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1. INTRODUCAO

1.1. Planejamento e desenvolvimento de derivados N-acilidrazénicos

Ha alguns anos, o Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias
Bioativas da Universidade Federal do Rio de Janeiro (LASSBio-UFRJ) apresenta
como principal meta o planejamento, a sintese e a avaliagdo das propriedades
farmacoldgicas de novos derivados N-acilidrazénicos (NAH) bioativos (BARREIRO,
2002). Foram identificados inUmeros compostos com promissoras propriedades
antiinflamatdria, antitrombética e analgésica (LIMA et al., 2000). O emprego da
estratégia de  simplificacdo  molecular (figura 1) sobre  derivados
diidro(2H)piridazinénicos (importantes inibidores de fosfodiesterases), representado
pela simples ruptura da ligacdo a, permitiu ser identificada a funcdo NAH,
anteriormente mascarada nos derivados diidro(2H)piridazinonicos.

0 simplificagio 0
molecular ik
H ~H
N7 . N
I > '!l
N -
a (ruptura da Z
Y ligacao a) El

2H-piridazinona -
P N=acilidrazona

Figura 1: Esquema representativo da estratégia de simplificacdo molecular utilizada
para romper a ligacdo a dos derivados 2H-piridazinénicos obtendo-se como produto
um derivado que apresentou a funcdo NAH, antes mascarada. Adaptado de
BARREIRO (2002).

A aplicagdo desta técnica de simplificacdo molecular sobre os inibidores de
fosfodiesterases (PDE), que possuem importante propriedade inotropica positiva,
permitiu 0 reconhecimento da similaridade molecular existente entre estes e 0s
derivados N-acilidrazénicos, o que estimulou o grupo do LASSBio a planejar novos
derivados NAH (1) (figura 2) (BARREIRO, et al., 2002).
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Figura 2: Esquema representativo da sintese de novos derivados N-acilidrazbnicos
pelo LASSBio-UFRJ. Adaptado de BARREIRO (2002).

A génese da nova série de derivados NAH (1) fundamentou-se na inclusédo de
uma unidade aromatica b na funcdo acila, eliminando-se o carbono estereogénico
C-5, presente em derivados (2H)-piridazindnicos ativos (figura 2).

A natureza da subunidade estrutural b inserida nos novos derivados NAH (1)
inspirou-se na molécula do safrol (2), um produto natural brasileiro obtido do 6leo de
sassafras (Ocotea pretiosa) e amplamente estudado no LASSBio como matéria-
prima para a sintese de compostos bioativos (BARREIRO, 2002).

Uma vez sintetizados, os novos derivados NAH foram testados em ensaios
farmacoldgicos para avaliagdo do efeito cardiotbnico. Dentre 0s novos compostos
sintetizados foi identificado a substancia LASSBio-1824 (figura 3) como um novo
inibidor de MAPK p38a, e assim um promissor protétipo anti-inflamatorio.
(ROSANA, 2017).
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Figura 3: Estrutura quimica do novo derivado NAH LASSBIi0-1824.



A avaliacdo do mecanismo de acdo para este composto mostrou que, além de
uma acédo anti-proliferativa, LASSBIi0-1824 reduziu a produgdo de TNF-a in vivo.
(ROSANA, 2017).



1.2 Hipertens&@o Pulmonar

A HP é uma doenca das artérias pulmonares caracterizada por proliferacao
vascular e remodelamento da paredes desses vasos, resultando em um aumento
progressivo da resisténcia vascular pulmonar e consequentemente na faléncia do
ventriculo direito (VD) e morte. A HP é definida hemodinamicamente por uma
pressao arterial pulmonar média > 25 mmHg em repouso (Galie et al., 2016).

Essa doenca cardiovascular pode ter origem desconhecida (idiopatica), ou ser
associada a causas secundarias (Galie et al., 2016). As diferencas entre os varios
grupos de classificacbes da HP tem bastante relevancia no que diz respeito ao
prognostico, caracteristicas histologicas e respostas clinicas (Stenmark et al., 2009).
Caracteristicas histoldgicas das diferentes lesdes vasculares nos pulmdes estédo
intimamente ligadas a fisiopatologia da HP e também a elucidacdo de quais alvos
podem ser promissores para estratégias terapéuticas futuras.

Embora todas as formas de HP possam contribuir para a alta morbidade e
mortalidade entre os pacientes, a hipertenséo arterial pulmonar (HAP) € a forma da
doenca particularmente mais severa, progressiva e com maiores chances de levar a
insuficiéncia ventricular direita (Chin et al.,, 2005; Hemnes e Champion, 2008;
Humbert, 2009). Assim, quando um paciente é diagnosticado com HAP, a sua
avaliacdo deve incluir uma série de parametros clinicos definidos, os quais se
estendem a varias elevacgfes significativas nas pressfes arteriais pulmonares. Por
exemplo, doencas da vasculatura pulmonar caracterizadas como HAP compartilham
caracteristicas comuns, tais como hipertensdo pré-capilar pulmonar, arteriopatia
pulmonar hipertensiva (usualmente com lesdes endoteliais plexiformes), evolucéo
clinica lenta (meses ou anos), com estagio crénico alcancado ao longo de anos e
caracterizado por deterioracdo progressiva do sistema cardiopulmonar (Stenmark et
al., 2009). Além disso, pacientes com HAP frequentemente demonstram respostas
similares as terapias atuais disponiveis na clinica (antagonistas da endotelina,
inibidores da fosfodiesterase 5, prostandides e estimuladores da guanilil ciclase
soluvel). Entretanto, esses pacientes também exibem diferencas relevantes, por
exemplo, no que diz respeito a etiologia em casos de HAP associada a doenca
pulmonar veno-oclusiva e a doenca cardiaca congénita (Stenmark et al., 2009).

A patogénese da resisténcia aumentada nos pré-capilares pulmonares em

pacientes com HAP €& geralmente atribuida aos efeitos combinados entre a



vasoconstriccdo persistente, remodelamento das paredes de artérias pulmonares e
trombose in situ (Galie et al., 2016; Rabinovitch, 2007; Chan e Loscalzo, 2008). O
que parece distinguir a HAP de outras formas de HP é a severidade da arteriopatia.
Embora todas as formas de HP apresentem alteracbes que incluem aumentada
espessura das camadas intima, média e adventicia nas paredes de pequenas
artérias pulmonares, e, indiscutivelmente, perda do volume intravascular, a principal
caracteristica que define o subgrupo HAP € a chamada arteriopatia plexogénica,
uma alteracdo vascular que, em ultima instancia, da origem a lesbes plexiformes
(Stenmark et al., 2009). Os estagios iniciais da HAP s&o histologicamente néo
especificos, com hipertrofia da camada média, espessamento da adventicia e
aparéncia muscular em paredes normalmente ndo-musculares. O avan¢o da
fisiopatologia envolve a formacdo de lesdes plexiformes e fibréticas complexas na
camada neointima, que obstruem as médias e pequenas arteriolas pulmonares,
limitando significativamente o fluxo sanguineo nesses vasos (Chazova et al., 1995;
Meyrick, 2001; Tuder et al., 2007; Stenmark et al., 2009). Por essa razdo, o
diagnéstico de pacientes com HAP nédo deve ser feito em casos nos quais ainda nao
houve avanco para as caracteristicas histopatoldgicas citadas anteriormente. A
figura 6 representa os estagios evolutivos da fisiopatologia da HAP.
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Figura 7: Representacdo esquematica evolutiva da fisiopatologia da hipertenséo
arterial pulmonar. Note que as lesdes plexiformes sdo caracteristicas em um estagio
avancado da doenca.

Embora ainda ndo existam modelos animais de HP com similaridade em
todos os aspectos fisiopatologicos e de severidade da doenca em humanos
(Stenmark et al., 2009), esses modelos dao suporte a ideia de que a HP é iniciada

por varios estimulos e que as mudancas estruturais observadas na vasculatura



pulmonar estéao relacionadas ao tipo de evento desencadeante (Tuder et al., 2013).
Em camundongos, o modelo classico de HP induzida por hipéxia produz a doenca
com alguma variabilidade entre as linhagens de animais (Gomez-Arroyo et al.,
2012). O desenvolvimento de HP esta associado com varios graus de
muscularizacdo das pequenas arteriolas pulmonares, que podem variar de leve a
moderada, e isso esta comumente relacionado a hipertrofia e/ou hiperplasia das
células musculares lisas. O espessamento da camada adventicia e a infiltracdo de
células inflamatérias nessa regido também séo descritos. Essas mudancas
vasculares em pacientes com HP sdo de fato mais leves e menos robustas do que
acontece em modelos animais da doenca e refletem em diferengcas sobre um nivel
de expressédo génica (Hoshikawa et al., 2003). Novos modelos em camundongos
tem explorado essas alteracdes genéticas de forma mais especifica. Por exemplo,
camundongos que sdo mutantes para o gene do BMPR2 (bone morphogenetic
protein receptor type 2), que apresenta mutacdes em quase todas as formas de HP
em humanos até o momento (Soubrier et al., 2013), desenvolvem HP quando
submetidos a hipoxia (West et al.,, 2004). Todavia, ainda que exista beneficios
através da modificacdo genética como ferramenta, a similaridade com o que ocorre
em humanos ainda néo consegue ser totalmente reproduzida.

Os modelos animais de HP mais comumente usados sdo o de hipoxia crénica
e o de HP induzida pelo alcaloide mitogénico monocrotalina (MCT). Esses modelos
vem sendo usados h& décadas e tem, sem duvida, contribuido para o melhor

entendimento do processo hipertensivo pulmonar.

1.2.2 Modelo de HP Induzida por Monocrotalina

A MCT é um alcaloide presente na planta Crotalaria spectabilis. A
administracdo de MCT resulta no desenvolvimento progressivo de HP em varias
espécies de animais e foi descrito primeiramente apos a administracdo oral repetida
em ratos de laboratorio ha mais de 40 anos atras (Kay et al., 1967). Sabe-se que a
MCT leva a injuria vascular. Particularmente em ratos, o modelo de MCT é
atualmente desenvolvido através da injecdo parenteral desse alcaloide em solucéo,
fazendo desse protocolo um método simples e viavel para um grande espectro de
investigacbes. A espécie atualmente mais usada no modelo de MCT é o rato.

Apesar de o exato mecanismo pelo qual a MCT induz a HP ser desconhecido,
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sugere-se que ela pode causar injuria endotelial direta que desencadeia o
desenvolvimento e progressdo de HP severa e eventualmente letal (Jasmin et al.,
2001). Outros pesquisadores sugerem que 0 aumento da presséao arterial pulmonar
e remodelamento vascular sdo causados pelo acumulo intenso de células
inflamatorias na camada adventicia nos pequenos vasos (Wilson, D. W. et al., 1989).
Essas modificagbes ocorrem em artérias e veias e precedem as evidéncias de
hipertrofia do musculo liso na camada média. Assim, a inflamacdo da adventicia,
particularmente o acumulo de macréfagos, € sugerido por alguns estudos como
tendo mais efeitos importantes na patogénese da HP do que as células endoteliais
(Stenmark et al., 2009).

Apesar da sucinta similaridade do modelo de HP induzida por MCT, no que
diz respeito a fisiopatologia em nivel de vasos pulmonares com o0 que ocorre na
clinica em humanos, a injecdo da MCT induz significante hipertrofia e disfuncédo do
ventriculo direito, principais determinantes de sobrevida em pacientes com todas as
formas de HP, tornando esse modelo importante para avaliacdo de novas
estratégias que possam promover a cardioprotecdo em animais. Apos altas doses
de MCT i.p. em ratos, a pressdo sistolica do ventriculo direito pode aumentar
significativamente e esta associada com baixa taxa de sobrevivéncia (~35%) 28 dias
apos a administracdo desse alcaloide (Roth et al., 1981; Jasmin et al., 2001; Zapata-
Sudo et al., 2012; Alencar et al., 2013; Alencar et al., 2014; Alencar et al., 2017).

1.2.3 Sugen 5416/hipdéxia: um modelo de HAP

Taraseviciene-Stewart e colaboradores (Taraseviciene-Stewart et al., 2001)
desenvolveram um modelo de HAP severa que reproduz, de forma mais aproximada
ao que ocorre em humanos, 0s mecanismos etiologicos envolvidos na
hiperproliferagdo das células endoteliais que caracterizam as lesdes plexiformes.
Baseados no conceito de que o VEGF é um importante fator para a manutencéo e
diferenciacdo das células endoteliais, esses investigadores desenharam
experimentos para inibir a sinalizagdo desse mediador vascular em ratos expostos a
normoéxia ou hipoxia cronica. Eles mostraram que o antagonista do receptor de
VEGF, Sugen 5416 (SU-5416), causou leve HP e remodelamento vascular pulmonar

em ratos submetidos a normoéxia, mas um severa e irreversivel HP associada a

proliferacdo predominantemente pré-capilar das células endoteliais em ratos
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submetidos a hipoxia cronica. Eles apresentaram evidéncias que os ratos tratados
com o SU-5416 também tinham proliferacdo de células musculares lisas, indicando
que os receptores de VEGF das células endoteliais podem regular o crescimento
das células musculares lisas pulmonares. Devido ao fato desses pesquisadores
terem mostrado que o bloqueio do receptor de VEGF pode causar também apoptose
de células endoteliais, e que em condi¢cbes de hipoxia desencadeou a proliferacéo
de células endoteliais no lumen dos pequenos vasos, eles especularam que a
hipdxia cronica, per si, e/ou a vasoconstriccdo excessiva estimularam a proliferacéo
de uma linhagem de células endoteliais resistentes a apoptose.

Interessantemente, foi visto que a hipoxia cronica, juntamente ao bloqueio do
receptor VEGF, causaram severa e persistente HP, mesmo apds os animais terem
sido removidos dos estimulos hipoxicos, algo que ndo acontece no modelo de
hipodxia cronica sozinha, na qual os animais deixam de apresentar as caracteristicas
fisiopatolégicas da HP com o passar do tempo. A persisténcia e progressdo da
doenca vascular pulmonar e da insuficiéncia ventricular direita com morte de alguns,
mas ndo de todos os animais €, de alguma maneira similar, embora obviamente
diferente em seu curso temporal, a progressdo das desordens hipertensivas
pulmonares em humanos (Stenmark et al., 2009). Uma das vantagens mais
importantes desse modelo, € que a injecdo de SU-5416 afeta apenas 0s receptores
presentes nas células endoteliais pulmonares e ndo em outros 6rgdos (Burke et al.,
2009).

Nao houve aparecimento de infiltrado perivascular de mondcitos e
macréfagos neste modelo. Esse fato € importante de ser comparado com o que
acontece no modelo de hipoxia cronica sozinha, o qual mostrou claramente causar
ambos os infiltrados e um influxo persistente de células mononucleares dentro das
paredes de artérias pulmonares (Burke et al., 2009). Devido a severidade do modelo
SU-5416, formacdo de lesdes na camada intima e a natureza progressiva da
fisiopatologia da doenca em roedores, essa técnica experimental tem sido
atualmente a mais usada para o estudo de novas terapias para o tratamento da HAP
(Stenmark et al., 2009).

Concluindo, apesar de ainda existirem controvérsias acerca dos modelos
experimentais de HP e HAP relacionadas a similaridade com o que ocorre em
humanos, o que deve ser preconizado na avaliacdo de novos candidatos a farmacos

para o tratamento dessas condicdes € a avaliacdo das substancias em diferentes
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protocolos. De acordo com a viabilidade dos modelos SU-5416/hipdxia - por induzir
lesBes pulmonares e insuficiéncia cardiaca que melhor reproduzem o cenario clinico
- e MCT - que apesar de promover hipertensdo em vasta gama de vasos
pulmonares, inflamacédo e ter efeitos sistémicos toxicos, ainda assim promove
intensa insuficiéncia ventricular direita - ambos representam uma boa opcao para

comparacao de potenciais farmacol6gicos de novos candidatos a farmacos.
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1.3 Justificativa

Atualmente, ndo existe cura para a HP e ha pouca evidéncia dos beneficios
advindos dos tratamentos disponiveis para progressdao da mesma. As terapias
medicamentosas mais usadas na atualidade langam mé&o da administracdo de
anticoagulantes para as alteragBes trombdticas, diuréticos (quando ha insuficiéncia
cardiaca direita), oxigenioterapia com uso de aparelho adequado, bloqueadores de
canais de célcio (aumentam a sobrevida dos pacientes que respondem ao
tratamento, mas estes representam menos de 10% das pessoas com HP) (Galie et
al., 2016).

Assim também, analogos da prostaciclina sdo bastante utilizados, porém
apresentam varias complicacbes devido a administracdo intravenosa, inalatéria ou
subcutanea. O Unico analogo que pode ser administrado por via oral possui meia-
vida de 35-40 minutos e ndo tém apresentado bons resultados clinicos (Galie et al.,
2016).

Antagonistas de receptores de endotelina tem sido bastante utilizados, ja que
foi observado que pacientes com HP possuem niveis elevados do agonista
enddgeno, sendo um potente vasoconstritor produzido pelas células endoteliais. No
entanto, alguns destes farmacos provocam altera¢des hepaticas, como aumento dos
niveis de aminotransferase e hepatite aguda, necessitando de continuo
monitoramento da funcdo hepética dos pacientes.

Assim, é interessante que se busque novas abordagens terapéuticas, para
melhorar a condi¢éo dos portadores dessa doenca.

Um dos mecanismos de sinalizacao celular envolvidos na fisiopatologia da
doenca ¢é a via de MAPK p38a. MAPKs sao uma familia de proteinas intracelulares
ativadas por fosforilagdo, e uma delas é a MAPK p38a. Essas quinases sao ativadas
via receptor de membrana do tipo tirosina quinase, ativados por meio de citocinas
inflamatorias, fatores de crescimento, estresse celular, assim como hipoxia, esses
receptores de membrana se autofosforilam e desencadeiam uma cascata de
fosforilagao até chegar a MAPK p38a, que é translocada para o nucleo onde ativa
fatores de transcricdo que controlam a expressdo de enzimas envolvidas na
inflamacéo, proliferacéo celular, apoptose.

Sabe-se que a ativacdo de p38a exerce um papel essencial na producao de
citocinas proinflamatorias (IL1b, TNF-alfa, IL-6). (ZARUBIN, 2005). Assim como na
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diferenciacéo celular e proliferacdo em artérias. (SHUANGQUAN, 2016). Eventos
celulares envolvidos fortemente na fisiopatologia da doenca.

CHURCH e colaboradores, 2015, por meio de coloracao imuno-histoquimica
de seccdes de pulmdes de pacientes com HAP que sofreram transplante pulmonar,
mostraram aumento da expressao de MAPK p38a fosforilada em comparagdo com
pulmdes controle. Isso foi visto em todas as camadas das paredes dos vasos. Além
disso, nas ledes plexiformes identificadas, houve forte coloracao para p38 MAPK em
células ao redor dos canais vasculares tanto no citosol quanto no nucleo.

Assim, este trabalho tem como objetivo estudar as a¢cdes de um novo inibidor
de MAPK p38a no remodelamento vascular e cardiaco, ambos resultantes da HAP
induzida por monocrotalina ou hipoxia/SUGEN em ratos, fornecendo,
subsequentemente, dados adicionais a literatura, acerca da identificacdo dessa via

como alvo promissor para o tratamento da HAP.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
o Avaliacdo farmacolégica de um novo inibidor de MAPK p38a, LASSBio-1824,
na hipertensdo arterial pulmonar induzida por monocrotalina ou
hip6xia/SUGEN em ratos.
2.2. Objetivos Especificos

o Avaliar o efeito de LASSBIi0-1824 na funcao vascular pulmonar;

o Parametros hemodinamicos em ratos com HAP tratados ou ndo com
LASSBIi0-1824;

o Alteracdes histopatologicas de artérias pulmonares e cardiacas apos o
tratamento com veiculo e LASSBi0-1824;

o Investigar acdo de LASSBIi0-1824 na via de sinalizagdo MAPK-p38;

o Avaliar a intolerdncia ao exercicio em animais tratados ou ndo com
LASSBIi0-1824;

o Avaliar a via de sinalizagdo MAPK p38a, apos inibicdo com LASSBio-
1824, por meio da técnica de western blot;

o Investigar a inflamacao e estresse oxidativo no modelo de hipdxia-SUGEN;

o Avaliar a expresséo de proteinas relacionadas ao remodelamento vascular
e cardiaco por técnicas de imunoeletroforese e imunohistoquimica;

o Avaliar o efeito cardioprotetor em cardiomiécitos isolados de ventriculo
direito através de medidas de estresse oxidativoe da integridade

mitocondrial por citometria de fluxo.
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3. MATERIAIS E METODOS

Todos os protocolos experimentais utilizados neste trabalho foram aprovados
pelo Comité de Etica e Uso de Animais de Experimentacdo do Centro de Ciéncias
da Saude (CEUA-CCS) da UFRJ, sob protocolo nimero 106/16. Os animais
provindos do Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFRJ (ICB-UFRJ)
foram mantidos em sala com temperatura (25°C) e umidade (50-60%) controladas,
em um ciclo de 12h/12h, claro/escuro. Agua e racdo foram disponibilizadas sem
restricao.

3.1 SUBSTANCIAS UTILIZADAS

O derivado N-acilidrazbnico LASSBIi0-1824 utilizado neste trabalho foi
gentilmente cedidos pelo Prof. Eliezer J. Barreiro, coordenador do LASSBIo, Instituto
de Ciéncias Biomédicas, UFRJ. Esses derivados serdo dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO). A concentracdo do DMSO nas cubas experimentais nao
ultrapassou 0.6% (v/v) e a administracéo por via oral ndo ultrapassou 200 uL por
animal, ndo produzindo, assim, nenhum efeito significativo nos parametros
avaliados. Fenilefrina e acetilcolina e foram adquiridos na Sigma Chemical Co.

(USA) e dissolvidos em agua.

3.2 AVALIACAO FARMACOLOGICA DOS DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS EM
PREPARACOES DE MUSCULO LISO ARTERIAL

3.2.1 Registro de tensdo isométrica em artéria pulmonar isolada de rato

Este protocolo sera executado de acordo com o que ja foi publicado por
(Alencar et al.,, 2014; Alencar et al., 2017). Ratos Wistar (220 - 300 g) serao
eutanasiados por deslocamento cervical sob anestesia geral com éter etilico. A
regido adjacente ao VD da artéria pulmonar sera rapidamente retirada e transferida
para uma pequena cuba contendo solugcdo Tyrode modificada, constituida de (mM):
NaCl, 123; KCI, 4,7; MgCl,, 1,2; KH,PO,, 1,2; dextrose, 11,5; NaHCO3, 15,5; CaCl,,

1,2. Cada anel, possuindo em média 2-3 mm de comprimento, sera posicionado em
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duas hastes experimentais (uma fixa e outra mével) dentro das cubas verticais
preenchidas com 20 mL de solugdo Tyrode modificada, continuamente oxigenada
com mistura carbogénica (95% 0,/5% CO,), e mantida a 37°C (Figura 16). Uma das
extremidades do tecido é conectada a um transdutor de forca (Grass FT 03, USA)
para o registro de tenséo isométrica. Os sinais gerados serdo digitalizados (Digidata
1322, USA) e armazenados em computador para andlise através do programa
Axoscope (Axon Instruments, Inc, USA).

Apos o periodo de estabilizacdo da preparacéo (2 horas com lavagens a cada
intervalo de 30 minutos), a contracdo do musculo liso vascular sera induzida com a
adicdo de 10 uM de fenilefrina (agonista a; adrenérgico - produz contracdo do
musculo liso vascular pelo aumento do Ca®" intracelular) & cuba. Estabelecido o
platd da contratura, sera adicionada a acetilcolina (agonista muscarinico - promove a
liberacdo de NO das células endoteliais e relaxamento vascular) (10 uM) para que

7

seja determinada a integridade do endotélio vascular. O endotélio é considerado
integro, nas artérias pulmonares, quando o relaxamento induzido pela acetilcolina é
maior que 60%. Todos os experimentos foram realizados com integridade deste
tecido epitelial especializado.

Para investigar o efeito vasodilatador do derivado N-acilidrazénico ele sera
adicionados as cubas experimentais, em concentracdes crescentes (5 x 10°- 5 x10°
“M), ap6s a estabilizacdo da contragdo do vaso, novamente induzida com 10 pM de
fenilefrina.

Digidata 1322, USA

Sinais armazenados em I ———

. e % % 2 9 9
um computador | < : 23233
o 8l® o v ajn
uﬂ

\ f Os sinais gerados sdo
digitalizados

Adicio de Fenilefrina, Acetilcolina,
“““Antagonistas ou derivados N-acilidrazdnicos

Solugio nutridora

Mistura de gases
Axoscope® (Axon Instruments, a . “((';g :.}g; e
Inc, USA). b » 2
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Figura 8: Esquema representativo do sistema de aparelhos utilizados para registrar a
tensdo isométrica nas artérias pulmonares.

Para avaliar a reatividade vascular das artérias pulmonares de animais com
HP, estas preparacdes passardo pelo mesmo protocolo descrito anteriormente e
serdo, em seguida, expostas a concentracdes crescentes de fenilefrina (1 nM — 10
MM). Logo apds a estabilizagdo do platd da resposta contrétil obtida com a adi¢cao da
maior concentracao de fenilefrina, serdo adicionadas concentracdes crescentes de
acetilcolina (1 nM — 10 uM) e calculados os valores de relaxamento maximo. As CEsg

serado calculadas para um efeito maximo de 100%.

3.3 MODELO ANIMAL DE HIPERTENSAO PULMONAR INDUZIDA POR
MONOCROTALINA

A HAP sera induzida através da administracdo de MCT, um alcaléide
presente na Crotalaria spectabilis, que produz lesdo endotelial nas artérias
pulmonares (Thomas, 1998). Essa lesdo leva a um remodelamento da parede dos
vasos, maior resisténcia vascular pulmonar, e consequente HAP com hipertrofia
ventricular direita. A MCT serd administrada numa dose Unica de 60 mg/kg i.p nos
ratos Wistar. O tratamento terapéutico com os derivados sera feito durante 14 dias e
tera inicio no 14° dia apdés a injecdo da MCT, periodo necessario para a
estabilizacdo da doenca (esquema 1), de acordo com o que ja foi descrito por
(Alencar et al., 2014; Alencar et al., 2017).

Os grupos experimentais serao os seguintes:

1. Sem administracdo de MCT (grupo controle);

2. com administracdo de MCT + salina (grupo MCT + salina);

3. com administracao de MCT + veiculo (grupo MCT + DMSO);

4. com administracdo de MCT + LASSBio-1824

Os ratos serdo pesados diariamente e as doses ajustadas apropriadamente,

de acordo com as variagdes nos pesos corporais.
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Protocolo terapéutico

Teste de esforgo
e ecocardiografia

Teste de esforco
e ecocardiografia
Teste de esforco | | |
e ecocardiografia | |

| Eutanasia dos
animais

4 A A
Injecdo de Inicio do Término do
l\iIC.T tratamento tratamento
(1° dia) (15° dia) (28° dia)

Esquema 1: Esquema representativo dos protocolos experimentais realizados no
modelo de HP. Monocrotalina (MCT) € administrada em dose Unica i.p. 60 mg/kg
para a indugcdo da HP em ratos. O tratamento terapéutico € iniciado apos 14 dias da
inducado da HAP e finalizado no 28° dia (ALENCAR et al., 2017).

3.3 MODELO ANIMAL DE HIPERTENSAO PULMONAR INDUZIDA POR HIPOXIA
SUGEN-5416

Nesse modelo os animais sdo acondicionados numa camara de hipoxia a
10% de oxigénio por trés semanas. Durante esse periodo uma vez por semana eles
recebem uma injecao via i.p. de Sugen-5416, na dose de 20mg/Kg, os ratos serdo
pesados semanalmente e as doses ajustadas apropriadamente, de acordo com as
variacdes nos pesos corporais. Sugen-5416 é um antagonista do receptor de VEGF.
O bloqueio desse receptor pode causar apoptose de células endoteliais, porém foi
visto que a hipdxia crbnica estimulava a proliferacdo de uma linhagem de células
endoteliais resistentes a apoptose, levando a proliferacdo de células endoteliais no
[limen dos vasos, predominantemente pré-capilar, em ratos submetidos a hipoxia
cronica, causando severa e persistente HAP, mesmo ap0s o0s animais terem sido
removidos dos estimulos hipoxicos.

A persisténcia e progressdo da doenca vascular pulmonar e da insuficiéncia
ventricular direita com morte de alguns, mas ndo de todos os animais €, de alguma
maneira similar, embora obviamente diferente em seu curso temporal, a progressao

das desordens hipertensivas pulmonares em humanos (Stenmark et al., 2009).
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Os grupos experimentais serao os seguintes:
1. Normoxia (grupo controle);

2. Hipdxia Sugen-5416 + salina

3. Hipdxia Sugen-5416 + DMSO

4. Hipdxia Sugen-5416 + LASSBio-1824

Camara de hipoxia Tratamento L-1824
(10% O,) (21% O,)

A

H

14 21 35 (Dias)

—
—rt— ] m—
—

SU-5416 (20 mg/Kg i.p.)

Esquema 2

3.4.1 Teste de esforgo

Para a avaliacdo da intolerancia ao exercicio fisico, realiza-se o teste de
esforco nos ratos. Os animais que nao forem capazes de andar durante
aclimatizacdo serdo excluidos do teste.

Este teste serd executado entre 8 e 11 horas da manha, para evitar a
interferéncia da variacdo da concentracdo de glicogénio do animal que poderia

influenciar nos resultados.

3.4.2 Ecocardiografia transtoracica

A ecocardiograma € um método ndo-invasivo, que possibilita a determinacéo
do volume, massa e fungdo mecéanica do coragéo, através da andlise da anatomia e
da funcéo sistélica e diastélica das camaras cardiacas. Eixo curto e eixo longo
paraesternal B dimensional visualizagdes do ventriculo esquerdo e direito serdo
adquiridos para obter a imagem em modo-M. Eixo curto B-dimensional pontos de
vista de ambos os ventriculos, em nivel dos musculos papilares serdo adquiridos

para obter areas ventriculares esquerdas e direitas. Débito cardiaco, volume sistélico
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e fragdo de ejecdo serdo obtidos a partir do eixo modo B-long de acordo com o
método de Simpson. As seguintes variaveis serdo obtidas em modo-M: o septo, a
parede posterior do ventriculo esquerdo e do didametro ventricular interna esquerda
na diastole, o diametro da aorta e do atrio esquerdo e sua relacdo, o diametro
pulmonar, a espessura da parede eo didametro da via de saida do ventriculo direito
na diastole. Doppler da artéria aorta foi aplicado para obter a velocidade integrante
do fluxo adrtico e tempo de aceleracdo do fluxo adrtico. Todas as medidas serao
obtidas segundo a Sociedade Americana de Ecocardiografia Diretrizes.

Os animais dos diferentes grupos experimentais serdo anestesiados com
isoflurano por via inalatoria para a avaliacdo da funcdo cardiaca. O exame sera
realizado utilizando-se um equipamento de ecocardiografia acoplado a transdutor
mecanico de 10 MHz (modelo Vevo 770, Visualsonics, Toronto, Canada). Todas as
medidas serdo obtidas de acordo com os manuais da Sociedade Americana de
Ecocardiografia e da Associacao Européia de Ecocardiografia (Alencar, 2013).

3.4.3 Medida da presséo sistdlica do ventriculo direito

Um dia apdés a medida dos parametros ecocardiograficos, os animais seréo
anestesiados com uma mistura de cetamina (80 mg/kg; i.p.) e xilazina (15 mg/kg;
i.p.) para a medida da pressdo no ventriculo direito. Esta avaliacdo sera realizada
através de puncao direta no ventriculo direito utilizando-se um cateter venoso scalp
weplast (19G) preenchido com soro fisiolégico heparinizado conectado a um
transdutor de pressao calibrado (MLT884, ADInstruments, USA). A pressao
ventricular sera registrada e armazenada no computador para posterior analise
(Powerlab, ADInstruments, USA) utilizando o programa Lab Chart® (7.0,
ADInstruments). Apos a medida da pressao intracavitaria, os ratos serdo sacrificados
para retirada do coracado e pulmdes a fim de realizar a andlise histopatolégica. Além
disso, o coracdo serd pesado e dividido em duas partes: ventriculo direito (VD) e
ventriculo esquerdo junto com o septo intraventricular (VE + S). A artéria pulmonar
sera retirada para registro de tensdo isométrica como foi descrito anteriormente
(Alencar, 2013).
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3.4.4 Andlise histopatologica do pulméo

Apos a retirada, os pulmdes serdo mantidos em solucao de formaldeido 10 %
em tampao-fosfato para fixacdo. O tecido serd entdo seccionado em micrétomo
(Lupe modelo MRP 03) em fracdes de 4 um. Apds a avaliagcdo das laminas em
microscopio, as alteracdes histologicas serdo classificadas com base na frequéncia

e na extenséao das lesdes (Alencar et at., 2017).

3.4.5 Imunohistoquimica

Para a realizagdo das técnicas de imunohistoquimica, serdo utilizados
anticorpos para deteccdo do receptor MAPK p38, ERK, eNOS e INOS (ab15323) e

alfa-actina de musculo liso.

3.4.6 Western Blot

A expressdo de proteinas nos tecidos pulmonar e cardiaco sera avaliada
através da realizacdo de "western blot". Os homogenatos serdo adquiridos a partir
de pulmdes e coracdes provenientes dos diferentes grupos experimentais. Os
tecidos serdo removidos imediatamente apds a eutanasia dos animais, cortados,
mantidos em solugao a 4°C contendo (em mM): sacarose, 250, HEPES-Tris (pH 7,6),
10, EDTA, 2 e PMSF, 1 e homogeneizados em homogeneizador (Potter) com pistilo
de teflon.

O homogenato sera centrifugado a 20000 g por 10 min a 4°C em centrifuga
(SCR20B) usando o rotor RPR12-2 (Hitachi). Apds a centrifugacéo, sera descartado
o0 precipitado e o sobrenadante serad coletado e estocado a -80°C para futura
dosagem de proteina pelo método de Bradford. A imunodeteccao de proteinas nos
homogenatos serd determinada por eletroforese seguida de imunodeteccdo. Os
homogenatos seréo solubilizados em tampé&o de amostra para eletroforese (glicerol,
10%; azul de bromofenol, 0,02%; 100 mM; SDS 5%) e a solucao final fracionada em
gel SDS-PAGE 9%. A transferéncia das proteinas para as membranas de
nitrocelulose sera realizada no sistema de transferéncia semi-seco (Trans-Blot, Bio-
Rad). Apds a transferéncia, as membranas de nitrocelulose serdo incubadas com

anticorpo primario por 12 h (durante a noite), diluido na proporcdo de 1:1000, em
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solucdo tampéo fosfato salino contendo 0,1% de tween 20 (TBS-T) contendo leite
em po6 desnatado (5%). Apds este periodo, as membranas serdo lavadas com TBS-
T e incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario na propor¢céao de 1:10000, em
solucdo tampdo de TBS-T contendo leite p6 desnatado (5%).

A imunodeteccdo de proteinas serda observada pela reacao
guimioluminescente do sistema ECL (western blotting system detection) para
western blotting. ApGs a incubacdo da membrana com essa solucédo de deteccéao,
por 5 min, a temperatura ambiente, a membrana sera exposta imediatamente ao
filme de raio-X (Kodak X-Omat K), por curtos intervalos de tempo, até a obtencdo de

uma imagem adequada.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos como média +E.P.M.. Os valores
correspondentes a 50 % de inibicdo (Clsg) foram calculados utilizando programa
GraphPad Prism® 5.

Para comparar 0s grupos experimentais com o grupo controle foi utilizado o
teste de analise de variancia (One Way — ANOVA) seguido do teste de Dunnett.
Para a comparacao de multiplos grupos foi usado ANOVA seguido pelo teste de
Newman Keuls. A diferenca entre 0s grupos experimentais foi considerada
estatisticamente significativa quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS PRELIMINARES

Ecocardiografia transtoracica
Tempo de aceleracdo do fluxo sanguineo pulmonar: LASSBIO-1824 Melhorou o
fluxo sanguineo pulmonar; indicando uma acdo tanto protetora para o sistema

pulmonar como para o coragao, ao reduzir a sobrecarga do ventriculo direito (VD).

VEVO 770 - FUJIFILM Visual Sonic,

Control MCT + LASSBio-1824

#

Tempo de aceleragédo pulmonar

Il Control El MCT+vehicle Bl MCT+LASSBIo-1824

Hipdxia-Su5416

a
o
1

IS
o

w
=)
1

N
o
1

-
o
1

Bl Normoxia BEE SuH+DMSO

oA

Tempo de aceleragédo pulmonar

Média + E.P.M. de grupos de 5 ratos cada. *p<0.05 vs controle ou normoxia e #p <0,05 vs MCT + veiculo ou SuH + DMSO.

Area cardiaca e débito cardiaco: LASSBio-1824 reduziu a area do VD, aumentou a
area do ventriculo esquerdo (VE), promovendo alteracdes estruturais e funcionais,

como a melhora do débito cardiaco.

I Control Il MCT+vehicle Bl MCT+LASSBIo-1824
801 60 - 100 7

80

o
o
1

Area VD (mmz)
S
o
1

Area VE (mmz)

I
o
1

60

40

N
o
1

201
204

Débito cardiaco (mL/min)

0- 0 0

Média + E.P.M. de grupos de 5 ratos cada. *p<0.05 vs controle e #p <0,05 vs MCT + veiculo
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Espessura de parede do ventriculo direito: LASSBIi0-1824 reduziu a espessura do

VD.

| MCT 1

i
3
1

[N
o
1

o
o
1

o
o
1

[,
o
1

[N
o
1

o
o
1

[ Hipoxia-susaie i

o
o
1

Espessura de parede VD (mm)
Espessura de parede VD (mm)

Média + E.P.M. de grupos de 5 ratos cada. *p<0.05 vs controle ou normoxia e #p <0,05 vs MCT + veiculo ou SuH + DMSO.

Hemondinamica ventricular invasiva
Pressdao sistdlica do ventriculo direito: LASSBIi0-1824 reduziu a pressao sistélica

do VD, confirmando uma melhora na resisténcia vascular pulmonar.

MCT

e | Coentrol Bl MCT+vehicle B3 MCT+LASSBio-1824

80 1
707 *

o
o
1

PSVD (mmHg)
S~
o
1

N
o
1

05s 0+

Média + E.P.M. de grupos de 5 ratos cada. *p<0.05 vs controle e #p <0,05 vs MCT + veiculo.

Hipoxia-Su5416

LLJ\J\_J\J\

mmHg 0 —
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100 1201
501 100
=
mmHg 0~ pll I 80H
05 S
E 604
[a)
1001 >
»n 40
o
504
mmHg 0~ .
05s 0-

Média + E.P.M. de grupos de 5 ratos cada. *p<0.05 vs normoxia e #p <0,05 vs SuH + DMSO.
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Reatividada vascular: Reverteu a disfuncdo endotelial das artérias pulmonares

Relaxamento (%) N
52 8 8 =
I+

2

04

Bl Homosa [l SuH = DMS0 Bl SuH + LASS5Bio-1834

Média + E.P.M. de grupos de 5 ratos cada. *p<0.05 vs normoxia e #p <0,05 vs SuH + DMSO.

Imunohistoquimica: A espessura da parede medial das arteriolas pulmonares
distais (<50 um) foi medida por imuno-histoquimica para expressao de alfa-SMA que
aumentou de 40,7 = 3,5% (controle) para 64,1 = 3,1% em animais com HAP (P
<0,05) e foi reduzida no grupo tratado (52,2 + 2,9).

Hipoxia-Sus416
20mg/Kg LP.

mm Contrel
Hm PAH
Il PAH + LASSElo-1824

80,

*

801

40 4

204

Vessel wall thickness (%)

o

Madia = EPM de grapos de 5 ratos cada. *p<0.05 vz normoxia e #p <0,03 vz Sul + DMSO.
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ATIVIDADES 2018/1 | 2018/2 | 2019/1 \ 2019/2 | 2020/1 | 2020/2
Inicio do doutorado X
Modelo de HP induzida por
MCT-VO X X X
Modelo de HP induzida por
hip6xia/SUGEN - VO X X X
Obtencéao de créditos X X X X X
Publicacdo de resultados em
eventos X X X
Submisséo de artigos
cientificos X X

Defesa do doutorado




