e CTR 14);

b Grupo MCT 7 diferiu significativamente do grupo CTR 7;

¢ Grupo MCT 14 diferiu significativamente do grupo CTR 14;

dGrupo que recebeu monocrotalina e foi eutanasiado ap6s 14 dias (MCT 14) diferiu significativamente

do grupo que recebeu monocrotalina e foi eutanasiado apés 7 dias (MCT 7);

3.6 PARAMETROS HEMODINAMICOS

O grupo MCT 7 ndo apresentou diferencas significativas em relagdo ao seu controle. Por
outro lado, o grupo MCT 14 demonstrou uma elevacgdo expressiva na PSVD, dP/dtmax (indice
de contratilidade) e dP/dtmin (indice de relaxamento) quando comparado com o grupo MCT 7
(28%, 18% e 63%) e, também, em relacdo aos grupos CTR (57%, 46% e 61%,
respectivamente). A frequéncia cardiaca e a PDFVD néo diferiram entre 0s quatro grupos
analisados. Ambas pressdes arteriais, sistdlica e diastdlica, ndo foram alteradas
significativamente. Esses resultados estdo apresentados na Tabela 4.

Nos animais do grupo MCT 14 a pressao da artéria pulmonar (PAP) aumentou 50% em
relagdo aos animais que ndo receberam a droga (grupos controle) e, comparando ao grupo MCT

7, houve uma elevacéo de 35% (Figura 12).
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Tabela 4. Parametros hemodinamicos (cateterismo do ventriculo direito e artéria femoral) de
ratos Wistar machos. Os animais receberam injegcéo Unica de monocrotalina (60 mg/Kg) ou salina e
foram acompanhados por 7 ou 14 dias, de acordo com o grupo. Resultados obtidos ap6s o término do
protocolo experimental.

Parametros hemodindmicos CTR7 MCT 7 CTR 14 MCT 14

FC (bpm) 300 + 32 275+ 29 286 + 26 267 + 26
PSVD (mmHg) 26+6 32+6 20+7 41+ 4
PDFVD (mmHg) 3+2 5+2 3+1 4+1
dP/dtmax (mmHg/s) 1365+236 1681 +133 1456 +322 2000 + 87 «
dP/dtmin (MmHg/s) 897 + 175 888 + 66 957 + 180 1450 + 214 <
Pressado arterial sistolica (mmHg) 127 £ 22 126 £ 20 142 + 27 136 + 39
Pressao arterial diast6lica (mmHg) 87+12 87+ 16 99+ 19 94 + 24

Valores expressos como média + desvio padrdo de 4 a 7 animais por grupo. Foi aplicada analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. Considerado diferenca significativa quando
P<0,05. CTR 7: animais que receberam solucéo salina e foram eutanasiados ap6s 7 dias; MCT 7: animais que
receberam monocrotalina e foram eutanasiados apés 7 dias; CTR 14: animais que receberam solugéo salina e foram
eutanasiados ap6s 14 dias; MCT 14: animais que receberam monocrotalina e foram eutanasiados apds 14 dias.
aGrupos que receberam monocrotalina (MCT 7 e MCT 14) diferiram dos grupos que receberam solu¢éo
salina (CTR 7 e CTR 14);

b Grupo MCT 7 diferiu significativamente do grupo CTR 7;

¢ Grupo MCT 14 diferiu significativamente do grupo CTR 14;

4 Grupo que recebeu monocrotalina e foi eutanasiado apds 14 dias (MCT 14) diferiu significativamente

do grupo que recebeu monocrotalina e foi eutanasiado ap6s 7 dias (MCT 7);
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Figura 12. Pressdo média da artéria pulmonar (PAP) em ratos Wistar machos. Os animais
receberam injecao Unica de MCT (60 mg/Kg i.p.), ou salina, e foram eutanasiados apds 7 ou 14 dias.
Os valores estéo expressos como média + desvio padréo.

aGrupos que receberam monocrotalina (MCT 7 e MCT 14) diferiram dos grupos que receberam solucéo
salina (CTR 7 e CTR 14);

b Grupo MCT 7 diferiu significativamente do grupo CTR 7;

¢ Grupo MCT 14 diferiu significativamente do grupo CTR 14;
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4 Grupo que recebeu monocrotalina e foi eutanasiado apds 14 dias (MCT 14) diferiu significativamente

do grupo que recebeu monocrotalina e foi eutanasiado apds 7 dias (MCT 7);

3.7 AVALIAGAO AUTONOMICA — ANALISE ESPECTRAL

Tanto a faixa de baixa frequéncia normalizada (LFnu) quanto a faixa de alta frequéncia
normalizada (HFnu), indicadores da porcentagem da modulagdo autondmica exercida na
atividade cardiovascular pelo sistema nervoso simpatico e parassimpatico, respectivamente,
ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos CTR e MCT.

A relacdo LF/HF, que caracteriza o balango simpato-vagal sobre o coracdo, também néo
diferiu significativamente entre os quatro grupos. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5. Andlise espectral no dominio da frequéncia. Os animais receberam injecdo Unica de
monocrotalina (60 mg/Kg) ou salina e foram acompanhados por 7 ou 14 dias, de acordo com o grupo.
Resultados obtidos apds o término do protocolo experimental.

Parametros hemodinamicos CTR7 MCT 7 CTR 14 MCT 14
FC (bpm) 327 + 32 310+ 34 329 + 42 350 +12
LF (nu) 10+ 4 6+3 7+4 6+3

HF (nu) 89 + 6 94+ 3 89 + 4 94 +2
LF/HF 0,12+0,05 0,07+0,04 0,08+0,04 0,06+0,03

Valores expressos como média + desvio padrdo de 3 a 4 animais por grupo. Considerado diferenca significativa
quando P<0,05. CTR 7: animais que receberam soluc¢do salina e foram eutanasiados ap6s 7 dias; MCT 7: animais
gue receberam monocrotalina e foram eutanasiados ap6s 7 dias; CTR 14: animais que receberam solucéo salina e
foram eutanasiados ap0s 14 dias; MCT 14: animais que receberam monocrotalina e foram eutanasiados apds 14
dias. FC: frequéncia cardiaca; LF: baixa frequéncia (componente simpatico); HF: alta frequéncia (componente

parassimpatico); LF/HF: balanco simpato-vagal.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos.
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho busca contribuir para o entendimento da progressao da HAP, com base
em analises de alteragdes morfologicas, funcionais e hemodinamicas, com foco no sétimo e no
décimo quarto dia apds a inducéo da doenga, uma vez que as caracteristicas desse periodo ainda
ndo estdo bem descritas na literatura disponivel atualmente. Para tanto, foi utilizado um modelo
de HAP ja bem estabelecido.

A administracdo intraperitoneal de MCT permite, de maneira simples e répida, a
reproducdo do modelo de HAP [24]. A utilizacdo desse alcaloide como modelo experimental
para estudos envolvendo a HAP tem sido cada vez mais frequente, visto que as alteragdes
induzidas no sistema cardiovascular e pulmonar sdo similares as alteracdes encontradas nos
pacientes [26,45]. As modificacGes estruturais, morfométricas e funcionais desenvolvidas nos
animais, apos a administracdo de MCT, sdo fundamentais para confirmar a instauracdo da
doenca. Estudos prévios demonstraram que uma Unica administracdo intraperitoneal de MCT,
60 mg/Kg, é eficaz para desenvolver HAP e, posterior, IC [27,30].

Dentre as caracteristicas do modelo, destaca-se a diminui¢do da massa corporal dos animais
com HAP [12]. Resultados do nosso estudo demonstram que, a partir do sétimo dia apos a
aplicacdo da MCT, os animais que receberam salina (grupos CTR 7 e CTR 14) ganharam,
significativamente, mais massa corporal que os animais dos grupos MCT 7 e MCT 14. Esses
dados corroboram com dados encontrados em demais estudos do nosso grupo de pesquisa
[22,46,47] e também vdo ao encontro de outros trabalhos ja publicados, os quais também
descrevem a significativa reducdo de ganho de massa corporal por parte dos animais que
receberam a MCT [12,19,48]. E sabido que doencas pulmonares acarretam em prejuizos da
capacidade ventilatoria e, conforme a doenca progride, as respiracdes tornam-se mais rapidas e
exigem maior esforgo. Tais fatores resultam aumento do gasto energético e colaboram para a
diminuicdo do peso corporal dos animais doentes [48-50]. Ainda, a falta de apetite e diminuicao
do peso corporal s&o sinais iniciais classicos de doengas pulmonares [51].

Os principais mecanismos patologicos da HAP envolvem o remodelamento e disfuncéo
endotelial de artérias e arteriolas da vasculatura pulmonar. O aumento da resisténcia vascular
pulmonar, resultante das modifica¢Ges fisicas e funcionais dos vasos, acarreta na elevacgdo da
pos-carga imposta ao VD, uma vez que esse ventriculo e a vasculatura pulmonar estdo
diretamente interligados [12,52]. Devido a répida capacidade adaptativa do VD, ocorre o
desenvolvimento de hipertrofia compensatoria, permitindo que a sobrecarga de pressao que é
imposta ao coracdo durante a HAP seja superada [8,53,54].
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A hipertrofia do VD ¢é caracterizada pelo aumento da massa muscular da cdmara, resultado
do aumento do tamanho dos cardiomidcitos e aumento da sintese proteica [8,11]. Ao
analisarmos o indice de hipertrofia do VD, foi observado, aléem do aumento da massa do VD, o
desenvolvimento de hipertrofia ventricular direita nos animais do grupo MCT 14. Na literatura,
poucos relatos de hipertrofia no periodo inicial da doenca sdo encontrados, porém, 0 mesmo
padrdo de desenvolvimento da hipertrofia do VD € descrito em estudos prévios [55,56]. Apos
7 dias de administracdo da MCT, ndo houve diferenca no indice de hipertrofia entre os animais
dos grupos controle e os animais do grupo MCT 7. Sabe-se que a hipertrofia € consequéncia de
alteracbes na vasculatura pulmonar induzidas pela MCT e que a disfuncdo ventricular é
dependente do tempo e da dose de MCT utilizada. Logo, 0 modelo experimental utilizado neste
estudo (MCT 60 mg/Kg), ndo desenvolve hipertrofia do VD durante a primeira semana ap0s
inducdo da HAP [53,55]. O estado funcional do VD € determinante para o prognéstico da
doenga, porque a hipertrofia do VD pode evoluir a quadros de dilatagdo desta camara,
insuficiéncia da valva tricaspide, desvio do septo interventricular e insuficiéncia ventricular
direita, acarretando na morte prematura do paciente [13,57].

Um sinal classico da HAP nesse modelo experimental é a presenca da congestao pulmonar
aos 21 dias ap0s a aplicacdo da MCT [22]. Juntamente com as altera¢des citadas anteriormente,
esse parametro € importante para a confirmar a eficacia do modelo. Nossos resultados indicam
que hé congestdo pulmonar desde o sétimo dia ap6s a inducdo da HAP, visto que 0s grupos
MCT 7 e MCT 14 apresentaram maior razdo entre o peso Umido e o peso seco do pulméo, em
relacdo aos grupos CTR 7 e CTR 14. Nessa etapa da doenca, a congestdo pulmonar se deve,
possivelmente, ao infiltrado monocitario, edema e espessamento dos septos interalveolares [58—
60].

Wilson e colaboradores apontaram a presenca de macréfagos na camada adventicia de
veias e artérias intra-acinares ap6s 8 e 24 horas, respectivamente, do tratamento; durante a
segunda semana da doenca o mesmo estudo indicou a presenca de mastocitos na camada
adventicia de toda vasculatura pulmonar [61]. Esses dados justificam a congestdo pulmonar
encontrada em nosso estudo, tanto no sétimo, quanto no décimo quarto dia. Outro estudo com
achados de infiltrado inflamatdrio durante os primeiros 14 dias de progressdo da HAP embasa
a justificativa dos resultados encontrados em nosso trabalho [58]. O acimulo de infiltrado
inflamatdrio é a primeira alteracdo morfologica vista na vasculatura pulmonar, com duragéo
entre o primeiro e décimo quarto dia da doenca. A segunda fase do desenvolvimento da HAP,

gue ocorre entre o décimo quarto e vigésimo primeiro dia, corresponde a regressdo do quadro
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inflamatorio, seguido de remodelamento de vasos pulmonares [58,60,61]. As alteracdes
contrateis e respostas secretoras do musculo liso das artérias, entretanto, iniciam ainda na
primeira semana, entre o quarto e oitavo dia apds a administracdo de MCT [61].

Devido ao metabolismo hepético que a MCT é submetida, danos celulares podem estar
presentes nesse 0rgdo, tanto pela toxicidade da MCT, quanto pela alta demanda de trabalho
exigida para converté-la no metabdlito ativo, a dehidromonocrotalina [46]. Contudo, a
congestdo hepatica ndo apresentou diferenca significativa em nenhum dos grupos estudados. A
escassez de trabalhos abordando esse periodo inicial da HAP é um fator limitante para
compararmos nossos resultados. Mas, diversos trabalhos que utilizaram o mesmo modelo
experimental e avaliaram o indice de congestdo hepética aos 21 dias apds a administracdo de
MCT, também ndo obtiveram diferencas significativas entre os grupos [22,46,62]. O estudo
desenvolvido por Brown et al também ndo apresentaram o desenvolvimento de congestdo
hepética, apesar de utilizar uma maior dose de MCT (105 mg/Kg) e realizar as avaliacdes
posteriormente, no vigésimo oitavo e no quadragésimo segundo dia [46].

Com base nos dados dos animais que receberam MCT apresentados até 0 momento
(reducdo do ganho de massa corporal, desenvolvimento de hipertrofia do VD, presenca de
congestdo pulmonar e auséncia de congestdo hepética), pode-se assegurar que o quadro de HAP
induzido pela MCT foi confirmado.

A MCT, ap0s sofrer bioativacdo hepatica, tem como principal alvo de atuacdo a vasculatura
pulmonar, devido a proximidade circulatéria do figado e do pulméo e, também, depuracéo
diminuida da 5-hidroxitriptamina nas células endoteliais desses vasos [23,52,58]. Por ser
altamente toxica, a dehidromonocrotalina causa danos no endotélio vascular logo nas primeiras
horas ap6s entrar em contato, sendo que, durante a primeira semana apds a administracao de
MCT, é visto um aumento do dano endotelial e surgimento de infiltrado inflamatério e edema
[24,52]. A disfuncdo endotelial é caracterizada pelo prejuizo do endotélio em manter um
balango adequado na sintese e secrecdo de substancias vasodilatadoras (NO, prostaciclinas) e
vasoconstritoras (endotelinas), causando uma reducgéo na capacidade de resposta vasodilatadora
induzida pelo NO. Esse fator € o principal determinante para a instalacdo do tonus
vasocontraido tipico da HAP [10,63-65].

Entretanto, a MCT ndo se restringe apenas a camada endotelial, causando alteracdes
celulares e moleculares em todas as camadas dos vasos pulmonares [24,52]. Seguindo o dano
endotelial e o quadro inflamatdrio que foram instalados inicialmente, inicia 0 remodelamento

das artérias e arteriolas pulmonares, em torno do décimo quarto dia apds a injecdo de MCT
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[24,58]. Nessa etapa, a principal alteracdo que ocorre envolve o espessamento da camada
muscular, como foi demonstrado no estudo de Ito e colaboradores [23]. A camada média da
artéria pulmonar e de arteriolas de todo o leito vascular pulmonar aumenta de tamanho por
conta da hiperplasia das células musculares e pelo desequilibrio entre a proliferacdo celular e
apoptose, 0 que resulta na diminuicdo do limen arterial e, por consequéncia, elevagdo da
resisténcia vascular [36,61,65].

O dano endotelial causado diretamente pela MCT e o remodelamento vascular que essa
droga induz, juntos, acarretam na elevacdo da pressdo arterial pulmonar, principalmente pela
diminuicdo da capacidade vasodilatadora [10,61]. Para testar os prejuizos funcionais induzidos
pela MCT na artéria pulmonar, realizamos o teste de reatividade vascular de anéis isolados
desse vaso em um sistema de banho de oOrgdos isolados. A resposta contratil dos vasos a
fenilefrina ndo apresentou diferencas significativas entres 0s quatro grupos experimentais.
Porém, a vasodilatacdo induzida pela acetilcolina ja estd prejudicada aos 7 dias apds a
administracdo de MCT, visto que ambos grupos que receberam MCT (grupos MCT 7 e MCT
14), apresentaram menor capacidade de relaxamento dos anéis de artéria pulmonar do que 0s
animais que receberam salina (grupos CTR 7 e CTR 14). A escassez de experimentos
disponiveis na literatura que avaliam o estado reativo da artéria pulmonar na fase inicial da
HAP, principalmente aos 7 e 14 dias, € um fator limitante para a sustentacdo dos nossos
resultados. Entretanto, trabalhos realizados com o mesmo modelo experimental, indicam a
diminuicdo da reatividade vascular da artéria pulmonar no vigésimo oitavo dia apés a aplicacédo
da MCT [10,36]. Com base no quadro hiporreativo ja bem estabelecido na quarta semana apds
a inducdo da HAP e no papel desempenhado pelo endotélio na modulacdo da contratilidade
vascular, os resultados obtidos neste estudo sugerem que, ja na primeira semana da doenca, a
disfuncéo endotelial causada pela MCT na vasculatura pulmonar é capaz de alterar a resposta
vasodilatadora da artéria pulmonar e, progressivamente, desenvolver os demais quadros
caracteristicos da HAP, como elevagédo da pressdo arterial pulmonar e hipertrofia do VD.

Além das consequéncias citadas anteriormente, o dano endotelial na vasculatura pulmonar
causado pelo metabolito ativo da MCT afeta, também, o metabolismo de importantes
substancias reguladoras do tdnus vascular basal, principalmente do NO e da endotelina (ET-1).
Essa alteragdo metabdlica é fundamental para o estabelecimento da HAP, devido as
consequéncias que acarreta no sistema vascular e cardiaco [15,52]. O NO desempenha
importante papel na manutencdo da fisiologia pulmonar, principalmente por manter a baixa

pressdo e resisténcia desse leito vascular, através de seu efeito vasodilatador [7,46,66]. Na
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vasculatura pulmonar, a sintese do NO ¢ realizada pela enzima eNOS, utilizando a L-arginina
como substrato da reacdo [15]. Por sua acdo vasodilatadora e supressora da proliferacdo de
células musculares lisas, a reducéo da disponibilidade do NO é considerada uma das principais
alteracdes patologicas da HAP, por acarretar menor resposta vasodilatadora [15,33,67,68]. Na
HAP, a reducdo dos niveis de NO pode ser consequéncia da diminuicdo da expressao proteica
e atividade da eNOS, como demonstram alguns estudos [19,27]. Porém, esses resultados ainda
sdo controversos, visto que ha registros que indicam o aumento da expressdo do mRNA da
eNOS em animais com HAP [69,70].

A expressdo proteica da eNOS foi avaliada, em nosso estudo, atraves dos niveis de
imunocontetdo por Western Blot. Nenhuma diferenca significativa na expressao dessa enzima
foi encontrada entre 0s grupos controle e 0s grupos que receberam a MCT. Embora o pequeno
N amostral utilizado ser um fator limitante para o resultado encontrado, esses dados corroboram
com demais resultados ja publicados, embora as analises tenham sido feitas em periodos
posteriores da doenca [46,71]. A partir do resultado obtido, ndo se pode inferir que a instalacéo
do ténus contraido e menos responsivo a acetilcolina da artéria pulmonar seja consequéncia da
diminuicdo da expressdo da eNOS, visto que ndo houve diferenca entre 0s grupos, mas,
também, ndo ha indicios de que a disponibilidade do NO esteja inalterada, uma vez que
nenhuma analise desse parametro foi realizada e a eNOS, por depender da presenca de
substratos e cofatores para formar o NO, pode gerar O™ na auséncia dessas moléculas, ao invés
de NO, ou, também, o NO sintetizado pode estar sendo degradado por espécies reativas de
oxigénio [15,46].

Sendo que a ET-1 é o principal vasoconstritor secretado pelo endotélio e que a disfuncéo
endotelial causada pela MCT altera sua sintese e liberacdo, as alteracfes no seu metabolismo
sdo associadas a instauracao e progressdo da HAP [72,73]. Dois tipos de receptores associados
a proteina G, ET-A e ET-B, medeiam as ac¢les vasoconstritoras da ET-1 na vasculatura
pulmonar. Cada um desses receptores € expresso em locais especificos, sendo que o ET-A esta
presente nas células musculares e fibroblastos das principais artérias pulmonares, enquanto que
0 ET-B é encontrado, principalmente, na camada muscular das vias aéreas e células endoteliais
dos vasos [46,72].

Estudos prévios indicam o aumento dos niveis plasmaticos da ET-1 durante a HAP,
contribuindo para a manutencéo da contragédo vascular e elevagdo da RVP, e, por consequéncia
desse aumento, ocorre a upregulation da expressé@o dos receptores ET-A e ET-B [64,72,74,75].

No presente estudo, niveis plasmaticos de ET-1 ndo foram mensurados, porém, a expressao do
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receptor ET-A foi avaliada por Western Blot e, ao contrério do que era esperado, a expressdo
desse receptor permaneceu indiferenciada entre os grupos analisados. Apesar desse resultado
corroborar com outro estudo realizado pelo nosso grupo [46], o pequeno N amostral utilizado
para essa avaliacdo e o grande desvio padrédo existente entre 0s grupos podem estar interferindo
na analise. Todavia, a analise de expressdo desse receptor na fase inicial da doenca, aos 7 e 14
dias, é inédita e esse curto periodo de progressdo da HAP pode ser o responsavel por tal
resultado.

Estresse oxidativo € definido como o desequilibrio entre agentes oxidantes e defesas
antioxidantes, com prevaléncia dos primeiros [16,17,76]. O alto nivel de estresse oxidativo ja é
bem consolidado como importante colaborador para o desenvolvimento da HAP, uma vez que,
devido ao seu envolvimento na disfuncdo endotelial, remodelamento vascular, inflamacéo,
proliferacdo de células musculares lisas e modulacdo da apoptose, ocasiona todas alteracdes
patofisioldgicas da doenga [15,77]. Além disso, o estresse oxidativo também estd envolvido no
remodelamento cardiaco da HAP, pois as EROs atuam na sinalizacdo de crescimento do
miocéardio e remodelamento da matriz extracelular, induzindo, assim, o desenvolvimento da
hipertrofia no VD [19,76]. Estudos indicam que o estagio funcional do VD esta altamente
relacionado com o estado redox do miocardio e que, uma semana apds a administracdo de MCT
em ratos machos, a conservacdo da funcao adequada do VD esta acompanhado com um estado
redox equilibrado [17,30].

A primeira ERO formada a partir da molécula de oxigénio é o anion superéxido (O2™),
sendo que, na vasculatura pulmonar e no coracdo, a NADPH oxidase € a principal enzima
formadora dessa molécula [16,17,78]. O produto da NADPH oxidase é fundamental para a
patogénese da HAP, pois esta intimamente associado com a disfuncdo endotelial e
remodelamento da vasculatura pulmonar [15,77]. A literatura afirma que ha a elevacdo dos
niveis de O2™ ap6s 3 semanas da administracdo de MCT em ratos e, esse aumento da ERO,
também contribui na progressao e na severidade do quadro patoldgico da HAP, alem de causar
0s danos previamente citados, pois 0 excesso do O>" diminui os niveis de NO disponivel, devido
a rapida reacdo entre o NO e 0 O;", resultando na formagdo de ONOO" [46,79].

A partir da anélise da atividade da NADPH oxidase em artéria pulmonar, constatamos que
houve aumento da atividade enzimatica, tanto aos 7, quanto aos 14 dias, nos animais que
desenvolveram a HAP, apesar de apenas o grupo MCT 14 apresentar diferenca significativa em
relacéo aos controles. A escassez de estudos envolvendo a avaliagéo da atividade da NADPH
oxidase, ou os niveis de O2", na fase inicial da doenca dificultou a compara¢do dos nossos
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resultados. Mas, associando esse achado com resultados anteriormente demonstrados e que
sugerem significativa disfuncéo endotelial, remodelamento vascular e estado vasocontraido ja
nessa janela temporal da doenca - aumento da reatividade da artéria pulmonar e o
desenvolvimento da hipertrofia do VD no grupo MCT 14 - a elevacéo da atividade da NADPH
oxidase nos animais que receberam MCT, principalmente os animais do grupo MCT 14, pode
ser uma possivel explicagao.

Alguns parametros hemodinamicos, como as pressdes ventriculares e indices de
contratilidade (dP/dtmax) e relaxamento (dP/dtmin), demonstram o estado funcional do VD e,
somados as alteragdes morfométricas ja apresentadas, servem como bons indicadores do grau
de comprometimento do VD nos estagios da HAP. Diversos estudos que avaliam o modelo
experimental de HAP induzida pela MCT evidenciam o aumento da presséo sistélica do VD
(PSVD), da pressédo diastdlica final do VD (PDFVD), da dP/dtmax e da dP/dtmin nOS animais
doentes em diferentes tempos experimentais [12,22,47]. Essas altera¢Oes estéo relacionadas ao
remodelamento da vasculatura, caracteristica tipica da HAP, que, por aumentar a resisténcia
vascular pulmonar, gera uma sobrecarga ao VD. Sob essas condic¢des, além do desenvolvimento
de hipertrofia compensatoria, ha a elevagdo desses parametros para que o VD consiga manter
um débito cardiaco adequado [8,80].

Na presente pesquisa, a PSVD apresentou-se elevada apenas no grupo MCT 14,
corroborando com dados ja publicados [31,81]. Esse resultado pode ser explicado pelo aumento
da pressdo média da artéria pulmonar (PAPm) encontrado nesse mesmo grupo experimental,
visto que 0 aumento da resisténcia desse vaso, causado pelo remodelamento patolégico, é o
principal influente na modulacdo da p6s-carga imposta ao VD [22]. Apesar de ambos grupos
que receberam MCT apresentarem hiporreatividade da artéria pulmonar, apenas a partir do
décimo quarto dia de progressdo da doenca foi visto um aumento da PAPm, como ja foi
demonstrado em estudos prévios [28,55]. O resultado da atividade da enzima NADPH oxidase
pode estar contribuindo para tal fato, visto que na primeira semana da HAP ndo houve diferenca
entre o grupo saudavel e o grupo doente, e sua atividade esta intimamente relacionada com o
remodelamento vascular. O aumento da pds-carga imposta ao VD envolve, também, o aumento
do perfil contratil dos cardiomidcitos como mecanismo adaptativo [22,80]. Corroborando com
os resultados apresentados acima e em estudos anteriores, os indices de contratilidade (dP/dtmax)
e de relaxamento (dP/dtmin) do VD de animais do grupo MCT 14 estavam elevados, em relagédo
aos animais controle. Isso indica a necessidade de uma maior forca contratil para que o mesmo

volume de sangue seja ejetado perante condicdes de elevada pos-carga [31].
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A PDFVD é resultado da pressdo imposta na parede do VD, pelo volume de sangue, no
final da diastole. Seu aumento est4 associado a disfuncdo dessa camara, uma vez que nao €
possivel ejetar todo volume sanguineo [8,22]. Nao houve diferenca da PDFVD entre os quatro
grupos avaliados. Esse resultado corrobora com a pesquisa de Werchan et al (1989) e sugere
que, nesse periodo da HAP, o VD ainda se encontra funcional, apenas tendo desenvolvido uma
hipertrofia compensatéria ao aumento da pds-carga imposta [31]. O SNA desempenha um
importante papel no desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca. A hiperatividade do SNS, que
é, primariamente, uma resposta adaptativa, € prejudicial ao coracdo quando mantida
cronicamente, uma vez que promove o desenvolvimento do remodelamento cardiaco e,
posteriormente, a disfungéo ventricular [82].

Estudos que avaliam o tdnus autonémico no vigesimo primeiro dia de desenvolvimento da
HAP, em modelo experimental de monocrotalina, constataram que ha desbalanco autonémico
nos animais doentes, em relacdo aos animais controle, com elevacao do componente simpatico
(LF) e diminuicdo da modulacéo cardiaca pelo componente parassimpatico (HF). Sugere-se que
esse desbalango autondmico seja o responsavel pela disfuncdo do VD encontrada nos animais
doentes [22,83]. Avaliando os elementos de modulacdo simpatica (LF) e parassimpatica (HF),
ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos MCT e CTR nos dois periodos,
7 e 14 dias, analisados no presente trabalho. A razdo LF/HF também se manteve igual entre os
grupos experimentais, indicando que ndo ha desbalango autonémico nessa janela temporal da
doenca. Isso sustenta o resultado da analise da PDFVD, que também néo apresentou diferenca
entre 0s grupos, e permite inferir que ainda ndo é visto quadro de IC do VD durante 0s primeiros
14 dias da HAP, ja que a hiperatividade simpatica causa alterac@es estruturais e disfuncdo do
VD e essas acabam elevando a PDFVD, uma vez que o cora¢cdo ndo é capaz de ejetar todo o

sangue presente na camara [84].

5. CONCLUSAO

Analisando os resultados obtidos nesse protocolo experimental, pode-se dizer que as
principais alteragdes morfométricas, funcionais e hemodindmicas estdo mais evidentes a partir
do décimo quarto dia apos a aplicacdo da MCT, caracterizando um quadro de HAP ja bem
estabelecido. Essas alteracBes envolvem, inicialmente, a responsividade e estrutura da
vasculatura pulmonar, exigindo certas adaptagdes do VD, porem, grandes alteraces funcionais

dessa cAmara néo sdo vistas nessa janela temporal, indicando que o VD ainda se encontra em
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estagio de hipertrofia compensatdria inicial e funcional. Dentro do contexto atual, onde a

literatura carece de dados sobre as duas primeiras semanas da HAP, demonstra-se a importancia

do presente estudo, visto que apresentou a fase de instauracao e a fase inicial da progressao da

doenca, porém, mais trabalhos sdo necessarios para confirmar o quadro caracteristico desses

dois pontos temporais analisados, e realizar analises complementares, principalmente no &mbito

do estresse oxidativo.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir que:

- A aplicacdo da MCT foi capaz de induzir, com éxito, a HAP.

- Os animais que receberam MCT tiveram reducdo do ganho de massa corporal,
por conta da HAP.

- Nao houve congestdo hepatica em nenhum grupo experimental, entretanto,
ambos grupos que receberam MCT apresentaram congestdo pulmonar. O
desenvolvimento de hipertrofia do VD, por conta do aumento da pds-carga, so6 foi
visto no grupo MCT 14.

- No sétimo dia ap6s administracdo da MCT, j& existe diminuicdo da resposta
vasodilatadora da artéria pulmonar a acetilcolina, possivelmente devido a disfuncéo
endotelial induzida pela MCT. A resposta contratil a fenilefrina se manteve inalterada.

- As expressdes do receptor A de endotelina-1 (ET-A) e da enzima eNOS néo
apresentaram diferencga significativa entre 0s grupos experimentais.

- A enzima NADPH oxidase teve aumento significativo de sua atividade nos
animais MCT 14, sugerindo que o estresse oxidativo seja um importante participante
da disfuncéo endotelial e remodelamento vascular.

- Apesar de ndo serem encontradas diferencas significativas na PDFVD e na FC,
foi encontrada importante elevacdo na PAPm e PSVD, indicando elevacdo da pos-
carga imposta ao VD e piora da funcao sistélica, caracteristicas da HAP decorrentes
das alteracfes vasculares.

- A funcdo autondmica ndo mostrou-se alterada na janela temporal analisada.

A presente pesquisa possui grande relevancia no ambito em questéo, visto que
pouco € descrito sobre as fases iniciais do desenvolvimento da HAP. Entretanto, mais
estudos fazem-se necessarios para avaliar outros aspectos com importante papel na
progressao da doenca. Assim, as perspectivas desse estudo séo:

- Aumentar o N amostral em algumas técnicas executadas.

- Analisar a expressao do receptor B da endotelina (ET-B), em amostras de artéria
pulmonar, através de Western Blot.

- Realizar ensaios da via da enzima oxido nitrico sintase, a fim de verificar os

niveis de NO.
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- Avaliar a expressao e atividade de importantes enzimas antioxidantes, como
SOD, CAT e GPx, tanto na artéria pulmonar, quanto no VD.

- Mensurar a concentracdo de anion superoxido em amostras de artéria pulmonar.

- Discriminar o estado redox nesse periodo da HAP, através da medida de

glutationas.
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may choose to submit your manuscript as a single Word or PDF file to be used in the
refereeing process. Only when your paper is at the revision stage, will you be requested
to put your paper in to a 'correct format' for acceptance and provide the items required
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aspects of biology and pharmacology of the vascular system.
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cell signaling, vasoactive mediators, hypertension, atherosclerosis, metabolic diseases,
blood element-vessel wall interactions, thrombosis, micro-circulation, vascular
developmental biology and remodeling, vascular inflammation and immunity. Papers are
encouraged on pharmacological research utilizing approaches ranging from molecular
biology to integrative physiology.
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previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic
thesis), that it is not under consideration for publication elsewhere, that its publication
is approved by all Authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where
the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the
same form, in English or in any other language, without the written consent of the
Publisher.

It is essential to give a fax number and e-mail address when submitting a manuscript.

For more details on how to write a world class paper, please visit our Pharmacology Author
Resources page.

Authors are encouraged to submit video material or animation sequences to
support and enhance your scientific research. For more information please see the
paragraph on video data below.

Fast processing option

If your article has previously been rejected from another journal, the Editors can process
your submission to Vascular Pharmacology more quickly if the previously received
reviewer's comments are made available to them. Please note that these will have to be
sent (by email) by the Editor(s) of the respective other journal, we do not accept
reviewer's comments submitted from the authors themselves. For questions please
contact vph@elsevier.com .

The Journal publishes invited reviews and regular research articles. Sponsored
supplements and special issues of collections of papers on the same subject are also
published, and can be arranged through negotiation with he Editor.

Author Checklist for Research Manuscripts

Authors, before submission of their manuscript to Vascular Pharmacology, and
Reviewers who handle manuscripts for Vascular Pharmacology, should consider this
checklist. The list is designed to encourage best practice in publication. Failure to take
account of any item on this list of relevance to the submitted manuscript is likely to lead
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to requests for revision of the work or, at worst, rejection.

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to
the journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for
more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
e E-mail address
e Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

¢ Include keywords

e All figures (include relevant captions)

¢ All tables (including titles, description, footnotes)

e Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
¢ Indicate clearly if color should be used for any

figures in print Graphical Abstracts / Highlights

files (where applicable) Supplemental files (where

applicable)
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e Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

¢ All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa
e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Internet)

¢ Relevant declarations of interest have been made

¢ Journal policies detailed in this guide have been reviewed

e Referee suggestions and contact details provided, based on journal

requirements For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication.

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans; Uniform
Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals. Authors should include
a statement in the manuscript that informed consent was obtained for experimentation
with human subjects. The privacy rights of human subjects must always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried
out in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes
of Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023,
revised 1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such
guidelines have been followed.

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
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conflicts of interest include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid
expert testimony, patent applications/ registrations, and grants or other funding. If there
are no conflicts of interest then please state this: 'Conflicts of interest: none'. More
information.

Submission of an article implies that the work described has not been published
previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic
thesis or as an electronic preprint, see 'Multiple, redundant or concurrent publication'
section of our ethics policy for more information), that it is not under consideration for
publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or
explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if
accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other
language, including electronically without the written consent of the copyright-holder. To
verify originality, your article may be checked by the originality detection service
CrossCheck.

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before
submitting their manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the
original submission. Any addition, deletion or rearrangement of author names in the
authorship list should be made only before the manuscript has been accepted and only
if approved by the journal Editor. To request such a change, the Editor must receive the
following from the corresponding author: (a) the reason for the change in author list
and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree with the
addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this
includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor
considers the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript
has already been published in an online issue, any requests approved by the Editor will
result in a corrigendum.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding
author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing
Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts
for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for
resale or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the
author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete
an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of open
access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.
More information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the
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sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data;
in the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication. If
the funding source(s) had no such involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors
to comply with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse
the author for the Open Access Publication Fee. Details of existing agreements are
available online.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

¢ Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted
reuse.

e An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their

research funder or institution.

Subscription

¢ Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient

groups through our universal access programs.

¢ No open access publication fee payable by authors.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same
peer review criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative
Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised
versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation),
include in a collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even
for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author
as endorsing their adaptation of the article, and do not modify the article in such a way
as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in
a collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and
provided they do not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3000, excluding taxes. Learn
more about Elsevier's pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number
of green open access options available. We recommend authors see our green open
access page for further information. Authors can also self-archive their manuscripts
immediately and enable public access from their institution's repository after an embargo
period. This is the version that has been accepted for publication and which typically
includes author-incorporated changes suggested during submission, peer review and in
editor-author communications. Embargo period: For subscription articles, an appropriate
amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers before an
article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins
from the date the article is formally published online in its final and fully citable form.
Find out more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Publishing Campus
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The Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) is an online platform
offering free lectures, interactive training and professional advice to support you in
publishing your research. The College of Skills training offers modules on how to prepare,
write and structure your article and explains how editors will look at your paper when it
is submitted for publication. Use these resources, and more, to ensure that your
submission will be the best that you can makeiit.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require
editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct
scientific English may wish to use the English Language Editing service available from
Elsevier's WebShop.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single
PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required
to typeset your article for final publication. All correspondence, including notification of
the Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Please suggest 4 potential reviewers for this submission. At least 2 of the
suggested reviewers should be located in the USA or Europe.

PREPARATION

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through
the creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to
a single PDF file, which is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as
a single file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word
document, in any format or lay- out that can be used by referees to evaluate your
manuscript. It should contain high enough quality figures for refereeing. If you prefer to
do so, you may still provide all or some of the source files at the initial submission. Please
note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded separately.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be
in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article
by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for
the author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the
essential elements needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords,
Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with
Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be
included in your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the

86


http://www.publishingcampus.com/
http://webshop.elsevier.com/languageediting/
http://webshop.elsevier.com/languageediting/

relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The
corresponding captionshould be placed directly below the figure or table.

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially
assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then
typically sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific
quality of the paper. The Editor is responsible for the final decision regarding acceptance
or rejection of articles. The Editor's decision is final. More information on types of peer
review.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us
with an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The
electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional
manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). See also the section on
Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and
'grammar-check' functions of your word processor.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered

1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section humbering).

Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any

subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own

separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations
and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.;
in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table
A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.
e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
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family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. Present
the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names.
Indicate all affiliations with a lower- case superscript letter immediately after the
author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address
of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of
each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address
is given and that contact details are kept up to date by the corresponding
author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

The abstract should have 100-200 words.

Graphical abstract

A Graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of
the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership online. Authors must provide images that clearly represent the work described
in the article. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: please provide an image with a minimum of 531 x 1328
pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13
cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS
Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the
best presentation of their images also in accordance with all technical requirements:
Illustration Service.

Keywords. Immediately after the abstract, provide a maximum of 5 keywords, avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be
eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Chemical compounds

You can enrich your article by providing a list of chemical compounds studied in the article.
The list of compounds will be used to extract relevant information from the NCBI PubChem
Compound database and display it next to the online version of the article on
ScienceDirect. You can include up to 10 names of chemical compounds in the article. For
each compound, please provide the PubChem CID of the most relevant record as in the
following example: Glutamic acid (PubChem CID:611). Please position the list of
compounds immediately below the 'Keywords' section. It is strongly recommended to
follow the exact text formatting as in the example below:

Chemical compounds studied in this article

Ethylene glycol (PubChem CID: 174); Plitidepsin (PubChem CID: 44152164);
Benzalkonium chloride (PubChem CID: 15865)

More information.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must
be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of
abbreviations throughout the article.

Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title
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or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
xxxX, yyyy]l; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and
the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization
that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged
to consult IUPAC: Nomenclature of Organic Chemistry for further information.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article.
Many word processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should
this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article.

Electronic artwork General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

e For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and

tables within a single file at the revision stage.

¢ Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate

source files. A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are

given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save

as' or convert theimages to one of the following formats (note the resolution requirements

for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of

300 dpi. TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum

of 500 dpi is required.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low.

e Supply files that are too low in resolution.

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge,
that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed
version. For color reproduction in print, you will receive information regarding
the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your
preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not
on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations
themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics

Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If you are working
with LaTeX and have such features embedded in the text, these can be left. See further
under Electronic artwork.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next
to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented
in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using
vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should
follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the
publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of
a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online
links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing
services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the
references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles,
publication year and pagination may prevent link creation. When copying references,
please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and
full citation details are not yet known, but the article is available online. A DOI is
guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic
article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar
J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of
the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of Geophysical
Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such
citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
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(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in
the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset]
immediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. The
[dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support
Citation Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using
the word processor plug-ins from these products, authors only need to select the
appropriate journal template when preparing their article, after which citations and
bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet
available for this journal, please follow the format of the sample references and citations
as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking
the following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/vascular-pharmacology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plug- ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be
in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume
number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article
by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for
the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be
arranged according to the following examples:

Reference style
Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The
actual authors can be referred to, but the reference humber(s) must always be given.

Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which
they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.]J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J.
Sci. Commun. 163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York,
2000. Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S.
Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York,
2009, pp. 281-304.

Reference to a website:

[4] Cancer Research UK, Cancer  statistics reports for the UK.
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http://www.cancerresearchuk.org/ aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003
(accessed 13.03.03).

Reference to a dataset:

[dataset] [5] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1, 2015.
https://doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit
with their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the
article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video
or animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In
order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB.
Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video
data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since
video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please
provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article that
refer to this content.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published
with your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as
they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit
your material together with the article and supply a concise, descriptive caption for each
supplementary file. If you wish to make changes to supplementary material during any
stage of the process, please make sure to provide an updated file. Do not annotate any
corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option in
Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published
articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that
validate research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also
encourages you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and
other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make
a statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you
are sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your
manuscript and reference list. Please refer to the "References" section for more
information about data citation. For more information on depositing, sharing and using
research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles
on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that
give them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
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directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to
your published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of
your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020;
CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository.
During the submission process, after uploading your manuscript, you will have the
opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets will
be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Transparency
To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. If your data is unavailable to access or unsuitable to post, this gives you
the opportunity to indicate why. If you submit this form with your manuscript as a
supplementary file, the statement will appear next to your published article on
ScienceDirect.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their
published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next
to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize
their research in their own words and to help readers understand what the paper is
about. More information and examples are available. Authors of this journal will
automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after
acceptance of their paper.

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply
submitting a data file. Full instructions.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system,
allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS
Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer
questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-
prone process by allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential
introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including
alternative methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of
the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication
will only be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to
ensure that all corrections are sent back to us in one communication. Please check
carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be
guaranteed. Proofreading is solely yourresponsibility.
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The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50
days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share
Link can be used for sharing the article via any communication channel, including email
and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint
order form which is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding
and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's Webshop. Corresponding
authors who have published their article open access do not receive a Share Link as their
final published version of the article is available open access on ScienceDirect and can
be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find
everything from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted
article will be published.
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