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RESUMO

A hipertensdo arterial pulmonar € uma afeccdo complexa caracterizada pela disfuncdo endotelial
e elevacgdo da pressdo na vasculatura pulmonar. Até o0 momento, ndo ha cura para a afeccéo e o
objetivo do tratamento é promover o alivio dos sintomas, aumentar a sobrevida e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes. No entanto, a terapia convencional é insatisfatoria sendo
necessario o desenvolvimento de novos métodos terapéuticos. Estudos recentes tém proposto que
a angiotensina-(1-7) exerca efeitos dilatadores sobre leitos vasculares e também diminua o
remodelamento vascular, sendo estes potenciais fatores benéficos para o tratamento da
hipertensdo pulmonar. Este trabalho tem por objetivo estudar o potencial terapéutico da
angiontensina (1-7) nos animais com hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina. O
experimento foi realizado em 14 suinos, que aos 40 dias de vida foram avaliados por meio da
eletrocardiografia, ecocardiografia, pressao arterial sistélica sistémica e concentracdo serica de
peptideo natriurético cerebral e 6xido nitrico, em seguida receberam monocrotalina por via
intravenosa induzindo a lesdo. Posteriormente foram divididos em dois grupos (n=7). O primeiro
grupo recebeu Angiotensina — (1-7) e o segundo placebo durante todo o estudo. Os animais foram
submetidos a exame fisico diario nas baias e os exames complementares foram repetidos
mensalmente. Ao final de 60 dias foram eutanasiados e tiveram fragmentos do coracédo e pulmdes
coletados para andlise histopatologica. O grupo placebo apresentou alteracGes
eletrocardiogréaficas (aumento da amplitude da onda T, no intervalo QT e eixo cardiaco deslocado
para a esquerda) e maiores valores de pressdo arterial sistélica aos 60 dias (GP 97,57 + 13,36 e
GT 87,14 + 10,45). Na ecocardiografia convencional observou-se alteracdo nos indices relagédo
artéria pulmonar/aorta, indice de performance miocardica e tempo sistélico ventricular direito em
ambos 0s grupos, sendo de menor gravidade no grupo tratado. Na modalidade Feature tracking
bidimensional foi observada reducdo da taxa de deformacdo miocéardica ventricular direita no
grupo placebo (St global: GP 17,37 £ 2,87 e GT 23,71 + 7,87 — p= 0,0342; StR global: GP 1,47 +
0,28 e GT 2,02 + 0,69 — p= 0,0364). A concentracdo de peptideo natriurético cerebral ndo diferiu
entre 0s grupos. A concentracdo de 6xido nitrico foi significativamente maior no grupo tratado
aos 30 e 60 dias. A avaliacdo histopatolégica evidenciou lesbes cardiacas e pulmonares menos
acentuadas no grupo tratado. Os dados obtidos demonstram a acdo benéfica da Angiotensina — 1-
7 em pacientes com hipertensdo pulmonar sendo eficiente no controle da disfungéo cardiaca e no
remodelamento vascular.

Palavras-chave: Cardiologia, feature-tracking, pneumologia, pulmao, sistema cardiovascular.



ABSTRACT

Pulmonary arterial hypertension is a complex condition characterized by endothelial dysfunction
and elevated pressure in the pulmonary vasculature. To date, there is no cure for the condition
and the goal of treatment is to promote relief of symptoms, increase survival, and improve
patients' quality of life. However, conventional therapy is unsatisfactory and the development of
new therapeutic methods is necessary. Recent studies have proposed that angiotensin- (1-7) exert
dilating effects on vascular beds and also decrease vascular remodeling, being these potential
beneficial factors for the treatment of pulmonary hypertension. This study aims to study the
therapeutic potential of angiontensin (1-7) in animals with monocrotalin-induced pulmonary
hypertension. The experiment was carried out on 14 pigs. At 40 days of age, the animals were
evaluated by means of electrocardiography, echocardiography, systemic systolic blood pressure
and serum concentration, brain natriuretic peptide and nitric oxide, and then received
monocrotaline intravenously inducing the lesion. Subsequently, they were divided into two
groups (n = 7). The first group received Angiotensin - (1-7) and the second placebo throughout
the study. The animals were submitted to daily physical examination in the bays and the
complementary exams were repeated monthly. At the end of 60 days they were euthanized and
had fragments of the heart and lungs collected for histopathological analysis. The placebo group
had electrocardiographic changes (increased T-wave amplitude, QT interval and left-sided
cardiac axis) and higher systolic blood pressure at 60 days (GP 97.57 + 13.36 and GT 87.14 +
10.45). In the conventional echocardiography, changes in the pulmonary artery / aorta ratio,
myocardial performance index, and right ventricular systolic time were observed in both groups,
being of lower severity in the treated group. In the two-dimensional Feature tracking mode, the
reduction in the rate of right ventricular myocardial deformation in the placebo group was
observed (St global: GP 17.37 + 2.87 and GT 23.71 £ 7.87 — p=0,0342; overall StR: GP 1.47 + 0,
28 and GT 2.02 £ 0.69 — p=0,0364). Cerebral natriuretic peptide concentration did not differ
between groups. The concentration of nitric oxide was significantly higher in the group treated at
30 and 60 days. The histopathological evaluation showed less pronounced cardiac and pulmonary
lesions in the treated group. The data obtained demonstrate the beneficial action of Angiotensin -
1-7 in patients with pulmonary hypertension being efficient in the control of cardiac dysfunction
and vascular remodeling.

Keywords: Cardiology, cardiovascular system, feature-tracking, lung, pulmonology.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) é uma doenca complexa caracterizada por uma
disfuncdo endotelial que resulta em remodelamento vascular e elevagdo da pressdo arterial
pulmonar, com consequente insuficiéncia cardiaca direita. A média de sobrevida de pacientes
humanos ndo tratados é de 2,8 anos ap0s o diagnostico inicial e muitos individuos que
apresentam HAP, nos estagios precoces, tendem a ser assintomaticos e apresentam sinais
inespecificos. Os tratamentos convencionais tem sido utilizados para melhorar a funcdo
pulmonar, mas nenhum deles tem sido eficaz no controle da enfermidade.

E necessario o desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas que possam ser
eficazes para a sobrevida em longo prazo destes pacientes, prevenindo a progressao da doenca.
Como a angiotensina-(1-7) (Ang—(1-7)) tem sido relacionada a agdes vasodilatadoras e na
diminuicdo do remodelamento vascular postula-se que este farmaco tenha acdo vasodilatadora e
na diminuicdo do remodelamento vascular também no leito pulmonar, tornando-o uma boa
alternativa para o tratamento clinico, tanto no homem como nos animais.

Dessa maneira, este trabalho tem por objetivo avaliar o potencial terapéutico da Ang—(1-
7) em suinos com HAP induzida e estudar formas que permitam o diagnéstico precoce da

afeccdo.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Hipertensdo arterial pulmonar

A HAP ¢é uma doenca grave caracterizada pelo aumento da resisténcia na vasculatura
pulmonar, resultando em disfuncdo ventricular direita, insuficiéncia cardiopulmonar e
consequente morte do paciente (MCGOON et al., 2013; ZAGOLIN e LLANCAQUEOQO, 2015).
Compreende um conjunto de doencas que tém achados patologicos comuns, porém apresentam
diferencas fisiopatologicas e progndsticas. A HAP frequentemente resulta em cor pulmonale e
sinais de insuficiéncia cardiaca congestiva direita (MINAI, 2010; SABELA, 2015; BANDEIRA e

WAETGE 2015). Em humanos a afec¢do é hemodinamicamente definida por pressdo média de
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artéria pulmonar igual ou superior a 25mmHg (HOEPER et al., 2013; DIAS et al., 2015), assim
como nos animais de companhia (BOON, 2011).

A etiologia subjacente da hipertensdo pulmonar varia e, com frequéncia, multiplos fatores
sdo responsaveis (JARDIM, PRADA e SOUZA, 2015). Normalmente, o leito vascular pulmonar
recebe 0 volume sanguineo liberado pelo ventriculo direito. Este leito vascular apresenta uma
baixa resisténcia ao fluxo sanguineo aumentado por meio da dilatacdo dos vasos na circulagcdo
pulmonar. Entretanto, se o leito vascular pulmonar estd obstruido, como na hipertensao
pulmonar, a capacidade de receber qualquer fluxo ou volume do sangue fica prejudicada, e,
entéo, o fluxo sanguineo aumentado eleva a pressdo do tronco da artéria pulmonar. A medida que
a pressao da artéria pulmonar aumenta, também aumenta a resisténcia vascular pulmonar. A
constricdo da artéria pulmonar (como na hipoxemia ou hipercapnia) e a reducéo no leito vascular
pulmonar (que ocorre com a embolia pulmonar) resultam em um aumento na resisténcia e
pressdo vasculares pulmonares, ou seja, um remodelamento cardiovascular para suportar o
aumento da carga de trabalho imposta a musculatura cardiaca. Por fim, o miocardio ndo consegue
satisfazer as demandas crescentes impostas a ele, levando a hipertrofia (aumento e dilatacdo) e
insuficiéncia ventricular direita (WEITZENBLUM et al., 1981).

A vasoconstricdo pulmonar ocorre devido a disfuncdo das células endoteliais, que
culmina com uma producdo reduzida de vasodilatadores, tais como oxido nitrico (NO) e a
prostaciclina (associada a expressao diminuida das enzimas prostaciclina sintetase e oxido nitrico
sintetase), e superproducao de vasoconstritores, tais como tromboxane A 2 e endotelina-1 (ET-1)
(RUFINO et al., 2013; RAMOS, FERREIRA e ARAKAKI, 2015). Devido a isso, hd o
remodelamento vascular que ocorre por reducdo na expressdo de vasodilatadores e a
hiperexpressao de vasoconstritores (principalmente a endotelina, a qual € um fator de crescimento
para as células musculares lisas) (RUNO e LOYD, 2003). Nos pacientes portadores de HAP
também h&a um aumento na concentracdo plasmatica da serotonina e uma reducdo no estoque
plaquetario da mesma, a qual é um vasoconstritor pulmonar e promove proliferacdo de células
musculares lisas. O uso de alguns farmacos que determinam aumento na liberacdo de serotonina
das plaquetas, inibindo a recaptacdo, também pode levar a afeccdo (OLSCHEWSKI et al., 2001).

A HAP é uma sindrome considerada grave e complexa, caracterizada por sinais clinicos
inespecificos, com um diagnostico de dificil realizagéo, sendo muitas vezes tardio, o que culmina

com prognosticos desfavoraveis (BRITISH, 2001). A maioria dos individuos que apresentam a
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afeccdo tende a ser assintomatica nos estagios iniciais. Os sinais clinicos comumente relatados
em humanos incluem dispneia, dor no peito, sincope e palpitacbes (ZAGOLIN e
LLANCAQUEDO, 2015). Essa dificuldade em fornecer diagnostico preciso e no momento correto
faz com que frequentemente haja um atraso de aproximadamente trés anos entre a ocorréncia do
primeiro sintoma e o diagnoéstico (BRITISH, 2001).

De forma cronica, a dispneia € o principal sintoma, ocorrendo, a principio, com esforco e,
mais adiante, em repouso. A dor toracica subesternal tambeém é comum, afetando 25 a 50% dos
pacientes humanos (CHATTERJEE et al., 2002). Os outros sinais e sintomas observados no
homem e nos animais incluem encurtamento gradual da respiracdo que pode piorar com
exercicios, desconforto toréacico, fadiga, anorexia, tosse persistente, cianose, sincope, efusdo
pleural, pericérdica e ascite (TORRES et al., 1997; CHATTERJEE et al., 2002; SAWAMURA et
al., 2009).

2.2. Diagnostico

H& vérios métodos para avaliar a pressdo na artéria pulmonar, como a cateterizacao
cardiaca do lado direito, ecocardiografia, eletrocardiografia (HOEPER et al., 2013; DIAS et al,
2015) e cintilografia miocardica (GUIMARAES et al., 2005).

Uma avaliacdo diagnostica completa inclui historia, exame fisico, exame radiografico do
torax, provas de funcdo pulmonar, eletrocardiograma (ECG), ecocardiograma, imageamento de
ventilacdo de perfusdo, cateterismo cardiaco e exames laboratoriais (dosagem do NO, ET-1,
peptideo natriurético cerebral, dentre outros). Em alguns casos, pode ser necessaria uma biopsia
pulmonar, realizada por toracoscopia, visando elaborar um diagnéstico definitivo (FILHO e
CARRASCO, 2005; MARTINS, 2014). O cateterismo cardiaco do lado direito do coracédo revela
a presséo arterial pulmonar elevada. A ecocardiografia é a ferramenta ndo invasiva de maior
utilidade para o diagnéstico da HAP. E um método amplamente disponivel e possibilita descartar
ou confirmar afeccgdes cardiacas concomitantes (HOEPER et al., 2013; MARTINS, 2014).

A HAP pode ser identificada no exame ecocardiografico pela estimativa da pressdo
sistdlica da artéria pulmonar, calculada a partir da velocidade de regurgitacdo tricuspide e da
pressdo de atrio direito. Por esse método é possivel avaliar a progressdo da doencga e excluir
outras condi¢cdes com sinais e sintomas similares (BOON, 2011). O ECG sugere hipertrofia

ventricular direita, desvio do eixo para a direita e ondas T altas, em pico, nas derivagdes
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inferiores, ondas R anteriores altas e depressao do segmento ST e/ou inversdo da onda T (FILHO
e CARRASCO, 2005; MARTINS, 2014). O exame radiogréfico de térax é um método pouco
sensivel, que permanece normal, principalmente nos pacientes assintomaticos. Contudo, alguns
achados podem ser sugestivos de hipertensdo pulmonar como aumento no didmetro dos ramos da
artéria pulmonar, abaulamento do arco médio e radioluscéncia diminuida da vasculatura
periférica. E também bastante Gtil para afastar diagndsticos secundarios como doengas do
parénquima pulmonar ou anormalidades do térax. A oximetria de pulso pode revelar baixa
perfusdo de oxigénio sendo importante para o acompanhamento dstes pacientes (FILHO e
CARRASCO, 2005).

O ventriculo direito (VD) pode ser considerado um dos mais importantes preditores da
evolucdo clinica em pacientes com doenca cardiopulmonar (LA GERCHE e ROBERTS, 2015).
A ecocardiografia é rotineiramente utilizada para avaliacdo de pacientes com HAP. Alguns
indices como a relacdo Artéria pulmonar/Aorta (AP:A0), o indice de performance miocérdica
(IPM) do VD e, a relacdo entre o tempo de aceleracdo e tempo de ejecdo (TA:TE) sdo indicados
para avaliacdo de pacientes acometidos pela enfermidade (KELLIHAR e STEPIEN, 2015).

Foi demonstrada uma correlacdo positiva entre o grau de HAP e a dilatacdo da artéria
pulmonar. Essa dilatacdo pode ser estimada por meio do indice AP:Ao (Fig.1). Entretanto, o teste
demonstrou uma baixa sensibilidade, apenas 45% (DE MADRON et al., 2015). Em cées o valor
de normalidade é de 0,8 a 1,15 (SERRES, CHETBOUL, GOUNI et al., 2007).

Figura 1 — Exame ecocardiogréafico de um suino saudavel. Modo bidimensional, corte parasternal direito
transversal ao nivel dos vasos da base, demonstrando as medidas para a obtencdo do indice
AP:Ao. A = diametro da aorta, B = didmetro da artéria pulmonar.
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O IMP ¢é um indice obtido por meio do Doppler pulsado que avalia a sistole e a diastole
para determinar o desempenho miocardico. O IMP do VD ¢ igual a soma dos tempos de ejecao
do VD e de relaxamento isovolumétrico divididos pelo tempo de ejecdo (KELLIHAN e
STEPIEN, 2012; BOON, 2011; CHETBOUL, 2015) (Fig. 2). Um aumento do IPM do VD
fornece um potencial suporte para o diagnéstico da HAP. Em cées, um IPM superior a 0,25
(sensibilidade de 78%, especificidade de 80%) ¢é favoravel ao diagnostico de HAP (KELLIHAN
e STEPIEN, 2012).

Figura 2 — Figura esquematica do Doppler de onda pulsada, registros de tricuspide e pulmonar
demonstrando o célculo do indice de performance miocérdica. “a”= tempo entre um fluxo e
outro de tricuspide, "b" = tempo de ejecdo do ventriculo direito, E = velocidade de pico
diastolico precoce; A = velocidade de pico durante a contragdo atrial, ET = tempo de ejecéo,
IVCT = tempo de contragdo isovolumétrica, IVRT = tempo de relaxamento isovolumétrico.

Tricuspid inflow |

IVCT +IVRT A-B

IPM = T B

Fonte: Adaptado de Kellihan e Stepien (2012).

Os intervalos de tempo sistolico ventricular direito tem sido utilizados para complementar
o0 diagnostico da HAP. Sao calculados por meio do Doppler pulsado na saida ventricular direita
(Fig 3) e incluem: TA, TE, TA: TE, e periodo de pré-ejec¢do (PPE). Um indice TA: TE igual ou

inferior a 0,31 (sensibilidade 73%, especificidade 87%) s&o consistentes com HAP.

Figura 3 — Intervalos de tempo sistolico ventricular direito obtidos a partir da velocidade de saida do
ventriculo direito em um céo com hipertensdo pulmonar venosa. PEP = periodo de pré-ejeccéo,
TA = tempo de aceleracdo, TE = Tempo de ejecéo.
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Fonte: Adaptado de Kellihan e Stepien (2012).

Entretanto, a ecocardiografia convencional ndo inclui uma avaliacdo clara da funcéo
miocardica (RAJAGOPAL et al., 2014). O Feature Tracking (FTI-2D) é um método sofisticado
de avaliacdo da funcdo miocardica que fornece imagens de deformacdo de tecidos (taxa de
deformacdo), possibilitando a avaliacdo da funcdo miocardica regional (LOCATELLI et al.,
2016). Assim, é possivel incorporar ao exame ecocardiografico indices como o strain (St) e o
strain rate (StR). O St refere-se a magnitude de deformacdo da fibra miocéardica, cuja unidade é
dada em %. e o StR consiste na velocidade que esta deformacdo acontece e sua unidade
representada por 1/s ou st (WESS, 2011).

A avaliacdo histologica da HAP é geralmente inespecifica nas fases iniciais. Stenmark et
al (2009) relatam a ocorréncia de hipertrofia da camada média da artéria pulmonar, espessamento
da camada adventicia e o aparecimento de musculo nas paredes de artérias normalmente ndo-
musculares. Na fase tardia o remodelamento vascular, a deposicdo de colageno e a fibrose séo
achados frequentemente relatados (PIETRA et al., 2004; TUDER et al., 2007).

Para acompanhar o remodelamento vascular pulmonar na hipertensdo pulmonar podem-se
empregar técnicas de imunohistoquimica. Segundo Wrobel et al. (1996) para identificar as
células que estdo ativas dentro do ciclo celular pode-se utilizar o anticorpo monoclonal contra o
antigeno nuclear de células em proliferacdo (anti-PCNA). O PCNA é uma proteina nuclear
estavel, regulada pelo ciclo celular, onde seu grau de sintese esta diretamente relacionado com o

grau de células em proliferacdo. O uso destes metodos mais sofisticados veio substituir a
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contagem de células em mitose, uma vez que, dentro de uma populagdo celular em proliferacéo, a
fase de mitose (fase M) é a mais curta e tem 0 menor nimero de células entre as que estdo em
proliferacdo (LINDEN et al.,1992). O nucleo positivo para PCNA é observado durante todas as
fases do ciclo celular, com excecédo da fase GO (descanso), onde ndo ocorre marcacao (WROBEL
et al., 1996). Kuang et al., (2010), observou que o0 espessamento da parede dos vasos arteriais
pulmonares na HAP ocorreu em parte pela proliferacdo das células do musculo liso das artérias

pulmonares, marcadas na imunohistoquimica pelo anticorpo anti-PCNA.

2.3. Tratamento

As estratégias terapéuticas a serem adotadas para o tratamento da hipertensdo pulmonar
sdo bastante variadas em funcdo dos diversos fatores etioldgicos relacionados com o
desenvolvimento da doenga. Segundo Guimarées et al. (2005) e Subramanyam et al. (2010), a
doenca ndo tem cura, e 0 paciente necessita de tratamento por toda a vida. A diminuicdo da
pressdo pulmonar é a forma mais eficiente de promover o alivio dos sintomas de insuficiéncia
cardiaca, aumentar a sobrevida e melhorar a qualidade de vida desses pacientes.

De modo geral, os tratamentos sdo direcionados ao controle da disfungdo ventricular
direita resultante da presenca da hipertensdo pulmonar, além da estabilizacdo de fatores que
contribuem para a elevacdo desta pressdo (ROSENBLUM, 2010; SUBRAMANYAM et al.,
2010). O tratamento dos fenémenos associados corresponde a medidas gerais que visam evitar
condicBes que levem ao agravamento da patologia ja instalada. Esse tratamento convencional da
HAP consiste na anticoagulacdo crénica, controle da disfuncdo ventricular direita, uso de
oxigénio domiciliar e vasodilatadores (GUIMARAES et al., 2005).

Trés grupos de farmacos sdo regularmente empregados na terapia da hipertensdo
pulmonar, sendo eles: 1) Bloqueadores dos receptores de endotelina; 2) Inibidores da
fosfodiesterase; 3) Analogos da prostaciclina. No entanto, a resposta dos pacientes a terapia ainda
é insatisfatoria sendo necessario o desenvolvimento de novos métodos terapéuticos (ROMAN,
LOPEZ-MESENGUER e DOMINGO, 2015; RAMOS, FERREIRA e ARAKAKI, 2015).

As observacdes anatomopatoldgicas de espessamento da tunica média das artérias
pulmonares nos pacientes portadores de hipertensdo pulmonar embasam a teoria de que a
vasoconstricdo € um dos mecanismos fisiopatologicos importantes nessa enfermidade. Dessa

forma, o uso de agentes com acdo vasodilatadora vem sendo estudado na tentativa de reverter
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esse mecanismo (FALCAO-PIRES et al., 2009; SAWAMURA et al., 2009; KUANG et al.,
2010).

A eficécia de uma terapia vasodilatadora, no entanto, tem sido limitada pela auséncia de
seletividade e poténcia. A maioria dos farmacos considerados como vasodilatadores pulmonares
possuem acgéo vasodilatadora sistémica associada, assim com um efeito na circulagdo pulmonar
pouco marcante. Desse modo, os beneficios aparentes podem ser secundarios a diminui¢do da
pré-carga, com diminuicdo do trabalho do ventriculo direito (ROSENBLUM, 2010). Estudos tém
proposto que a angiotensina-(1-7) exerca efeitos dilatadores importantes sobre diversos leitos
vasculares e coracdo (SHI et al., 2010; WANG et al., 2010, CHEN et al., 2011) e também
diminua o remodelamento vascular, reduzindo a neoformacédo da tlnica média do vaso e a sintese
de colageno (ZENG et al., 2009), sendo estes potenciais fatores benéficos para o tratamento da

hipertensdo pulmonar.

2.4. Angiotensina—(1-7), 6xido nitrico e peptideo natriurético cerebral

O sistema renina-angiotensina (SRA) desempenha um papel crucial na regulacéo
cardiovascular (SANTOS et al, 2005). No final do século XX e inicio do século XXI houve uma
grande mudanca na visdo classica do sistema renina angiotensina (SRA), tornando-o muito mais
complexo do que inicialmente previsto. Novas enzimas, peptideos e receptores foram descobertos
como a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), a Ang-(1-7) e os receptores Mas
(SANTOS, 2014). Um dos aspectos novos para o potencial desenvolvimento de farmacos é a
identificacdo da ECA2, que é um novo homdlogo da ECA, que favorece a degradacdo da
Angiotensina Il (ang Il) em Ang-(1-7) (FERREIRA et al., 2010).

A Ang—(1-7) é um peptideo bioativo, produzido em uma via alternativa do SRA (ACUNA
et al., 2014) (Fig.4). Formada a partir da angiotensina I (Ang 1) e Ang Il por varias
endopeptidases e carboxipeptidases, incluindo ECA2, a Ang-(1-7) exerce seus efeitos por meio
da interacdo com os receptores Mas (SANTOS, 2005). A ativagdo do eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas
resulta em efeitos opostos aos do eixo ECA-Angll-AT1R, produzindo vérios efeitos como
vasodilatacdo e inibicdo do crescimento e proliferacdo celular (SANTOS et al., 2005). Assim,
varios estudos tém sugerido que a ativacdo do eixo ECA2-Ang (1-7)-Mas impede e até reduz o

dano observado em doencas cardiovasculares (FERREIRA et al., 2010).
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Figura 4 — Figura esquematica simplificada do sistema renina-angiotensina. AMP = aminopeptidase; Ang
= angiotensina; AT1= receptor de angiotensina do tipo 1; AT2 = receptor de angiotensina tipo
2; ECA = enzima conversora de angiotensina; IRAP = Aminopeptidase regulada por insulina;
Mas-R = receptor Mas.
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Fonte: Ohishi, Yamamoto e Rakug, 2013

Varios estudos demonstraram os efeitos da Ang — (1-7) sobre o coracdo. Averill et al
(2003) foram os primeiros a reportar a a presenca desse peptideo nos cardiomidcitos de ratos.
Ferreira et al (2001), em seu estudo também inédito, reportaram o efeito cardioprotetor de Ang-
(1-7), reduzindo significativamente a isquemia e as arritmias cardiacas induzidas por reperfusdo
em coracdes isolados de ratos.

Mais recentemente, a Ang- (1-7) e os receptores Mas foram identificados no no sinoatrial
de ratos, reforcando a agdo do peptideo sobre o ritmo cardiaco. Santos et al (2004) em seu estudo
com ratos transgénicos relataram uma reducdo na duracao das arritmias cardiacas de reperfusédo
nos animais com maior circulacdo do peptideo.

Outro efeito atribuido a Ang — (1-7) € a inibicdo do remodelamento cardiaco que ocorre
por meio da redugdo da deposicdo de coldgeno no miocérdio, tornando a contratilidade
miocardica mais eficiente (PEl, MENG, LI et al., 2010; SANTOS, 2014).
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Os vasos sanguineos sdo um dos principais sitios de acdo da Ang- (1-7), que é capaz de
influenciar a hemodinadmica sistémica e local. Seus principais efeitos incluem a reducdo da
proliferacdo celular e a vasodilatacdo em diversos leitos vasculares, que resulta na reducédo da
resisténcia vascular periférica com consequente aumento do débito cardiaco (SANTOS, 2005;
SANTOS, 2014).

Wu et al, (2016) sugerem que a Ang-(1-7) estimula a liberacdo de NO em ratos ap6s a
microinjecdo no nucleo solitario. Postula-se que a Ang-(1-7) tenha a mesma atuacao no endotelio
pulmonar, causando sua vasodilatacdo e diminuicdo do remodelamento vascular assim como
demonstrado por Zeng et al. (2009) no miocardio pés-infarto em coelhos e por Chen et al. (2011)
em ratos com hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina. Segundo Kuang et al. (2010)
uma maneira de se quantificar o efeito benéfico de um tratamento na HP seria pela quantificacdo
do NO, do monofosfato guanosina ciclico (GMPc) pois estes podem inibir a enzima
fosfodiesterase-5 e deste modo estabilizar a GMPc, que é o segundo mensageiro do éxido nitrico.
O peptideo natriurético cerebral (BNP) é um horm6nio produzido em resposta a sobrecarga de
volume sobre os atrios e atua como antagonista do sistema renina-angiotensina-aldosterona,
sendo um importante indicador da HAP. Em seres humanos e cées, numerosas doencas que
resultam em disfuncdo ventricular direita estdo associadas com o aumento deste peptideo e a
dosagem sérica € capaz de distinguir pacientes cardiopatas com doenca respiratéria daqueles
sadios, tornando este peptideo um bom marcador de doenca cardiorrespiratéria (ATKINSON et
al. 2009).

2.5. Suinos como modelo experimental

Estudos em modelos animais experimentais de doencas cardiovasculares tem se tornado
uma importante ferramenta na pesquisa cardiovascular humana. Os modelos experimentais com
suinos tém sido amplamente utilizados em varias areas da medicina, porém pouco se tem
desenvolvido acerca dos estudos na area cardiopulmonar, mesmo considerando-se o tamanho
cardiaco ser mais comparavel com o de humanos, permitindo estudos em fisiologia e métodos
ndo-invasivos da morfologia e funcéo cardiovasculares (MAURENS et al., 2012; SWINDLE et
al., 2012).

Suzuki et al (2008) relatam que o éxito de algumas técnicas, aplicadas as coronarias na

cardiologia intervencionista, pode ser atribuido ndo somente aos estudos clinicos realizados com
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seres humanos como também em estudos pré-clinicos realizados com modelo porcino. Esses
animais tem sido usados ainda como modelo de pancreatite (BALDO et al., 2013), lesdes de
cornea (MEDEIROS, 2011), transplante intestinal (LLHANOS, 2008), transplante de valvas
cardiacas (VRANDECIC et al., 1993) e até mesmo transplante multivisceral (DAVID et al.,
2011).

O estabelecimento de um bom modelo animal tem sido essencial devido ao crescente
numero de doencas cardiopulmonares, especialmente a hipertensao pulmonar arterial, resultando
em um uso amplo para estudos de terapias intervencionistas (CHEN et al., 2008). Segundo Roehl
et al. (2009) a sensibilidade vascular pulmonar, a anatomia corondria aliado a suas caracteristicas
de perfuséo, e a auséncia de ventilagdo colateral fazem com que o suino seja considerado um bom
modelo experimental para hipertensdo pulmonar em humanos quando comparado a outras

espécies.

2.6. Monocrotalina

A MCT é uma substéncia alcal6ide pirrolizidinico, sintetizada quimicamente e encontrada
em folhas e sementes da planta Crotalaria spectabilis (MARTINEZ; DOS SANTOS e PINTO,
2013), sendo varias espécies deste género toxicas para animais domésticos (TOKARNIA et al.,
2012). No Brasil, a intoxicagdo natural por sementes dessa planta foi descrita em suinos, equinos
e aves e a intoxicacdo experimental em suinos (TORRES et al, 1997; UBIALI et al., 2011) e
caninos (BELLODI, 2014). Em muitos lugares do mundo a Crotalaria spp é cultivada como
fertilizante natural, devido a capacidade de fixar nitrogénio no solo (BOKHATIAR et al., 2003),
0 que aumenta o risco de intoxicacdo (HUEZA et al., 2009).

Os humanos podem ser expostos aos alcaloides pirrolizidinicos por meio do uso ou
contaminacéo de ervas medicinais; consumo de leite, ovos mel ou grdos contaminados (BYRON,
1999; STEENKAMP et al., 2000).

Em um estudo realizado com suinos experimentalmente intoxicados com diferentes doses
de sementes de crotalaria spectabilis, Souza et al (1997) reportaram que 0s mais sinais mais
observados foram: edema subcutaneo nos membros, face e pescoco; palidez de mucosas; cerdas
ericadas; caquexia e apatia. Macroscopicamente o hidropericardio foi a lesdo mais observada. As

lesbes microscopicas mais evidentes foram: fibrose, proliferacdo de ductos biliares e
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megalocitose no figado; broncopneumonia e bronquite crénicas; megalocitose de células
epiteliais tubulares renais, nefrose e nefrite cronica; gastrite e ulceragdo gastrica.

O principal 6rgéo alvo das intoxicagdes por C. spectabilis € o figado (BELLODI, 2014) e
0s principais sintomas nos animais estao relacionadas a hepatotoxicidade (HUEZA et al., 2009).
A lesdo causada pode evoluir para fibrose severa, insuficiéncia hepética e morte, em casos
avancados (BELLODI, 2014). Relata-se necrose hepatocelular em diversas espécies, incluindo
suinos, ap6s consumo acidental de sementes dessa planta (UBIALI et al., 2011; BELLODI,
2014).

As lesdes hepéticas causadas pelo consumo acidental de sementes de Crotalaria
spectabilis podem variar conforme a dose, podendo ocorrer desde necrose hepatocelular
(UBIALI et al., 2011; BELLODI, 2014) a megalocitose, fibrose e proliferacdo de ductos biliares.
Também, sdo descritos em suinos broncopneumonia e bronquite crénicas, megalocitose das
células epiteliais de tubulos renais, nefrose e nefrite cronica, gastrite e ulceracdo gastrica
(HERATH et al., 2012. A leséo hepatocelular induzida por MCT constitui um modelo viavel para
0 estudo de hepatopatias (HOYEET e XU, 2012).

A inducdo da HP por monocrotalina (MCT) tem sido muito utilizada em estudos
experimentais (TORRES et al., 1997). Apds sua administracdo, a MCT € metabolizada pelo
figado e transformada em monocrotalina pirrole (MCTP), sua forma ativa, a qual, ap6s uma
injecdo subcutanea Unica pode causar lesdo vascular no endotélio de vasos pulmonares, ativacdo
plaquetaria, reatividade pulmonar aumentada por vasoconstricdo e hipertrofia muscular da
camada média dos vasos pulmonares (SAWAMURA et al., 2009).

De acordo com Kanno et al. (2001), o principal fator relacionado a fisiopatologia da HAP
induzida por MCT € a disfuncdo endotelial, seguida de remodelamento vascular pulmonar. Em
modelos experimentais em ratos, o efeito toxico da MCT é caracterizado por edema pulmonar,
ascite e fibrose vascular por aumento nas concentracdes plasméticas de Ang Il, substancia
responsavel pelo aumento do contetdo de colageno no tecido cardiaco e pulmonar (LAMBERTS
et al., 2007). Esse modelo animal também apresenta inflamacdo pulmonar, diminuindo a
capacidade deste 6rgdo juntamente com os rins de eliminar a ET-1 em excesso do sangue e
pulmd@es, aumentando ainda mais a concentracdo dessa substancia altamente vasoconstritora na
circulagdo (CABRINI, 2009). Em suinos, Torres et al. (1997) utilizando doses altas de MCT

observou que as alteragdes pulmonares induzidas pela MCT caracterizavam-se por graus
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varidveis de espessamento dos septos alveolares, edema, congestdo, hemorragia, fibrose,
proliferacdo de pneumdcitos tipo Il, infiltrado linfocitario e neutrocitario, espessamento dos
septos interlobulares por edema e fibrose, edema pulmonar e alteracGes vasculares caracterizadas
por hialinizacdo de arteriolas com tumefacdo das células endoteliais e proliferacdo da adventicia

com espessamento da parede dos vasos pulmonares.
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3. CONSIDERACOES GERAIS

A HAP é uma afeccdo grave com prognostico desfavoravel. Ndo ha cura e a terapia
convencional é insuficiente. Por se tratar de uma afeccdo assintomatica nas fases iniciais, o
diagnostico é retardado, o que piora o prognostico. Portanto, estudos sdo necessarios com
finalidade de descobrir novos métodos diagndsticos e terapéuticos que possibilitem maior tempo
de sobrevida com qualidade para esses pacientes. A Ang - (1-7) possui propriedades que podem
contribuir para o controle da afeccdo, atuando diretamente sobre as celulas da vasculatura
pulmonar e coragao.

Nossa hipdtese é que a Ang — (1-7) seja capaz de reduzir a lesdo vascular em pacientes
com HAP por meio da inibig&o da proliferacdo celular, atuando ainda como agente vasodilatador.
A perspectiva é que novos estudos sejam realizados com a finalidade de avaliar a melhor dose e a

acao do farmaco em pacientes humanos.
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RESUMO

A hipertensdo pulmonar é uma afeccdo complexa caracterizada por disfuncdo endotelial que
resulta em remodelamento vascular e elevacao da pressao arterial pulmonar. Até o0 momento, nao
ha cura, sendo necessario o desenvolvimento de novos métodos terapéuticos. Estudos tém
proposto que a angiotensina-(1-7) exerca efeitos dilatadores e também diminua o remodelamento
vascular pulmonar. Este trabalho teve por objetivo estudar o potencial terapéutico da
angiontensina-(1-7) em suinos com hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina. O
experimento foi realizado em 14 suinos, avaliados por meio da eletrocardiografia,
ecocardiografia, pressdo arterial sistémica sistdlica, peptideo natriurético cerebral e 6xido nitrico,
em seguida foi administrado monocrotalina por via intravenosa induzindo a hipertensao arterial
pulmonar. Posteriormente foram divididos em dois grupos (n=7), sendo grupo placebo e grupo
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tratado com angiotensina—(1-7). Ao final de 60 dias os animais foram eutanasiados e tiveram
fragmentos do coragdo e pulmdes coletados para andlise histopatoldgica, histoquimica e
imunohistoquimica. O grupo placebo apresentou alteraces eletrocardiograficas (aumento da
amplitude da onda T, no intervalo QT e eixo cardiaco deslocado para a esquerda) e maiores
valores de pressdo arterial sistolica aos 60 dias (GP 97,57 + 13,36 e GT 87,14 = 10,45). Na
ecocardiografia convencional do ventriculo direito observou-se alteracdo nos indices relacdo
artéria pulmonar/aorta, indice de performance miocardica e tempo sistélico ventricular direito em
ambos 0s grupos, sendo de menor gravidade no grupo tratado (AP:Ao: GP 1,22 + 0,11 e GT 1,06
+ 0,03 — p=0,035; IPM: GP 0,30 £ 0,02 e GT 0,27 £ 0,05 — p=0,02; TA:TE: GP 0,26 £ 0,03 e GT
0,27 £ 0,01 - p=0,03). Na modalidade Feature tracking bidimensional foi observada reducéo da
taxa de deformacdo miocérdica do ventriculo direito no grupo placebo (St global: GP 17,37 +
2,87 e GT 23,71 + 7,87 — p=0,034; StR global: GP 1,47 + 0,28 e GT 2,02 £ 0,69 — p=0,036). A
concentracdo de peptideo natriurético cerebral ndo diferiu entre os grupos. A concentracdo de
oxido nitrico foi significativamente maior no grupo tratado aos 30 (p= 0,03) e 60 dias (p=0,008).
A avaliacdo histopatoldgica evidenciou lesbes cardiacas e pulmonares menos acentuadas no
grupo tratado. Os dados obtidos demonstram a acéo benéfica da angiotensina—(1-7) em pacientes
com hipertensdo pulmonar sendo esse peptideo promissor no controle da disfuncdo cardiaca
direita e no remodelamento da vasculatura pulmonar.

1. INTRODUCAO

A hipertenséo arterial pulmonar (HAP) é uma doenca grave caracterizada pela disfungéo
endotelial e aumento da resisténcia na vasculatura pulmonar, resultando em cor pulmonale,
insuficiéncia cardiopulmonar e morte do paciente [1,2].

Acredita-se que a disfuncdo endotelial seja o primeiro passo no remodelamento vascular
das artérias pulmonares durante o desenvolvimento da HAP [3], resultando na diminuicdo da
producdo e expressdo de vasodilatadores, tais como 6xido nitrico e prostaciclina e superproducédo
e hiperexpressao de vasoconstritores, tais como tromboxane A2 e endotelina-1 (ET-1) [4,5].

O diagndstico da HAP ¢é de dificil realizacdo. A maioria dos pacientes que apresentam a
afeccdo tende a ser assintomatica nos estagios iniciais [2]. A cateterizagdo cardiaca e
ecocardiografia sdo métodos que permitem avaliar a pressdo na artéria pulmonar, possibilitando a
determinacédo do diagnostico [6,7].

A ecocardiografia é rotineiramente utilizada para avaliacdo de pacientes com HAP [8],
sendo o ventriculo direito (VD) considerado um dos mais importantes preditores da evolugéo
clinica em pacientes com doenca cardiopulmonar [9]. Alguns indices como a relagcdo Artéria

pulmonar/Aorta (AP:A0), o indice de performance miocardica (IPM) do VD e, o tempo de
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intervalo sistolico do VD (TA:TE) sdo indicados para avaliagdo de pacientes acometidos pela
enfermidade [10]. Entretanto, a técnica convencional ndo inclui uma avaliacdo clara da funcéo
miocardica [8].

Nos ultimos anos surgiram novas técnicas de avalicdo da funcdo ventricular, incluindo
indices como Feature Tracking bidimensional (FTI-2D) que fornece imagens da taxa de
deformacéo, possibilitando a avaliacdo da funcdo miocardica regional e o diagndstico precoce de
disfungdes miocardicas [11]. Assim, foi possivel incorporar ao exame ecocardiografico novos
indices como o strain (St) e o strain rate (StR). O St refere-se a magnitude de deformacéo da fibra
miocardica, cuja unidade é dada em %. e o StR consiste na velocidade que esta deformacéo
acontece e sua unidade representada por 1/s ou s-1 [12].

O sistema renina-angiotensina (SRA) desempenha um papel crucial na regulacdo
cardiovascular. A angiotensina-(1-7) (Ang — (1-7)) € um peptideo bioativo, produzido em uma
via alternativa do sistema renina angiotensina [13]. A ECA2, um homologo da enzima conversora
de angiotensina, degrada a angiotensina Il (Ang II) em Ang—(1-7) [14]. Esse peptideo exerce
efeitos fisicos opostos aos da Ang Il por meio de receptores Mas, como vasodilatacdo e inibicédo
da proliferacdo celular [15], sendo estes potenciais fatores benéficos para a terapia da HAP.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial terapéutico da Ang—(1-7) em suinos
com hipertensdo arterial pulmonar (HAP) induzida por monocrotalina, assim como estabelecer o

diagndstico precoce da afeccdo por meio da avaliacdo ecocardiografica.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 14 suinos, machos e fémeas, da linhagem comercial TOPIGS (Landrace X
Large White), oriundos de rebanho livre de doengas infectocontagiosas. Aos 28 dias de idade os
animais foram desmamados, selecionados por exame fisico, eletrocardiografico e laboratorial.
Foram incluidos no estudo suinos saudaveis sem sinais de afeccOes respiratorias e
cardiovasculares. Os animais foram mantidos em baias contendo comedouro semiautomatico e
bebedouro do tipo chupeta e receberam dieta padréo e agua ad libidum.

Durante o experimento foram mantidos no Centro Experimental de Suinos (CES) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais, Brasil. Todos os protocolos foram
realizados mediante a aprovacdo do comité de ética para o uso de animais desta mesma
instituicdo (protocolo n° 002/2010).
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Aos 40 dias de vida, na fase de creche, os animais foram identificados em fichas proprias,
examinados e sedados com diazepam (0,5-1,0 mg/kg) e azaperone (4,0 mg/kg) via intramuscular
profunda. Apds um periodo de repouso de 15 minutos foi coletada uma aliquota de sangue para
avaliacdo laboratorial. Em seguida, tiveram a veia da orelha cateterizada e receberam
monocrotalina na dose de 10 pg/kg, em uma concentragdo de 0,5 pug /mL. Posteriormente foram
divididos em dois grupos, sendo 0 mesmo nimero de machos e fémeas em cada grupo a fim de
reduzir possiveis interferéncias. O primeiro grupo (GT, n=7) recebeu tratamento com Ang-(1-7)
por via oral na dose de 0,5 mg/kg a cada 24 horas por 60 dias [16,17]. O segundo grupo (GP,
n=7) recebeu placebo com mesmo veiculo e posologia. Os animais foram monitorados por meio
de exame clinico diario nas baias. Todo o estudo foi conduzido num ensaio duplo-cego,
randomizado e placebo controlado.

Os exames eletrocardiografico, ecocardiografico, pressdo arterial sistémica sistolica,
concentracdo sérica de peptideo natriurético cerebral (BNP) e 6xido nitrico (NO) foram
realizados imediatamente antes da indu¢do da HAP e mensalmente. Ao final de 60 dias, os suinos
foram eutanasiados, necropsiados e tiveram o pulmdo e coracdo avaliados por meio de
histopatologia, histoquimica e imunohistoquimica, visando avaliar a resposta dos tecidos ao

vasodilatador e ao placebo.
2.1. Avaliacao eletrocardiografica

Para avaliacao eletrocardiogréafica, os animais foram posicionados em decubito lateral direito
[18]. Os tragados foram obtidos pelo método convencional monocanal (ECG 6 Ecafix®). Foram
avaliados a frequéncia cardiaca, o ritmo, as ondas e os intervalos. O ECG foi registrado em
50mm/s e N.

2.2. Pressao arterial sistolica

A pressdo arterial sistdlica foi obtida pelo método Doppler (Parks medical, 811B
Veterinary®), sobre o terco proximal da regido radioulnar. Foram obtidas cinco aferigbes e a

média entre elas registradas.
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2.3. Avaliacgéo ecocardiografica

Para os estudos ecocardiograficos, foi utilizado um aparelho de ecocardiografia (MyLab 40
Esaote®), com transdutores de varredura setorial eletronica multifrequencial de 4—10 MHz e com
acompanhamento eletrocardiografico no monitor. Para a realizacdo do exame 0s animais foram
sedados e contidos gentilmente em decubito lateral direito e esquerdo. Avaliaches
ecocardiograficas convencionais foram obtidas pelos cortes paraesternais longitudinais direito e
esquerdo. Foram avaliados o fluxo da valva pulmonar e a relacdo entre o tempo de aceleragéo e
tempo de ejecdo (TA/TE), os picos de velocidade diastdlico inicial e tardio (ondas E e A) do
fluxo trictspide, assim como a relacdo onda E/A e em seguida foi calculado o indice de
performance do miocardio, a partir do fluxo da valva tricispide e da valva pulmonar [10], e ainda
a relacdo entre os diametros da artéria pulmonar e da Aorta (AP:Ao0). A obtencdo das imagens e
as avaliacOes da ecocardiografia convencional foram realizadas como recomendado por Boon
(2011) [19]. Todos os exames foram realizados pelo mesmo ecocardiografista (RAL Muzzi) e
foram realizadas trés mensuracdes de todas as variaveis, calculando-se a média desses valores
para cada uma delas.

Trés a cinco ciclos cardiacos consecutivos utilizando uma monitorizagdo continua do ECG
foram armazenados em formato digital para a realizacdo da ecocardiografia bidimensional FTI-
2D. As andlises foram realizadas off-line por meio do software XStrain, algoritmo optical flow
(versdo 10.1, Esaote). Para o strain longitudinal do VD, cine-loops foram adquiridos a partir do
corte apical longitudinal esquerdo, com taxas de frames médios de 63,10 frames/s, e seis medidas
foram obtidas em duas imagens diferentes (trés para cada imagem) no final da sistole, e, em
seguida, a média foi obtida. Para o estudo, a borda do endocérdio foi marcada manualmente, e,
logo apds, a borda epicardica foi marcada automaticamente pelo software, realizando ajustes
quando necessario. Graficos e curvas das variaveis estudadas foram apresentados pelo software, e
os valores de pico sistélico de St longitudinal e StR longitudinal foram mostrados para as regides

endocardica e epicardica do VD.
2.4. Concentracéo serica de BNP e NO

Apds a puncio venosa o sangue foi depositado em tubos Vacutainer® contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), centrifugado para a separacdo do plasma e conservado a -80°

C até a realizagdo dos testes. A dosagem do peptideo natriurético cerebral (BNP) foi determinado
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pelo método ELISA utilizando kit BNP-32 (porcine) Phoenix Pharmaceutical Inc®. Para obtengdo
do 6xido nitrico (NO) foi utilizado o Kit DINO-250® BioAssay Systems.

2.5. Avaliagdo anatomopatologica

A eutanéasia dos animais foi realizada por meio de uma overdose de Tiopental sédico, sendo
0s pulmdes e coracdo coletados e pesados apds o procedimento. Para a avaliagdo histolégica
amostras de tecido foram fixadas em formol a 10% tamponado com fostato, no pH 7,2, 0,01M.
Apobs a fixacdo o material foi clivado, incluido em parafina, cortado a cinco micrémetros e corado
pela técnica de hematoxilina e eosina (HE). Os cortes foram submetidos a coloragdo histoquimica
pelo Tricromico de Masson para melhor visualizagdo das fibras coldgenas. Todas as analises
foram realizadas por patologista experiente em um estudo cego.

Os fragmentos do coracdo foram coletados do ventriculo direito, enquanto os do pulmao
foram coletados do lobo cranial direito. Os parametros area total, area luminal, didmetro externo
e interno da parede muscular das artérias (12 artérias/pulmao) foram analisadas. Para cada artéria,
a hipertrofia da média foi calculada pela formula: % espessamento da parede = [(espessura da
média x 2)/(diametro externo)] x 100, como sugerido por Falcdo-Pires et al. (2009).

Para identificar células ativas no ciclo celular foi realizada a marcacdo imunohistoquimica
com o anticorpo monoclonal anti-PCNA (Antigeno Nuclear de Células em Proliferacdo — Dako,
USA) na diluicdo de 1:2000, e o kit comercial Dual Link HRP (Dako, USA). A reativacao
antigénica foi realizada mediante irradiacdo em forno de microondas na poténcia maxima por 6
minutos com as laminas imersas em tampao TRIS-EDTA pH 9,0. Como cromdégeno foi utilizado
0 DAB (3,3,-diaminobenzidina) (Dako, USA).

2.6. Andlise estatistica

Com excessdo da analise histopatologica, onde foi empregada estatistica descritiva, 0s
dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). A analise estatistica foi realizada
utilizando o software Graph Pad Prism®-version 5.0. Todos os dados foram testados quanto &
normalidade utilizando-se o teste Shapiro Wilk. As variaveis apresentaram distribuicdo normal e
foram submetidas ao teste de Tukey para comparacédo entre os dias de tratamento e ao teste-t ndo
pareado para comparagdo entre 0s grupos. A repetibilidade (variabilidade interobservador) das

variaveis St e StR foi obtida por meio da anélise de 60% dos animais de cada grupo selecionados
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aleatoriamente, sendo determinada pelo coeficiente de correlacdo intraclasse e seu intervalo de

confianga, por meio do software MedCalc®-version 16.8.

3. RESULTADOS

A eletrocardiografia foi obtida nos 14 suinos e apenas no dia 60 observou-se um aumento
numérico na amplitude da onda T, no intervalo QT e eixo cardiaco com deslocamento para a
esquerda nos animais do grupo placebo em comparacdo com o grupo tratado. As demais
avaliacGes permaneceram dentro dos valores normais para a espécie.

Em relaco a pressdo arterial sistémica sistdlica, todos os valores ficaram dentro do
padrdo de normalidade da espécie. Pode-se observar que o grupo placebo apresentou maior valor
aos 60 dias (p<0,05) se comparado ao grupo tratado (GP 97,57A + 13,36 e GT 87,14 + 10,45B)

Na Tabela 1 estdo dispostos os dados obtidos por meio da ecocardiografia convencional.
Néo foram observadas diferencas estatisticas entre GP e GT no dia 0. No GP a relagdo AP:Ao foi
maior (p=0,025; p=0,035) e a relacdo TA:TE do fluxo pulmonar menor (p=0,01; p=0,03) nos
dias 30 e 60 em contraste com o grupo tratado, que apresentou uma reducéo ao 60 dias. O IPM do
VD foi significativamente maior no GP aos 60 dias.

Foi observada reducdo da velocidade e pressao sistolica do fluxo pulmonar aos 60 dias no
grupo tratado, embora os valores estivessem dentro do padrdo de normalidade. Em relacéo ao
fluxo da valva tricispide, nos animais do grupo placebo houve uma elevacdo na velocidade e
pressdo da onda A e reducéo da relacdo E:A. Com relacdo ao TA:TE foi observada uma reducao
no GT aos 60 dias.

Tabela 1. Valores referentes a ecocardiografia convencional de suinos com HAP tratados e nao

tratados com Ang—(1-7) ap6s indugdo por monocrotalina.

Dia 0 Dia 30 Dia 60
VARIAVEL GP GT GP GT GP GT

Pul (m/s) 076007 0,75+005A 076+010 0,78+007AB  0,71+006  0,69+0,08 B
Pul (mmHg)  2,30+044 227+030A 236069 247+045AB 207+034  1,90+044B
TricE(m/s)  0,70£0,09 062+004  0,63%0,10 0,67 0,15 0,63 0,08 0,69+ 0,11

TricE (mmHg) 1,98+047 156+0,20 1,60 0,51 1,86 0,81 1,61+ 0,36 1,96 % 0,60
TricA(m/s) 054+011A 055+009 063+010B  062+014  075%017C  0,63%0,12
Tric A(mmHg) 120+046A 126+042 163+050A  153+063  239+103B  1,63+061
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E/A (m/s) 134+031A 115+0,18 103+0,32B 1,15+ 0,45 09+033C 1,12+0,23
IPM 0,22+0,02A 0,21+003A 029+003B 0,29+0,03B 0,30+0,02aB 0,27 0,05 bAB
AP:Ao 098+001A 098+001A 1,16+0,09aB 108+0,05bB 122+011aB 1,06+0,03bB
Pul TA:TE 0,29+0,01 0,29+0,00A 0,26+0,03a 0,28+001bAB 026+003a 0,27+0,01aB

GP, grupo placebo; GT, grupo tratado; Pul, pulmonar; Tric, tricispide; E, onda E; A, onda A; IPM,
indice de performance miocéardica; AP, artéria pulmonar; Ao, aorta; TA, tempo de aceleracdo; TE, tempo
de ejecdo. ABab Médias seguidas por diferentes letras mailsculas na coluna e minusculas na linha
diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

Na Tabela 2 estéo dispostos os dados obtidos para as variaveis St e StR. Com relacdo ao St
pode-se observar que, para o grupo tratado com Ang—(1-7), quanto aos dias de tratamento, nao
houve diferenca. Entretanto, para o grupo placebo, houve reducdo da taxa de deformacao
miocardica. Na comparacdo entre 0s grupos, ndo houve diferenca no DO. Aos 30 e 60 dias 0s
animais do grupo placebo apresentaram menor deformacdo miocardica comparado ao grupo
tratado.

Com relacdo ao StR, pode-se observar que, para o grupo placebo, houve uma reducéo
significativa da taxa de deformagéo. Quanto ao grupo tratado com Ang-(1-7), os valores obtidos
aos 30 e 60 dias de tratamento ndo diferiram (P>0,05) do dia zero. Na comparacdo entre 0s
grupos ndo houve diferenca quanto ao dia 0 e 30. Para o dia 60, foi observada diferenca com
reducdo da deformacdo endocéardica (St p=0,037; StR p=0,023) e global (St p=0,034; StR
p=0,036) no grupo placebo.

Tabela 2. Valores referentes a Strain longitudinal e Strain rate longitudinal do ventriculo direito

de suinos com HAP tratados e ndo tratados com Ang — (1-7).

Dia0 Dia 30 Dia 60

VARIAVEL GP GT GP GT GP GT

Strain longitudinal (%)

St endo 24,64 +313A 2512+1724 19,41+ 3,24 B 22,03£3,70 17,25+3/43aB 23,68+8,00b
St epi 23,70£3,80 2196+141 2197+419a 26,76 4,24 b 17,49 £ 5,03 23,80 £ 8,09
St global 2417+305A 2354109 20,79+263aAB 2440+358b 17,37+x287aB 2371x787hb

Strain rate longitudinal (m/s)

StR endo 263+032A  2,32%0,27 2,10+0,31B 1,94 £ 0,65 145+0,34aC 205%0,63b
StR epi 245+045A  2,09+0,30 2,26+0,21 AB 2,25+0,94 1,49+041B 2,00£0,79
StR global 254+035A  2,20+0,26 2,19+0,24 A 2,10+0,75 147+0,28aB 202x0,69b

GP, grupo placebo; GT, grupo tratado; St, strain; StR, strain rate; Endo, endocérdico; Epi, epicardico.
ABab Médias seguidas por diferentes letras maitsculas na coluna e minGsculas na linha diferem entre si
pelo teste Tukey (P < 0,05).
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A avaliacdo da repetibilidade demonstrou excelente correlagdo entre as variaveis
ecocardiograficas St longitudinal epicardico, St longitudinal global, StR longitudinal
endocérdico, StR longitudinal epicardico, StR longitudinal global; e satisfatoria a boa entre St
longitudinal endocérdico. Entretanto o intervalo de confiancga (IC) foi amplo (Tabela 3).

Tabela 3 Variabilidade interobservador analisadas em 60% dos suinos (n=8) com Hipertensdo

arterial pulmonar induzida por monocrotalina selecionados aleatoriamente.

CCl* IC (95%)
St Long Endo 0,7249 0,3298 20,8878
St Long Epi 0,7709 0,4354 20,9071
St Long Global 0,7671 0,4415 a 0,9044
StR Long Endo 0,7706 0,4275 a 0,9074
StR Long Epi 0,7692 0,4319 a 0,9063
StR Long Global 0,7777 0,4664 a 0,9088

CClI, Coeficiente de correlacdo Intraclasse; 1C (95%), intervalo de confianca a 95%; St, strain; StR,
strain rate; Endo, endocardico; Epi, epicardico; Long, longitudinal.
*>0,75, excelente; 0,4 > e < 0,75, satisfatorio a bom; < 0,4, baixo (FLEISS, 1981).

As concentracdes séricas de BNP e NO estdo representadas na figura 1. Ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos e dias de tratamento para 0 BNP, embora pode-se observar
uma tendéncia clinica para aumento dos valores no grupo placebo. Com relagcdo ao NO observou-

se valores significativamente maiores no GT, em comparacdo ao GP, nos dias 30 e 60.
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Figura 1 Hipertensdo arterial pulmonar induzida por monocrotalina em suinos. A: concentracdo
sérica de peptideo natriuratico cerebral (BNP). B: concentragdo sérica de dxido nitrico
(NO).
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Com relacdo a avaliacdo anatomopatolégica, ndo houve diferengas do peso dos pulmdes e
coracdo entre os animais dos grupos tratado e placebo.

As alteracGes pulmonares foram encontradas de forma aleatoria em diferentes regides dos
lobos pulmonares. Nos animais tratados foram observadas areas com discreto a moderado
espessamento de septo por congestdo e material eosinofilico (fibrina) no intersticio. J& nos
animais do grupo placebo, foi possivel observar areas com moderado a acentuado espessamento
com material eosinofilico (necrose fibrinoide) e infiltrado inflamatoério perivascular mononuclear
moderado, artérias e arteriolas com moderado aumento de volume de células endoteliais que se
projetam para a luz do vaso e moderada vacuolizagdo nuclear das células da camada média, assim
como vasculite, principalmente na camada adventicia, levando & dissociacéo das fibras (figura 2).
Na coloracgdo tricrémico de Masson, observou-se um aumento de tecido conjuntivo na camada
média em alguns animais do grupo placebo. Além disso, observou-se imunohistoquimica com
marcagdo positiva em células das camadas média e endotelial, e a coloracdo de tricrdmico de
Masson demonstrou a descontinuidade da camada média, bem como seu espessamento devido ao

aumento do numero de fibras colagenas nessa camada.

Figura 2 Hipertensdo arterial pulmonar induzida por monocrotalina em suinos. A: suino sem
alteracdo vascular. B: Suino 4 do grupo placebo apresentando acentuado
remodelamento. C: suino 1 do grupo tratado com moderado remodelamento
vascular H.E. Obj. 100x.

Na avaliacdo microscopica do coracdo, dois dos sete animais tratados apresentaram lesdes
discretas de espessamento de fibras cardiacas e megalocitose dos cardiomidcitos, e apenas em um
deles havia um foco de necrose de miofibrila associado a infiltrado mononuclear discreto. Na
coloragdo de tricromico de Masson, ndo houve diferenca em relacdo aos grupos, e na
imunohistoquimica ocorreu marcacdo em um numero moderado de nucleo dos cardiomidcitos de

apenas um animal do grupo placebo.
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4. DISCUSSAO

Este estudo demonstra resultados favoraveis da administracdo de Ang—(1-7) em suinos
com HAP induzida por monocrotalina. Os animais do GT apresentaram lesbes histoldgicas
menos acentuadas, melhores indices ecocardiograficos e maior concentracdo sérica de NO
quando comparados ao GP. Estudos anteriores demonstraram que a Ang—(1-7) inibiu o
remodelamento vascular e a HAP em roedores [20], no entanto, ndo foram observados trabalhos
com a administracdo da Ang—(1-7) em modelo experimental suino.

A inducdo da HAP por monocrotalina foi efetiva, sendo comprovada pelas alteracdes
vasculares observadas na histopatologia [21]. Entretanto, a elevacdo da pressdo na artéria
pulmonar e as alteraces na concentracao de BNP ndo foram observadas devido ao curto periodo
entre a inducdo da lesdo e a eutanasia dos animais, embora 0 BNP tenha demonstrado tendéncia
de melhora no GT. O BNP é liberado pelo VD em resposta a elevacdo da pressdo ou sobrecarga
cardiaca [22], o que ocorreu de forma discreta mesmo no grupo placebo, devido ao fato de néo ter
havido doenca cronica e aumento acentuado da pressao ventricular direita.

Os animais deste estudo ndo apresentaram quaisquer sinais de doenca ou alteragdo no
exame fisico diario, fato ja esperado pois a HAP é uma doenca assintomatica nas fases iniciais, o
que a torna insidiosa e grave, sendo de dificil diagndstico por ndo apresentar sinais clinicos até
uma fase ja tardia e com grande comprometimento da fun¢&o cardiorrespiratoria [2].

As alteracdes eletrocardiograficas observadas nos animais do GP aos 60 dias sugerem
uma lesdo miocéardica induzida pela monocrotalina. A auséncia de alteracdes no ECG dos
animais do GT pode estrar associada a protecdo miocardica e aos efeitos antiarritmicos [24]
previamente atribuidos a Ang-(1-7).

Estudos com cdes demonstraram que a avaliacdo ecocardiografica da regurgitacdo
tricuspide e pulmonar apresenta limitagdes para predizer a HAP [26], desta forma, novos indices
ecocardiograficos indiretos tem sido propostos para o diagndstico preditivo da HAP, incluindo
AP:Ao0, IPM e o TA:TE [27], que foram empregados no presente estudo e indicaram efetividade e
precocidade no diagndstico de alteracGes relacionadas a HAP nos suinos. A elevacdo da relagdo
AP: Ao indica a dilatagdo da artéria pulmonar, fato observado nos animais do grupo placebo,
cujos valores foram estatisticamente superiores aos do grupo tratado. Em relacdo ao IPM que

apresentou valores mais elevados no grupo placebo, indica reducdo do desempenho miocéardico
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global, fornecendo suporte para o diagnéstico de HAP [10,19]. O tempo de aceleracdo (TA) é
encurtado em pacientes com HAP e a relacdo de TA:TE consequentemente diminuida [19], o que
de fato ocorreu no grupo placebo. A observacdo de melhores indices ecocardiograficos nos
animais do GT pode ser explicada pela menor gravidade das lesGes pulmonares nesse grupo,
devido &s diversas acOes benéficas da Ang—(1-7) sobre a funcdo cardiaca [24]. Dessa forma, a
determinacdo de métodos de diagndsticos precoces e ndo-invasivos como estes empregados no
estudo se reveste de importancia.

Com relacdo as variaveis St e StR longitudinais do VD, o grupo tratado com Ang-(1-7)
apresentou valores superiores ao grupo placebo ao final de 60 dias. Esse resultado indica melhora
na funcdo do miocardio e pode ser atribuido aos efeitos do farmaco, que incluem a protecéo
miocardica, a inibicdo do remodelamento cardiaco patoldgico e o efeito inotropico positivo [24].
Estudos anteriores com ratos demonstraram que a Ang-(1-7) retarda a hipertrofia cardiaca por
meio da reducdo da deposi¢do de coldgeno no miocérdio, tornando a contratilidade miocéardica
mais eficiente [28]. Postula-se que o mesmo tenha ocorrido nos suinos deste estudo.

O grupo placebo, por sua vez, apresentou menor St e StR quando comparado ao grupo
tratado. Esse fato pode ser explicado pela maior gravidade das lesdes pulmonares nesse grupo,
culminando no aumento da deposi¢cdo de coldgeno no VD com incremento correspondente na
largura e continuidade dos componentes fibrilares da matriz extracelular podendo alterar a
deformacdo e contracdo cardiaca [29]. A reducdo da deformacdo endocardica observada no
mesmo grupo indicam que a lesdo iniciou no endocardio. Estudos em humanos demonstraram
que a funcdo endocardica foi mais significativa na avaliacdo de pacientes com doenca
coronariana, quando comparada a avaliacdo epicardica [30].

As variaveis St e StR tiveram baixa variabilidade interobservador, apesar de
apresentarem um amplo IC. O amplo IC sugere falta de precisdo dos resultados, sendo um erro de
medida provavelmente relativo ao nimero da amostra [31]. Assim, para se ter maior confianga na
avaliagéo interobservador de St e StR, seria necessario um maior numero de observagdes.

A concentracdo sérica de 6xido nitrico foi maior no GT quando comparado ao GP ap0os
o inicio do tratamento. Estudos anteriores demonstraram que a a¢do vasodilatadora da Ang-(1-7)
ocorre pela interacdo do peptideo com o receptor Mas acoplado a proteina G, liberando NO e
prostaglandinas [15,25]. A ativacdo desses receptores no endotélio vascular resulta na
fosforilagdo da dxido nitrico sintetase (eNOS) e producdo de NO que, por sua vez, ativa a
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Guanilato ciclase induzindo a vasodilatagdo [14]. Postula-se que esta interagéo tenha ocorrido nos
suinos deste estudo.

O GP apresentou pressao arterial sistémica superior ao grupo ang—(1-7). Este resultado
pode ser atribuido ao efeito vasodilatador e anti-hipertensivo da Ang—(1-7) no grupo tratado (fato
reforcado pela maior concentragdo de NO nesse grupo) sendo este efeito amplamente relatado em
outros estudos [15,23,24,25].

Os achados dos exames histopatoldgico, histoquimico e imunohistoquimico reforcam a
ideia de que a acdo benéfica da Ang—(1-7) sobre a HAP ndo estd apenas relacionada ao efeito
vasodilatador desse peptideo, mas também a reducdo da lesdo no 6rgao alvo. Apesar de todos 0s
animais apresentarem lesbes vasculares, os suinos do grupo Ang—(1-7) apresentaram lesbes de
menor gravidade quando comparados ao GP. Esse dado demonstra a acdo direta da Ang—(1-7) na
diminuicdo do remodelamento vascular, reduzindo a neoformacéo da tunica média e a sintese de
coladgeno, como ja demonstrado e ratos [23] e coelhos [17], sendo estes fatores benéficos para o
tratamento da hipertenséo pulmonar.

Assim como relatado em estudos anteriores [33,34] o espessamento das artérias ocorreu
de forma aleatoria. Esse fato também ocorreu no presente trabalho. Entretanto, pela analise
histopatoldgica, 0 nimero de vasos afetados e 0 grau de comprometimento aparenta ser maior nos
animais do grupo placebo, afetando mais acentuadamente determinados individuos desse grupo.

Na histoquimica por tricrbmico de Masson, em alguns animais do grupo placebo, foi
observado um aumento de tecido conjuntivo na camada média. Esse achado sugere que 0
espessamento do vaso ocorre tanto pela deposicdo de tecido conjuntivo como pela hipertrofia das
células musculares, sejam elas em divisdo ou na tentativa de divisdo de toda a camada do vaso,
principalmente média e endotelial, uma vez que algumas células foram marcadas pela

imunohistoquimica.

5. CONCLUSAO

Em conclusdo, os achados obtidos neste estudo demonstram a efetividade e o potencial
terapéutico da Ang—(1-7) no controle da HAP induzida por monocrotalina em suinos. O peptideo
é promissor em reduzir a proliferacdo celular e os danos cardiacos. Conclui-se ainda que a

ecocardiografia FTI-2D e os indices AP:Ao, IPM e TA:TE possibilitam o diagnostico precoce
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das alteracOes cardiacas decorrentes da afeccdo, podendo ser incluidos nos exames diagnosticos
de rotina.
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