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RESUMO

Silva Fernandes Grazielle. “Novo inibidor de MAPK p38a reduz disfuncao
ventricular induzida pela hipertensao arterial pulmonar em ratos”. Rio de Janeiro,
2022. Tese (Doutorado em Medicina). Faculdade de Medicina e Instituto do
Coracado Edson Saad da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Introducéo: A hipertenséo arterial pulmonar (HAP) se apresenta com aumento
da resisténcia vascular pulmonar e faléncia do ventriculo direito. O presente
trabalho visa determinar os efeitos de um novo inibidor da MAPK p38a
denominado LASSBIi0-1824 em modelo animal de HAP.

Método: Os experimentos foram realizados com a aprovacéo do Comité de Etica
e Uso de Animais da Universidade Federal do Rio de Janeiro (sob o nimero
039/19). No modelo experimental de HAP induzida por monocrotalina (MCT), os
animais receberam uma Unica injecao intraperitoneal de MCT (60 mg/kg). Apés
duas semanas de inducdo da doenca, os animais foram tratados com veiculo
(DMSO) ou LASSBI0-1824 durante 14 dias (n =5 por grupo). No modelo de HAP
induzida pela hipoxia + Su5416, os animais foram acondicionados numa camara
de hipoxia a 10% de oxigénio por 3 semanas com injecao intraperitoneal semanal
de um inibidor do fator de crescimento endotelial vascular- Su5416 (20 mg/kg).
Apos as 3 semanas de hipdxia, foi iniciado o tratamento com LASSBIio-1824 por
14 dias mantendo os animais em ambiente de normoxia (n = 5 por grupo). Os
seguintes parametros foram avaliados: 1. funcdo e estrutura cardiaca através da
ecocardiografia transtorécica; 2. pressao sistolica do ventriculo direito (PSVD)
através de cateterismo; 3. reatividade vascular de artérias pulmonares isoladas
dos grupos experimentais; 4. expressao de proteinas de cora¢do e pulmao.

Resultados: LASSBIi0-1824 normalizou o fluxo nas artérias pulmonares de ratos
com HAP, além de reverter significativamente o aumento da pressao sistolica, a
hipertrofia e a disfuncdo do ventriculo direito. LASSBIio-1824 reduziu o
remodelamento e a hipertrofia da parede dos vasos pulmonares distais, atenuou
a disfuncdo endotelial vascular pulmonar, reduziu a fibrose cardiaca e alterou a
expressdo de proteinas envolvidas na patogénese da HAP no pulméo e
ventriculo direito dos ratos doentes.

Concluséao: A inibicdo da isoforma MAPK p38a por LASSBIi0-1824 representa
uma abordagem importante para o tratamento da HAP, uma vez que melhorou
processos subjacentes de remodelamento e inflamacdo no sistema
cardiopulmonar.

Palavras-chave: inibidor da MAPK p38a, hipertensao arterial pulmonar, Su5416
/ Hipoxia, proliferacao celular, inflamacéo, hipertrofia do ventriculo direito.



ABSTRACT

Silva Fernandes Grazielle. “A novel p-38 alpha MAPK inhibitor (LASSBio-1824)
reverses Su5416/Hypoxia-induced pulmonary arterial hypertension in rats.”. Rio
de Janeiro, 2022. Thesis (Doctorate degree in Medicine). Faculty of Medicine and
Edson Saad Heart Institute from Federal University of Rio de Janeiro.

Introduction: Pulmonary arterial hypertension (PAH) occurs with increased
pulmonary vascular resistance and right ventricle failure. The present work aims
to determine the effects of a new inhibitor of p-38a MAPK (LASSBIi0-1824) on an
animal model of PAH.

Methods: Protocols were approved by the Ethics and Animal Use Committee of
Federal University of Rio de Janeiro (# 039/19). In the experimental model of
monocrotaline (MCT)-induced PAH, the animals received a single intraperitoneal
injection of MCT (60 mg/kg). After two weeks of disease induction, the animals
were treated with a vehicle or LASSBIi0-1824 for 14 days (n = 5 per group). In the
hypoxia+Su5416-induced PAH model, the animals were kept in a chamber at
10% oxygen for 3 weeks with weekly intraperitoneal injection of a vascular
endothelial growth factor inhibitor- Su5416 (20 mg/kg i.p.). After 3 weeks of
hypoxia, treatment with LASSBIi0-1824 was started for 14 days keeping the
animals in a regular environment (n = 5 per group). The following parameters
were evaluated: 1. cardiac function and structure using transthoracic
echocardiography; 2. systolic pressure of the right ventricle (RVSP) measured
through catheterism; 3. vascular reactivity of isolated pulmonary arteries derived
from experimental groups; 4. Protein expression in heart and lung.

Results: LASSBIi0-1824 normalized the flow in the pulmonary arteries of rats with
PAH and significantly reversed the increased systolic pressure, hypertrophy and
right ventricle dysfunction. LASSBIi0-1824 reduced remodeling and hypertrophy
of the wall of the distal pulmonary vessels, attenuated pulmonary vascular
endothelial dysfunction, reduced cardiac fibrosis, and altered the expression of
proteins involved in the pathogenesis of PAH in the lung and right ventricle.

Conclusion: The inhibition of p38-a MAPK isoform by LASSBIi0-1824 represents
an important approach for the treatment of PAH, which improves the underlying
remodeling and inflammation processes in the cardiopulmonary system.

Keywords: p-38a MAPK inhibitor, pulmonary arterial hypertension,
Su5416/Hypoxia, cell proliferation, inflammation, right ventricle hypertrophy.
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1.0 INTRODUCAO

1.1.0 Hipertensao Pulmonar

A hipertensdo pulmonar (HP) é definida hemodinamicamente por uma
pressao arterial pulmonar média (PAPm) > 20 mmHg em repouso. E classificada
clinicamente em cinco subgrupos (Tabela 1). A hipertenséo arterial pulmonar
(HAP), faz parte do subgrupo 1 considerado de maior gravidade. A HAP
apresenta também pressdo de oclusdo da artéria pulmonar < 15 mmHg,
configurando uma HP do tipo pré-capilar e resisténcia vascular pulmonar > 3
Wood units (WU) (Galié et al 2018; Simonneau et al 2018).

Tabela 1: Classificagdo clinica de hipertensdo pulmonar (HP) de acordo com etiologia.
SIMMONEAU et al, 2018.

Classificacéo clinica hipertenséo pulmonar (HP)

1 Hipertensao arterial pulmonar (HAP)
1.1 HAP idiopatica
1.2 HAP hereditaria
1.3 HAP induzida por farmacos e toxinas
1.4 HAP associada com:
1.4.1 Doenca do tecido conjuntivo
1.4.2 Infec¢éo por HV
1.4.3 Hipertensao porta
1.4.4 Doenga cardiaca congénita
1.4.5 Esquistossomose
1.5 HAP de longo prazo respondente a bloqueadores de canal de céalcio
1.6 HAP com caracteristicas ostensivas de envolvimento venoso/capilar (doenca venooclusiva pulmonar/hemangiomatose capilar pulmonar)
1.7 HP persistente do recém-nascido

2 HP devido ainsuficiéncia ventricular esquerda
2.1 HP devido a insuficiéncia cardiaca com fragéo de ejecéo de ventriculo esquerdo (FEVE) preservada
2.2 HP devido a insuficiéncia cardiaca com FEVE reduzida
2.3 Doenga nas valvulas cardiacas
2.4 Condicdes cardiovasculares congenitais/adquiridas levando a HP pés-capilar

3 HP devido adoencas pulmonares e/ou hip6xia
3.1 Doenca pulmonar obstrutiva
3.2 Doenca pulmonar restritiva
3.3 Outra doenca pulmonar com perfil misto restritivo/obstrutivo (traduzir)
3.4 Hipoxia, sem doenca pulmonar
3.5 Doengas pulmonares congénitas

4 HP devido a obstrucdes arteriais pulmonares
4.1 HP tromboembodlica cronica
4.2 Outras obstrucdes arteriais pulmonares

5 HP com mecanismos incertos e/ou multifatoriais
5.1 Distirbios hematol6gicos
5.2 Transtornos sistémicos e metabdlicos
5.3 Outros
5.4 Doenca cardiaca congénita complexa

HAP afeta individuos independente de idade, género ou raca e devido a
ampla classificacdo e multiplas etiologias, a estimativa precisa da prevaléncia

tem se mostrado um desafio. Entretanto, sabe-se que mulheres sdo mais
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propensas a desenvolver HAP, estudos apontam uma predominancia feminina
de 65-80%, e curiosamente registros mais recentes sugerem uma idade média
de diagnostico por volta dos 50 anos (McGoon, M. D. et al 2013; MEMON &
PARK, 2017; WIJERATNE et al., 2018). A HAP tem afetado cerca de 10% da
populacao idosa no mundo (Hoeper et al, 2016) e 3-10 novos casos por milh&do
sao diagnosticados a cada ano, principalmente em mulheres jovens (Hoeper et
al, 2017). Além disso, dados indicam uma prevaléncia de 15-50 pessoas por
milhdo/ano na Europa e EUA com HAP (Beshay et al,2020).

Embora, a esquistossomose seja considerada a causa mais comum de
HP em todo o mundo por alguns estudos (Fernandes et al, 2011), em regifes
nao endémicas para esquistossomose, como EUA e Europa, mais da metade
dos casos diagnosticados séo do tipo idiopatica e até 10% s&o do tipo hereditaria
(McGoon, M. D. et al 2013). Muitos casos estao relacionados a mutagcdo no
receptor de proteina morfogenética 6ssea-2 (RPMO-2), sugerindo que a HAP
idiopatica possa estar sendo subdiagnosticada em muitas dessas regides
(Newman, J. H. et al 2001; Humbert et al 2006; Badesch, D. B. et al 2010; Zhang,
R. et al 2011). Dentre as outras etiologias associadas a HAP, as doencas do
tecido conjuntivo e a cardiopatia congénita também sao muito comuns, sendo
essa ultima muito incidente principalmente na China (Zhang, R. et al 2011). No
Brasil, HAP de causa idiopatica, doenca do tecido conjuntivo e associada a
esquistossomose apresentaram uma prevaléncia de 28,7%, 25,8% e 19,7%,
respectivamente, e aproximadamente 73,9% dos pacientes apresentam uma
sobrevida de apenas 3 anos apdés diagndéstico (Alves et al., 2015).

O aumento da sobrevida na HAP também tem sido um grande desafio. O
National Institutes of Health (NIH) realizou um registro de referéncia que coletou
dados de HAP entre 1981 e 1985 (Rich et al, 1987). Esse estudo incluiu HAP de
varios subtipos, e identificou a predominancia em mulheres (63%) com média de
idade de 36 anos. Terapias especificas para HAP ndo estavam disponiveis no
momento, e 0s participantes do registro tiveram uma sobrevida média de 2,8
anos, e de 34% em 5 anos (Rich et al, 1987). Quase trés décadas desde o
registro do NIH, com o progresso significativo no campo da fisiopatologia e apds
uso de terapias direcionadas a HAP, outros estudos apontaram uma melhora da
taxa de sobrevida, mas ainda de forma insatisfatéria, com grandes variacdes a

depender da localidade e subtipo prevalente. A rede francesa de estudos para
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HAP entre (2002-2003) também identificou maior incidéncia em mulheres (62%),
com idade média 52 anos e uma sobrevida 58,2% em 3 anos. Ja o0 REVEAL-
EUA (Registry to Evaluate Early and Long-Term Disease), 0 maior registro a
relatar dados de sobrevivéncia da HAP (2006-2009), apontou uma sobrevida
68% em 5 anos e 49% em 7 anos, também com maior predominancia em
mulheres (79,5%) com idade média de 53 anos (Benza et al, 2012; Lau et al,
2017; Levine et al, 2021).

1.1.1 Fisiopatologia da Hipertensao Arterial Pulmonar

A presséo arterial pulmonar média (PAPM) é determinada pela seguinte
formula: PAPM = débito cardiaco do ventriculo direito (DCVD) x resisténcia
vascular pulmonar (RVP) + pressao de ocluséo alveolar pulmonar. A principal
causa da HAP é comumente o aumento da resisténcia vascular pulmonar (RVP).
O aumento do DCVD isoladamente ndo causa HAP significativa, porque o leito
vascular pulmonar mantém vasodilatacdo e recruta vasos em resposta ao
aumento do fluxo. Assim como, o aumento da pressdo venosa pulmonar
(representada pela pressdo de oclusdo alveolar) isolado ndo causa HAP.
Entretanto, um aumento crénico do fluxo e/ou pressao venosa pulmonar podem
aumentar a RVP. A consequéncia do aumento da RVP, e assim da PAPM ¢é a
sobrecarga do ventriculo direito (VD). O coracao responde com hipertrofia, que,
com a evolucdo da doenca provoca a faléncia do VD, insuficiéncia cardiaca, e a
morte prematura dos pacientes acometidos (Humbert et al., 2018).

A patogénese da resisténcia aumentada nos pré-capilares pulmonares
em pacientes com HAP é geralmente atribuida aos efeitos combinados entre o
remodelamento das paredes das artérias pulmonares e vasoconstriccao
persistente (Humbert et al., 2004; Rabinovitch, 2007; Chan e Loscalzo, 2008).
As artérias pulmonares uma vez apresentando essas alteracdes, adquirem uma
menor area de seccao transversa e consequentemente um maior fluxo
sanguineo. A hipertrofia da parede dos vasos pulmonares na HAP ¢é
consequente ao remodelamento vascular, caracterizado por um aumento de
todos os componentes celulares da parede arterial (células musculares lisas,
endotélio, fibroblastos, miofibroblastos, pericitos e infiltragdo perivascular

exacerbada de células pré-inflamatérias - Figura 1) que ocorre nas trés camadas
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da parede vascular (intima, média, adventicia) das artérias pulmonares <50
microns, ou seja, localizadas nas pequenas arteriolas musculares pulmonares.
(Humbert, et al, 2014; Humbert et al., 2018; Lechartier et al, 2021; Rajagopal et
al, 2022).

= =N oo 5

Fibroblasto CML Célulaendotelial Macréfagos

Proliferacéo Proliferagéo Proliferagéo Recrutamento de células imunes
Recrutamento de células imunes Hipertrofia Proliferagdo de CML Liberagdo de mediadores pré-inflamatérios
Proliferacdo de CML Indugdo de vasoconstricdo Ativacdo de células estromais

Deposicéo de colageno e MEC Diferenciagdo em miofibroblastos Proliferagdo de CML

Diferenciacdo em miofibroblatos Liberacdo de mediadores pré-inflamatdrios

Figura 1: Representacdo esquemdtica evolutiva das alteracbes vasculares na HAP. CML,
Células musculares lisas. Adaptado de Pugliese et al,2015.

A distincdo entre HAP de outras formas de HP é a gravidade da
arteriopatia. Embora todas as formas de HP apresentem alteracdes que incluem
aumento da espessura nas paredes de pequenas artérias pulmonares, é,
indiscutivel, a perda do volume intravascular, a principal caracteristica que define
o subgrupo HAP, a chamada arteriopatia plexogénica, uma alteragdo vascular
gue da origem a lesdes plexiformes (Stenmark et al., 2009). Os estagios iniciais
da HAP sdao histologicamente ndo especificos, com hipertrofia da camada média,
espessamento da adventicia e aparéncia muscular em paredes normalmente
nao-musculares. O avanco da fisiopatologia envolve a formacdo de lesdes
plexiformes e fibréticas complexas na camada intima (Figura 2), 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).
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Figura 2a: Representacdo esquematica da formacdo de lesdes plexiformes. Adaptado de
Dasgupta, A. et al, 2014.

Abaixo a classificacdo baseada na patologia das anormalidades
vasculares pulmonares que representa a gravidade crescente da HAP (Heath,
D., 1958):

e Grau | e Il: sdo caracterizadas pela muscularizagdo das pequenas
arteriolas pulmonares, seguida por hipertrofia medial e hiperplasia da intima.

e Grau lll: sdo caracterizadas pela substituigdo colagena das células da
intima, levando a uma aparéncia de "casca de cebola".

e Grau IV aV, incluem lesbes plexiformes sem ou com necrose fibrindide,
respectivamente.

As lesdes grau I, 1l e 11l séo consideradas reversiveis, enquanto as lesées
de grau IV e V séo irreversiveis e associadas a um progndstico ruim (Hoffman,
J. I., 1981; Eqgito, E. S., 2003; Yamaki, S., 2004). No entanto, muitos pacientes
com resposta positiva a terapia exibem uma queda na RVP sugerindo alguma
reversibilidade nas lesdes vasculares.

Inicialmente, ocorre alteracdo da célula endotelial (CE), que influencia
diretamente o comportamento celular nas paredes das artérias. A comunicacéo
entre as células é regulada através do contato e liberacdo de fatores bioativos,
tais como fatores paracrinos produzidos pela CE, que influenciam a proliferacao
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de células como as musculares lisas vasculares pulmonares (CMLVP) e
fibroblastos (Sakao et al., 2009). As células endoteliais alteradas liberam também
fatores que atraem células inflamatdrias para os vasos, tais como macroéfagos,
neutrofilos e células dendriticas, estimulando um comportamento celular alterado
associado a processos de proliferacdo, apoptose, diferenciacdo e migracéo
celular (Sakao et al., 2009; Schermuly et al., 2011). A formacao e maturacao dos
vasos sanguineos pulmonares também é dependente da CE, da mesma forma,
a producdo e liberacdo de fatores de crescimento recruta e estabiliza as células
vasculares (Hanahan, 1997). Durante a evolucdo da HAP, ocorre uma
desregulacéo deste processo, a comunicacao entre CEs e as células vasculares
se altera, ocorre liberacdo excessiva de fatores de crescimento pelas CEs, que
em conjunto irdo contribuir gradativamente para o desenvolvimento da HAP
(Eddahibi et al., 2006; Guignabert e Dorfmuller, 2013; Guignabert et al., 2015;
Corre et al, 2017; Lechartier et al, 2021).

A sobrevivéncia da CE é regulada, dentre outros fatores pela proteina
morfogénica éssea (PMO). Contudo, existe uma mutacdo no receptor da
proteina morfogenética 6ssea-2 (RPMO-2) das CEs nos pacientes com HAP.
Essa mutacdo tem como consequéncia, o0 aumento do processo de apoptose,
em resposta a estresse ambiental, lesGes principalmente nas artérias
pulmonares (APs) distais e consequentemente disfungédo endotelial (Teichert-
Kuliszewska et al., 2006). Com o inicio desse processo apoptético, ocorre
obliteracdo de vasos em consequéncia a degeneracdo da estrutura das CEs,
podendo ser esse um mecanismo inicial da HAP (Zhao et al., 2005). Além disso,
numa fase posterior ocorre a proliferacdo excessiva levando a formacéao de
lesGes plexiformes devido a resisténcia de CEs a apoptose (Cool et al., 1999;
Voelkel et al., 2002; Dasgupta, A. et al, 2014; St Croix e Steinhorn, 2016). Nao
se conhece o indutor da alteracdo das CEs, mas alguns eventos como estresse
de cisalhamento, inflamacé&o local, predisposicdo genética, toxinas e espécies
reativas de oxigénio, possam ser importantes fatores deflagradores da disfuncéo
endotelial (Amabile et al., 2013).

Os fibroblastos também sdo muito importantes para a patogénese da
HAP, uma vez que respondem a liberac&o de fatores quimioatrativos liberados
pelas células endoteliais alteradas. Essas células migram da adventicia para o

interior dos vasos e entram em intenso processo de proliferacdo e producao de
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mitdégenos, que também recrutam células adjacentes a proliferar (Sakao et al.,
2009). Isso leva a formacdo da camada neointima e transformacédo dos
fibroblastos em outros tipos celulares, incluindo miofibroblastos, um tipo de
CMLVP anormal que contribui para a muscularizacao dos vasos distais (Sisbarro
et al., 2005; Sakao et al., 2009; Church et al, 2015; Lechartier et al, 2021;
Rajagopal et al, 2022).

O remodelamento vascular se inicia nas CMLVP localizadas na camada
medial das AP distais, com proliferacdo em resposta a sinalizacao de fatores de
crescimento, incluindo mitbgenos e quimioatraentes, que se ligam e ativam
receptores de tirosina quinase de superficie (RTKs) (Schermuly et al., 2011;
Guignabert e Dorfmuller, 2013). Além do estimulo gerado pelas CE alteradas, a
serotonina atua sobre as CMLVP, e contribui para a hiperplasia dessas células
na HAP (Eddahibi et al., 2006). Ocorre intensa hipertrofia e hiperplasia medial,
secundaria a comunicacdo anormal entre as células, que favorece a
vasoconstricdo das APs. Ocorre um desequilibrio na producdo de atores
vasodilatadores derivados do endotélio (6xido nitrico (NO) e prostaciclina) e
fatores vasoconstritores (endotelina-1, serotonina e angiotensina Il), sendo mais
um fator que contribui para a patogénese e gravidade da HAP. (Guignabert et
al., 2015; Lechartier et al, 2021).

O processo inflamatério também € importante durante a evolucdo da HAP
(Schermuly et al., 2011), porque um infiltrado inflamatério composto por linfécitos
T e B, mastécitos, células dendriticas e macrofagos, se dirigem para 0s vasos.
Ocorre aumento nos niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa),
interleucinas e interferon-gama, assim como de outros marcadores de
inflamagé&o (Schermuly et al., 2011). Logo, a reverséo das lesdes vasculares na
HAP deve basear-se ndo somente no efeito antiproliferativo, vasodilatador mas

também na atividade anti-inflamatéria (Schermuly et al., 2011).
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Figura 2b: Representacdo esquematica remodelamento vascular pulmonar na HAP. Adaptado
de Christophe G. at al, 2014

Por fim, a acdo dos fatores de crescimento, mitdgenos e quimioatraentes
ocorre a partir da ligacao aos receptores de tirosina quinases (RTKs), resultando
em multifosforilacdo de residuos de tirosina (Lemmon e Schlessinger, 2010). Em
sequéncia, pode surgir a ativacdo de algumas vias de sinalizagcdo como do
fosfoinositideo 3-quinase (PI3K), proteina quinase C (PKC), proteina quinase B
(Akt), Janus quinase (JAK), sinal transdutor e ativador da transcricdo (STAT) e
em especial as proteinas cinases ativadas por mitdgenos - Ras/Raf, MAPK p38,
ERK - (Lemmon e Schlessinger, 2010). Quando ativadas, essas vias iniciardo a
producéo de proteinas que serdo fundamentais na patogénese da HAP (Shafiq
et al, 2021; Weiss et al, 2021).

1.1.2 Alteracgdes cardiacas na HAP

A obliteracao do limen vascular devido a vasoconstricao e proliferacdo

celular leva ao aumento da RVP e assim da po6s-carga do VD (Figura 3). O

26



aumento da pos-carga causa estresse sobre a parede do VD, que passa a ejetar
0 sangue para ser oxigenado contra uma resisténcia maior. Com isso, 0 musculo
cardiaco inicia um complexo processo de adaptacdo e hipertrofia, que
dependera ndo somente da gravidade da doenca pulmonar, mas também de
interacdo neuro-humoral, da perfusdo coronariana, determinantes genéticos e
metabolismo cardiaco (Bogaard, H. J., 2009; Nagendran, J., 2009).

NORMAL _

Fibroblastos

: :
Células musculares
lisas

Anormalidades Hipertrofia Ventricular Faléncia Ventricular
estruturais: direita direita
N Vasoconstrigao “compensada” “descompensada”

; Q""--«ef,emodelamento
erING!

Figura 3: Representacé@o esquematica evolutiva das alteragfes cardiacas na HAP. A obliteracéo
do lumen vascular devido a vasoconstricdo e proliferacdo de células vasculares aumentam a
RVP, resultando em adaptacdo do VD. A compensacao inicial é seguida por uma dilatacédo
progressiva e irreversivel do VD, levando a insuficiéncia ventricular direita. Adaptado de
Boucherat et al. 2017.

O remodelamento miocardico envolve, ndo somente hipertrofia de fibras
miocardicas, mas também remodelamento da matriz e alteragbes de
contratilidade. Apds iniciado o estresse sobre a parede do VD, dois padrbes de
remodelamento ventricular podem ocorrer; o adaptativo caracterizado por
hipertrofia mais concéntrica com funcao sistélica e diastolica preservadas e o
mal adaptativo associado a hipertrofia excéntrica e pior funcdo sistolica e
diastolica (Chung, L., 2010; Campo, A., 2010). Também contribui para o

remodelamento mal adaptativo, 0 aumento de espécies reativas de oxigénio,
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ativacdo de vias apoptoticas, inflamagdo com recrutamento de fibroblastos,
linfécitos, macrofagos e ativacdo neuro-humoral de vias adrenérgicas e

angiotensina para o tecido cardiaco (Figura 4 - Wrigley et al, 2011).
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Figura 4: Vias moleculares envolvidas no remodelamento do VD na HAP. Ocorre aumento
da producéo de espécies pré-inflamatérias tais como; TNF-alfa, citocinas, aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), diminuicdo do metabolismo oxidativo,
além de maior estresse sobre o reticulo endotelial, adaptado de Anton Vonk-Noordegraaf et
al, 2013.

\,‘ Tibulo T

Na HAP, os miécitos sobre estresse aumentam seu tempo de contracao,
causando dissincronia ventricular direita-esquerda que aumenta com a faléncia
progressiva do VD (Helderman, F. 2011). Além disso, a alteracdo ventricular
ocorre muito mais precocemente no curso da HAP em comparagcdo com a
sobrecarga de pressao que ocorre, por exemplo, na hipertensao sistémica ou
estenose aodrtica. Isso ocorre porque o estresse sobre a parede do VD é
comparativamente maior para o aumento de pressao por causa da menor
espessura de sua parede (McCann, G. P., 2007).

Embora todas as formas de HP possam contribuir para a alta morbidade
e mortalidade entre os pacientes, a HAP € a forma da doenca mais severa,
progressiva e com maiores chances de levar a insuficiéncia ventricular direita
(Chin et al, 2005; Hemnes et al, 2008; Humbert, 2009). Assim, quando um

paciente € diagnosticado com HAP, a sua avaliacdo deve incluir uma série de
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parametros clinicos definidos; tais como hipertensdo pré-capilar pulmonar,
arteriopatia pulmonar hipertensiva (usualmente com lesdes endoteliais

plexiformes), e evolucao clinica lenta (Stenmark et al, 2009).

1.1.3 Terapéutica atual e suas limitagbes

A HAP é uma doenca que nao tem cura, mas a terapia vem evoluindo nos
altimos anos. Atualmente, o esquema terapéutico inclui 4 classes de
medicamentos com agéo predominantemente vasodilatadora: estimuladores da
producdo de NO (ativadores da guanilato ciclase e inibidores da PDES),
antagonistas dos receptores da entotelina-1 (ARE-1), analogos das prostaciclina
(APGI2s) ou agonista do receptor da prostaciclina e raramente, bloqueadores de
canais de calcio (BCC) (Anton Vonk-Noordegraaf et al, 2013; Simonneau et al,
2018). (Figura 5).
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Figura 5: Principais alvos moleculares para tratamento da HAP aprovados atualmente. ARE
(antagonista do receptor de endotelina); GCs (Guanilato ciclase); PDE5 (fosfodiastesase-5), ETa
(receptores de endotelina tipo A); ETs (receptores de endotelina tipo B). IP (receptores de
prostaciclina). Adaptagéo de Lau et al, 2017.

Antes de iniciar o tratamento, deve-se determinar a estratificagéo de risco
e a definicdo da classificacdo funcional do paciente. A estratificacdo sera
importante também para acompanhar a progressao da doenca e a resposta do
paciente a terapia. A estratégia é escolher o agente medicamento de acordo com
0 teste de vasoreatividade e a classificagcdo funcional da OMS. (Tabela 2)
(Simonneau et al, 2018).
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Classificacdo Funcional (OMS) para Hipertensdo Pulmonar

| Pacientes com HP, mas sem limitagGes nas atividades fisicas. A atividade fisica leve ndo
causa fadiga excessiva ou dispnéia, dor tordcica ou sincope cardiaca.

1l Pacientes com HP resultando em limitacdo leve das atividades fisicas. Esses pacientes
permanecem confortdveis em repouso, mas atividades fisicas habituais resultamem
fadiga execessiva ou dispnéia, dor tordcica ou sincope cardiaca.

] Pacientes com HP resultando em acentuada limitagdo das atividades fisicas. Esses
paceintes permancem confortdveis em repouso, mas esforcos menores que atividades
fisicas habituais causam fadiga execessiva ou dispnéia, dor toracia ou sincope cardiaca.

v Pacientes com HP, resultando em incapacidade de realizar qualquer atividade fisica sem
sintomas. Esses pacientes manifestam sinais de insuficiéncia cardiaca direita. Dispnéia
e/ou fadiga podem estar presentes mesmo em repouso. O desconforto é aumentado
pela atividade fisica.

Tabela 2 - Classificagdo Funcional (OMS) para Hipertensdo Pulmonar. World Health
Organization, 1998.

Os pacientes com HAP apresentam inicialmente sintomas inespecificos
como dispneia, fadiga a esforcos, fraqueza, tonteira, porém ao longo do tempo
desenvolvem sinais e sintomas decorrentes da insuficiéncia cardiaca
progressiva, como dor toracica por esfor¢o ou sincope, pressdo venosa jugular
elevada, sopros do lado direito, edema em membros inferiores, ascite e derrame
pleural (Frost et al, 2018).

O diagnéstico é muitas vezes tardio, porgue os sintomas sdo associados
incorretamente a outras condicbes médicas coexistentes, e inicialmente néo
limitam as atividades de vida diaria, levando o paciente a procurar ajuda
tardiamente. Na suspeita de HAP, o exame de escolha inicial € o ecocardiograma
transtoracico (ETT), e somente quando a suspeita clinica para HAP for elevada
diante da normalidade do ETT, indica-se o cateterismo cardiaco direito (Bossone
et al, 2002).

Uma vez feito o diagnéstico de HAP, o paciente deve receber terapia de
suporte (oxigenoterapia, anticoagulacao, diuréticos, fisioterapia, dentre outros) e
deve ser encaminhado para teste de vasoreatividade (Figura 6). Deve-se
identificar os responsivos a terapia com bloqueadores de canal de célcio (BCC),
que inclui pacientes com HAP idiopatica, hereditaria, induzidas por drogas ou
toxinas (Simonneau et al, 2018). Pacientes com HAP associada a outras
comorbidades raramente sdo vasoreativos, por isso o teste ndo é indicado de
rotina. Além disso, esse teste € contraindicado em caso de pressao arterial

sisttmica (PAS) < 90 mmHg, baixo indice cardiaco <2 L/min/m?, histérico de
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doenca cardiovascular ou presenca de sintomas graves (classe funcional V). Os
medicamentos comumente usados para o teste de vasoreatividade incluem NO
inalado, epoprostenol, adenosina e iloprost inalado (Morales-Blanhir, J., 2004;
Simonneau et al, 2018). E o teste é considerado positivo se houver uma redugéo
de pelo menos 10 mmHg na PAPM (Mclaughlin et al., 2005).
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Figura 6: Algoritmo de tratamento da HAP. Adaptado de Rich S et al, 1998; Galié et al, 2016

Somente pacientes com positividade nesse teste devem ser candidatos a
terapia com BBC, uma vez que essa terapia pode levar a efeitos colaterais
graves. O mecanismo de acdo dos BCCs envolve a reducao do influxo de calcio,
impedindo a ligagéo calcio-calmodulina, e assim a contracdo do musculo liso,
causando a uma vasodilatacéo arteriolar. Os BCCs mais comumente usados séo
o nifedipino, diltiazem e anlodipino. Contudo, a auséncia de estudos
randomizados comparando a terapia com BCC e placebo em pacientes
vasoativos limita o conhecimento dessa classe em termos de sobrevida. Além
disso, € comum efeitos adversos relacionados as propriedades vasodilatadoras

sistémicas dos BCCs, como hipotenséo arterial sistémica, edema periférico
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(Palevsky, H. 1., 1990), piora da funcdo do VD devido ao seu efeito inotrépico
negativo (Packer, M., 1984).

Nos pacientes ndo vasoreativos ou que falharam na terapia com BCC,
geralmente € usada a classificacdo funcional da OMS, assim como fatores
adicionais tais como custo, rotina do paciente, comorbidades e ou potencial
interacdo com outros medicamentos. Os pacientes classe funcional | e Il sdo
geralmente tratados em monoterapia, ja paciente classe funcional Ill e IV é
indicado a terapia combinada (Galie et al, 2016)

Para os pacientes ndo vasoreativos uma op¢ao sao os antagonistas dos
receptores da entotelina-1 (ARE-1), que incluem; o ambrisentan, antagonista
seletivo dos receptores de endotelina tipo A, ETa, e 0s agentes ndo seletivos,
bosentan e macitentan que agem tanto em receptores ETa e ETs.

A endotelina-1 (ET-1) € um potente vasoconstritor e mitdgeno do masculo
liso. Através de sua acdo sobre receptores presentes nas células musculares
lisas (ETa e ETg) a ET-1 leva a um rapido aumento do calcio intracelular e
consequente contragdo (Humbert et al., 2004). Além disso, os receptores A e B
séo substancias vasoconstritoras e que induzem a proliferagéo celular. Existem
fortes evidéncias de que a ET-1 é um importante mediador da vasoconstriccao
durante a HAP, pois 0s seus niveis encontram-se acentuadamente aumentados
na doencga. (Humbert et al., 2004). Assim sendo, ao antagonizar esses
receptores havera um efeito vasodilatador e antiproliferativo (Lau at al, 2017). O
bosentan foi o primeiro antagonista do receptor da endotelina aprovado para
tratamento da HAP (Rubin et al 2002). E seu uso em pacientes com HAP
apontam uma melhora da classe funcional dos pacientes, da tolerancia ao
exercicio, reducédo da PAPM e RVP (Channick et al., 2001; Rubin et al., 2002;
Sitbon et al., 2003; McLaughlin et al, 2005). Contudo, esse farmaco esta
associado a importantes alteracdes na funcado hepética, como aumento dos
niveis de aminotransferases e hepatite aguda, que podem ocorrer em até 10%
dos pacientes, necessitando por isso, de monitoracdo continua da funcéo
hepatica (Humbert et al., 2004). O ambrisentan embora seletivo para o receptor
ETa, em ensaios com monoterapia ndo mostrou diferenca na eficacia como
resultado da seletividade em relagcdo ao bosentan (Humbert et al, 2014). O ultimo
ARE-1 a ser aprovado para o tratamento da HAP foi 0 macitentan e como o

bosentan tem como alvo os receptores ETae ETg. Sua estrutura quimica é uma
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modificacdo da estrutura do bosentan, o que permite alta lipofilicidade e afinidade
prolongada ao receptor (Iglarz, M. et al., 2008). Um estudo em fase Il mostrou
que pacientes tratados com macitetan apresentaram funcdo hepatica
semelhante aos que tinham placebo, porém, com maior incidéncia de anemia
(Pulido, T. et al., 2013). Portanto, embora com importantes efeitos sobre
aspectos fisiopatolégicos da HAP, como vasodilatacdo e acédo antiproliferativa,
além da facilidade de administracao oral, os ARE-1 em geral apresentam efeitos
adversos importantes como hepatotoxidade, anemia, nasofaringite e
teratogenicidade (Lau at al, 2017).

Outra classe também utilizada no tratamento da HAP séo os analogos da
prostaciclina (PGI2). A PGI2 pode ser sintetizada no endotélio da vasculatura
pulmonar a partir do acido araquidoénico via prostaciclina sintase e atua através
da ativacdo de um receptor especifico (IPGI2) acoplado a uma proteina G
estimulatéria, Gs (Gomberg-Maitland, M., & Olschewski, H., 2008). Assim,
havera aumento nos niveis intracelulares de AMPc e consequente vasodilacao.
(Coleman, R. A., 1994). As prostaciclinas também tem acao antiproliferativa,
antiplaquetaria, e efeitos imunomoduladores (Gomberg-Maitland, M., &
Olschewski, H., 2008). Dentre os analogos da prostaciclina, o epoprostenol foi o
primeiro aprovado para tratamento da HAP e é a Unica terapia da classe em que
foi demonstrado melhora da sobrevida em 12 semanas em pacientes com HAP
grave (Barst, R. J. et al., 1996). Porém, esse medicamento s6 pode ser
administrado via acesso venoso central com infusdo continua devido a sua meia-
vida curta (aproximadamente 2-3 minutos) e propriedades farmacocinéticas. Sua
terapia € complexa e requer treinamento do paciente, suporte de enfermagem e
médico (Sitbon et al., 2014). O treprostinil € outro analogo das PGI2 que pode
ser administrado por via intravenosa ou subcutanea, suas vantagens em relacéo
ao epoprostenol seria a administracdo subcutanea e meia vida mais longa. Mas,
assim como o epoprostenol apresenta efeitos adversos consideraveis como dor
mandibular, diarreia, artralgias e outros graves efeitos relacionados ao modo de
administragcdo como trombose e infeccdo (Kitterman et al, 2012; Barnes et al,
2017). O iloprost inalado é outro analogo da prostaciclina, que apresenta
vantagens tedricas por atingir especificamente a vasculatura pulmonar e néo

requer administracdo intravenosa, mas sua principal desvantagem € a

33



necessidade de administracdo frequente, seis a nove vezes por dia (Barnes et
al, 2017).

O selexipag € um agonista do receptor de prostaciclina de uso oral,
seletivo do receptor IP de prostaciclina ndo prostandide que causa vasodilatacao
do leito vascular pulmonar e pode ajudar pacientes com HAP que possuem
classe funcional Il e Il (Sitbon et al, 2015). Apresenta a vantagem do uso oral
cuja tolerabilidade € melhor quando associado com alimentos. Além disso, o
selexipag possui alta seletividade para o receptor IP em relagdo a outros
receptores prostanoides, o que também o diferencia dos demais farmacos dessa
classe (Kuwano et al, 2008). Porém, o tratamento pode levar a reacdes adversas
importantes em mais de 10% dos pacientes, como cefaleia, rubor, alteracfes
dermatolégicas, dor mandibular, mialgia, diarreia, ndusea e vomito (Sitbon et al,
2015). Seu uso deve ser interrompido na presenca de edema pulmonar e
alteracbes hepaticas, e por isso o0s pacientes devem ter a funcdo hepatica
monitorada continuamente (Galie et al, 2013; Kaufmann et al, 2015).

Por fim, os estimuladores da guanilato ciclase (GC) s&o agentes que
aprimoram a producdo ou a funcdo do Oxido nitrico (NO), um potente
vasodilatador. A sintese do NO provém da oxidacdo de um dos dois nitrogénios
guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reacao € catalizada
pela enzima NO-sintase (NOS) (Humbert et al., 2004). As isoformas da NOS s&o
agrupadas em duas categorias, a NOS constitutiva (c-NOS), NOS neuronal (n-
NOS), NOS endotelial (e-NOS), que dependente de ions calcio e de calmodulina,
e a NOS induzivel (i-NOS), produzida por macréfagos e outras células ativadas
por citocinas. (Humbert et al., 2004). A GC é uma enzima liase que em resposta
a niveis de célcio converte o trifosfato de guanosina em monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc) e difosfato, que faz parte da cascata de sinalizagcédo da
proteina G ativada pelos niveis de célcio. O GMPc controla canais de calcio
mantendo-os aberto, permitindo a entrada de calcio na célula.

O riociguat € um estimulador oral da GC promovendo beneficio em
pacientes HAP tipo | (Wardle et al, 2016). Contudo, embora o riociguat tenha
apresentado um perfil de seguranca favoravel e fora bem tolerado, apresentou
sincope como efeito colateral e algumas vezes hemoptise por hemorragia

pulmonar (Wardle et al, 2016).
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A fosfodiesterase 5 (PDE5) atua na degradacao do GMPc, logo, a inibicao
da PDE5 aumenta a disponibilidade de GMPc causando vasodilatacdo. O
inibidor da PDES, sildenafil avaliado nos estudos SUPER-1 e SUPER-2
demonstrou melhora na capacidade ao exercicio e classe funciona da OMS em
46% e 29% dos pacientes, respectivamente, porém a taxa de sobrevivéncia
estimada em trés anos foi de 79% (Galie et al, 2005; Rubin et al, 2011).
Resultados semelhantes foram encontrados com o uso do tadalafil, como
melhora ao exercicio, mas seu efeito sobre a mortalidade néo foi
adequadamente avaliado (Galie et al, 2009). Além disso, os inibidores de PDE5
apresentam reacOes adversas constantes, como cefaleia, distarbios
gastrointestinais, dores musculares e articulares e infeccbes respiratorios em
mais de 10% dos pacientes.

Por tanto, apesar de alguns desses farmacos prolongarem a sobrevida de
pacientes com HAP, a histdria natural da doenca nédo € alterada, justificando a
grande morbimortalidade (LAJOIE et al., 2016), e a necessidade da busca por
novas vias de tratamento frente as limitacdes importantes apresentadas pela
atual terapia direcionada a HAP.

1.1.4 MAPK P38a e HAP

As vias de sinalizacdo dependem de modificacdo de proteinas; seja por
meio da transcri¢do, traducéo e fosforilacdo de moléculas. Um dos mecanismos
de sinalizacéo celular envolvidos na fisiopatologia da HAP é a via de MAPK p38a,
proteina cinase ativada por mitdgeno (Church et al, 2015; Yan, S. et al, 2016;
Zarubin et al, 2005).

Proteinas MAPK (do inglés, Mitogen-Activated Protein Kinases) é uma
familia de serina/treonina cinases (Hanks, Quinn et al. 1988) que levam a
fosforilacdo do grupo OH de aminoacidos serina ou treonina (cujas cadeias
laterais sdo semelhantes). Estas enzimas transferem fosfatos aos atomos
de oxigénio dessas cadeias e esse processo é chamado de fosforilagdo. Assim,
0S substratos das serina treonina cinases sao sempre o ATP e uma proteina, e
0s produtos sdo ADP e uma fosfoproteina.

As MAPKs séo enzimas mediadoras de sinais em resposta a estimulos

externos que desencadeiam mecanismos fisiopatoldgicos em diversas doencas,
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modulando ativacdo do sistema imune, inflamacéo, protecéo contra o estresse
oxidativo, transcricdo génica, diferenciacdo, sobrevivéncia, apoptose,
proliferacéo celular, e metabolismo energético (Hanks, Quinn et al. 1988; Seger
and Krebs 1995; Burton et al, 2021; Canovas et al, 2021). As vias de sinalizacéo
MAPK séo evolutivamente conservadas entre eucariotos e, de acordo com a
similaridade no nivel da sequéncia primaria de aminoacidos e o modo de
ativacdo, membros da familia MAPK séo divididos em trés subfamilias: ERK (do
inglés, extracellular-signal-regulated kinase); JNK (do inglés, c-Jun amino-
terminal kinase) e p38 (Hanks and Hunter 1995; Bogoyevitch e Court, 2004).

A subfamilia MAPK p38 é composta por um grupo de 4 proteinas (p38a,
p38M3, p38y e p38d), que guardam entre si 60% de identidade na sua sequéncia
de aminoacidos, os quatro grupos sao codificados por genes diferentes e tem
diferentes expressbes teciduais. (Hanks and Hunter 1995). A p38a é
ubiquamente expressa na maioria das células, enquanto as outras parecem ser
expressas de uma maneira mais especifica nos tecidos; p383 no cérebro, p38y
no musculo esquelético e p38d nas glandulas enddcrinas (Cuenda et al, 2007).

Estimulos externos como fatores de crescimento, citocinas inflamatérias,
espécies reativas de oxigénio, hipdxia, estresse ambiental e LPS, desencadeiam
a fosforilagdo em cascata de moléculas envolvidas na ativacao da sinalizacao
MAPK p38 (Nebreda and Porras 2000). Evidéncias apontam que MAPK p38
quando ativada transloca-se do citoplasma para o nucleo e pode fosforilar cinase
ativada por estresse e mitdgenos (MSK 1/2) que ativa diretamente fatores de
transcricdo como CREB, ATF1, a isoforma NF-kB, e STAT 1/3, mas também
pode fosforilar as proteinas nucleossdmicas histona H3 (Soloaga at al,
2003; Arthur et al, 2008). MAPK p38a também fosforila MK2 e MK3 que
participam do controle da expressdo génica principalmente no nivel pos-
transcricional, fosforilando fatores de transcricdo como o fator de resposta sérica
(FRS), que constitui fator de transcricdo para AP-1 responsavel pela expressao
de c-fos, que desempenha um papel importante na expressdo de genes
envolvidos no reparo do DNA, proliferacao celular, parada do ciclo celular, morte
por apoptose e remodelamento da matriz extracelular (Shi et al, 2002; Roux et
al,2004; Tanos et al, 2005; Whitaker et al, 2021) (Figura 7).
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Figura 7: Via de MAPK p38, adaptado de Cuadrado et al, 2010.

Existe relacdo entre a via MAPK p38a e a inflamacéo. Diversas doencas
como artrite reumatoide, doenca de Alzheimer e doenca inflamatoria intestinal,
tem seus mecanismos inflamatérios descritos em parte pela via MAPK p38a
(Hollenbach et al, 2004). A ativacao de MAPK p38a esta implicada no aumento
da producado de mediadores inflamatérios, como fator de necrose tumoral (TNF)-
a, oxido nitrico sintase (iNOS), interleucina-1p (IL-1B) e interleucina-16 (IL-6)
diretamente relacionados ao processo inflamatorio e proliferativo na HAP (Jin et
al, 2014; Patel et al 2017). Além disso, MAPK p38a também regula a apoptose
celular mediada por caspases (Whitaker et al, 2021; Burton et al, 2021; Canovas
et al, 2021) uma importante condicdo envolvida na remodelacdo vascular
durante a HP.

A ativacdo da via MAPK p38a estd implicada no processo de disfuncéo
ventricular que ocorre na HAP, porque em cardiomiécitos hipertrofiados, p38a e
p38B, tem seus niveis aumentados, levando ha uma maior organizacdo dos
sarcdmeros e aumento do peptideo atrial natriurético (Yan, S. et al, 2016). A nivel
nuclear MAPK p38a fosforila fatores de transcricéao relacionados diretamente ao

processo hipertrofico como p53 envolvido em processos de apoptose e 0s
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fatores de transcricdo MEF2A, MEF2C e MEF2D relacionados com hipertrofia
cardiaca na HAP (Cuadrado et al, 2010). Além disso, foi demonstrado que a
inibicdo de MAPK p38 melhora hipertrofia e disfuncdo do VD em resposta a
sobrecarga de pressao (Kojonazarov et al, 2017). Portanto, MAPK p38a esta
envolvida em diversos aspectos da patogénese da HAP, como a inflamacgéo, a

hipertrofia, a proliferacéo celular, sendo um alvo promissor para a HAP.

1.2.0 Modelos de animais de HAP

1.2.1 Modelo de HP induzida por monocrotalina (MCT)

A MCT é um alcal6ide presente na Crotalaria spectabilis, que produz leséo
endotelial nas artérias pulmonares (Thomas et al, 1998). Essa leséo leva a um
remodelamento da parede dos vasos, maior resisténcia vascular pulmonar, e
consequente HP com hipertrofia ventricular direita. A administragdo de MCT
resulta no desenvolvimento progressivo de HP em varias espécies de animais e
foi descrito primeiramente apés a administracéo oral em ratos (Kay et al., 1967).
MCT provoca injuria vascular. O modelo de MCT é atualmente desenvolvido
através da injecdo parenteral desse alcaloide em solucédo, fazendo desse
protocolo um método simples e vidvel para um grande espectro de investigacdes.
Infelizmente, as respostas a MCT variam significativamente entre espécies e
linhagens devido ao seu metabolismo hepatico pelo citocromo P450. O
mecanismo pelo qual a MCT induz a HP ainda é duvidoso mas sugere-se que
MCT cause injaria endotelial direta que desencadeia no surgimento e progressao
de HP severa e eventualmente letal (Jasmin et al., 2001). Alguns estudos
sugerem que o aumento da pressao arterial pulmonar e remodelamento vascular
sdo causados pelo acumulo intenso de células inflamatérias na camada
adventicia nos pequenos vasos (Wilson, D. W. et al., 1989). Essas modificacdes
ocorrem em artérias e veias e precedem as evidéncias de hipertrofia do masculo
liso na camada média. Assim, a inflamacdo da adventicia, particularmente o
acumulo de macrofagos, é sugerido por alguns estudos como tendo mais efeitos
importantes na patogénese da HP do que as células endoteliais (Stenmark et al.,
2009). Além disso, observou-se modificacbes em veias, aumentando o0s

guestionamentos sobre esse protocolo como modelo de HAP (Meyrick e Reid,
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1982; Wilson, D. M. et al., 1989). Como fator negativo pode-se mencionar a
injuria hepatica e renal induzidas pelo MCT por produzir veno-oclusdo hepatica
(Roth et al., 1981; Chan et al., 2008).

Apesar da pouca similaridade do modelo de HP induzida por MCT, no que
diz respeito a fisiopatologia a nivel de vasos pulmonares, com o0 que ocorre em
humanos, a injecdo da MCT induz significativa hipertrofia e disfuncdo do VD.
Estas alteracdes séo as principais determinantes de sobrevida de pacientes com
todas as formas de HP, tornando esse modelo importante para avaliacdo de
novas estratégias que possam promover a cardioprotecdo. Apés a administracéo
i.p. de altas doses de MCT em ratos, a presséo sistdlica do VD pode aumentar
significativamente estando associada a baixa taxa de sobrevivéncia (~35%) 28
dias ap0s a administracao desse alcaloide (Roth et al., 1981; Jasmin et al., 2001;
Zapata-Sudo et al., 2012; Alencar et al., 2013; Alencar et al., 2014).

1.2.2 Modelo de HP induzido por hipoxia crénica

A hipoxia é frequentemente utilizada para induzir HP em uma grande
variedade de espécies de animais. Embora, exista grande variabilidade nas
respostas a hipdéxia crénica entre as espécies. Em contraste ao modelo de MCT
a HP induzida por hipdéxia, em quase todas as espécies de mamiferos estudadas
até o momento, apresenta modificacdes estruturais nos vasos bastante similares
(embora em magnitudes diferentes) nas linhagens estudadas (Stenmark et al.,
2009). A muscularizacéo das pequenas arteriolas pulmonares, geralmente vasos
nao-muscularizados, na parede alveolar comeca rapidamente. Muitas
possibilidades podem influenciar essas mudancas, adicionalmente a
diferenciacdo dos pericitos e/ou “migragdao” das células musculares lisas,
incluindo o recrutamento e diferenciacao de fibroblastos locais, recrutamento de
células mononucleares e progenitoras, e a transdiferenciacdo de células
endoteliais em células mesenquimais (Stenmark et al., 2006). Isso pode ser
devido a proliferacdo das células musculares lisas mediais. A hipertrofia das
células musculares lisas, entretanto, € observada em diversos vasos (Meyrick e
Perkett, 1989).

Adicionalmente, a inflamacédo aparenta desencadear uma importante

funcdo no processo de remodelamento induzido por hipOxia, pelo menos em
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algumas linhagens de ratos (Burke et al., 2009). Uma ades&o de moléculas e
citocinas inflamatorias dentro das paredes dos vasos foi observada com
infiltrados inflamatérios persistentes ao longo do estudo (Burke et al., 2009).
Além disso, ocorre significante espessamento e fibrose das arteriolas
pulmonares proximais, com enrijecimento das paredes (Drexler et al., 2008).
Duas semanas apd6s a hipoxia, os ratos desenvolvem HP moderada, com
aumento nos valores de pressdo arterial pulmonar que parecem estar
relacionados com a progressao das mudancas estruturais. A hipertrofia do
ventriculo direito ocorre, mas existe pouca evidéncia de insuficiéncia (Stenmark
et al., 2009). A exposicdo de camundongos a hipdxia cronica, embora cause
elevacles nas pressfes arteriais pulmonares, esta associada com um pequeno
remodelamento vascular, certamente menor do que ocorre em ratos (Frank et
al., 2008; Nozik-Grayck et al., 2008; Dempsey et al., 2009; Steiner et al., 2009).

No modelo de hipoxia crénica ndo existem indicios de fibrose da camada
intima e de lesbes plexiformes irreversiveis como 0 que ocorre em humanos.
(Stenmark et al., 2009). A HP induzida por hip6xia crénica também €, pelo menos
em parte, dependente do recrutamento de células progenitoras e inflamatorias
(Frid et al., 2006). Existe controvérsia sobre a ideia de que a hipdxia crénica
produz perda ou rarefacdo da microvasculatura pulmonar, como ocorre no caso
de HAP em humanos (Rabinovitch et al.,, 1983). Assim, os modelos
experimentais de hipdxia crénica em roedores podem ser vistos como modelos
de HP menos severa, ndo de HAP, e poderiam ser também vistos como
relevantes para estudos sobre a HP humana associada a hip6xia como ocorre
nos casos de pacientes com doencas do parénquima pulmonar (DPOC) e
pessoas que vivem em altas altitudes (Stenmark et al., 2009).

1.2.3 Sugen 5416/hip6xia: um modelo de HAP

O modelo animal de HAP severa foi desenvolvido com a intencdo de
reproduzir de forma aproximada ao que ocorre em humanos, 0S mecanismos
etiolégicos envolvidos na hiperproliferacdo das células endoteliais que
caracterizam as lesfes plexiformes (Taraseviciene-Stewart et al., 2001).
Baseados no conceito de que o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

é importante para a manutencdo e diferenciacdo das ceélulas endoteliais,
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Taraseviciene-Stewart e colaboradores ao inibir a sinalizacdo desse mediador
vascular em ratos expostos a normoxia ou hipoxia crénica, utilizando um inibidor
do receptor de VEGF (SU5416) também conhecido como semaxanibe, provocou
leve HP e remodelamento vascular pulmonar em ratos submetidos a normoxia,
mas uma severa e irreversivel HAP associada a proliferacdo predominantemente
pré-capilar das células endoteliais em ratos submetidos a hipoxia crénica. Os
ratos tratados com o SU5416 também apresentaram proliferacdo de células
musculares lisas, indicando que os receptores de VEGF das células endoteliais
regularam o crescimento das células musculares lisas pulmonares. A
administracdo de SU5416 e a inibicdo do receptor de VEGF pode causar
apoptose de células endoteliais, e em condicdo de hipoxia desencadeia a
proliferacdo de células endoteliais no limen dos pequenos vasos, devido ao fato
de que a hipoxia crénica, por si, e/ou a vasoconstriccdo excessiva estimulam a
proliferacdo de uma linhagem de células endoteliais resistentes a apoptose
(Taraseviciene-Stewart et al., 2001). A utilizacdo desse inibidor junto a hipoxia
leva a uma resisténcia a funcdo de apoptose, essa € a caracteristica da
associacdo, e é por isso que a proliferacdo fica extremamente aumentada.
Ocorre um desequilibrio; o VEGF é um fator de sobrevivéncia obrigatério para
CE (Voelkel et al, 2006), e a hipoxia crénica induz a maior expressao de VEGF
nas CE (Ferrara et al, 1999), e assim grande proliferacdo celular. Porém, a
inibicdo continua do receptor de VEGF com SU5416 leva a apoptose dessas
células, mas a presenca da hipoxia estimula células resistentes a apoptose a
proliferar. Causando um desequilibrio entre intensa proliferacdo e apoptose
(Taraseviciene-Stewart et al., 2001).

Interessantemente, a hipdxia cronica, juntamente a inibicdo do receptor
VEGF, causam severa e persistente HAP, mesmo ap0s 0s animais terem sido
removidos do ambiente de hipdxia, algo que ndo acontece no modelo de hipoxia
cronica sozinha, no qual os animais deixam de apresentar as caracteristicas
fisiopatolégicas da HP com o passar do tempo. A persisténcia e progressao da
doenca vascular pulmonar e da insuficiéncia ventricular direita €, de alguma
maneira similar, embora obviamente diferente em seu curso temporal, a
progressao das desordens hipertensivas pulmonares em humanos (Stenmark et
al., 2009). Uma das vantagens mais importantes desse modelo, € que a injecao
de SU5416 afeta apenas o0s receptores presentes nas ceélulas endoteliais
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pulmonares e ndo em outros 6rgaos (Burke et al., 2009). Neste modelo néo
houve aparecimento de infiltrado perivascular de monécitos e macrofagos. Esse
fato € importante de ser comparado com o que acontece no modelo de hipoxia
cronica isolada, 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 gravidade do modelo SU5416,
formacéao de lesGes 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. Esse modelo
estd bem estabelecido e consiste em hipoxia + SU5416 seguida de normoxia.
Depois de algumas semanas de normoxia, observa-se precocemente, alteracdes
vasculares pulmonares, alteracbes hemodinamicas, de intensidade a depender
do tempo em normoxia (Stenmark et al., 2009).

Por tanto, 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 avaliagdo das substancias em
diferentes protocolos. De acordo com a viabilidade dos modelos SU5416/hipdxia
- por induzir les6es pulmonares e insuficiéncia cardiaca que melhor reproduzem
o cenario clinico - e MCT - que apesar de promover hipertensdo em vasta gama
de vasos pulmonares, inflamacéo e ter efeitos sistémicos téxicos, ainda assim
promove intensa insuficiéncia ventricular direita - ambos representam uma boa
opcao para comparacdo de potenciais farmacoldgicos de novos candidatos a

farmacos.

1.3.0 Planejamento e desenvolvimento de derivados N-acilidrazdnicos

O Laboratério de Avaliagdo e Sintese de Substéncias Bioativas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (LASSBio/lUFRJ) apresenta como
missédo o planejamento, a sintese e a avaliacdo das propriedades farmacoldgicas
de novas substancias com atividade bioldgica, dentre essas as N-acilidrazonas
(NAH) (Barreiro, 2002).
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O foco do LASSBIo pelo fragmento N-acilidrazona se iniciou em 2002,
empregando-se a estratégia de simplificacdo molecular (Figura 8) sobre
derivados diidro(2H)piridazinénicos representada pela simples ruptura da ligacéo
carbono-carbono a, o que permitiu a sintese de inUmeros compostos N-
acilidrazénicos com promissoras propriedades anti-inflamatoria, antitrombatica e

analgésica (Lima et al., 2000).

0 simplificagdo 0
molecular J\
H H |
aN” 5 N”
| > Ill
) N
G a (ruptura da 7

ligacio a)

N-acilidrazona

2H-piridazinona

Figura 8: Esquema representativo da estratégia de simplificacdo molecular, utilizada para
romper a ligagéo a dos derivados 2H-piridazinénicos obtendo-se como produto um derivado que
apresentou a funcdo NAH, antes mascarada. Adaptado de Barreiro (2002).

Inibidores de serina/treonina cinases, como a IkB cinase B (IKK-2) e de
MAPK tem sido foco de pesquisa ao longo dos anos devido ao potencial uso
terapéutico desses inibidores no tratamento de doencas crénicas como cancer e
artrite reumatoide (Hollenbach et al, 2004, Gupta et al, 2014). A exemplo do
sucesso de alguns inibidores de tirosina quinase como vemurafenibe,
palbociclibe, e trametinibe, (Figura 9) usados como opcao terapéutica dessas
doencas (Bollag et al; 2012; Turner et al, 2015; Finn et al, 2016; Rutkowski et al,
2015; Wu et al, 2016).
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Trametinibe

Figura 9: Farmacos inibidores de tirosina cinases.

A inibicdo de proteinas cinases constituem um alvo terapéutico atraente
para o desenvolvimento de novos protétipos a farmacos (Noble et al, 2004; Wu
et al, 2015). Na busca e desenvolvimento de novos prototipos inibidores de
cinases realizada pelo LASSBIo, cabe destacar a substancia LASSBi0-1524
(Figura 10) que foi planejada através de estudos de modelagem molecular e foi
o primeiro inibidor de IKK2 (Clso = 20 uM) contendo a subunidade N-acilidrazona
(Duarte et al, 2007). A otimizagao estrutural de LASSBIio-1524 direcionou a
génese e identificacdo de LASSBI0-1829 (Figura 10) como um potente inibidor
de IKK2 (Guedes et al, 2016). Além disso, essa substancia também apresentou
importante atividade anti-inflamatéria em modelos animais (Guedes et al, 2016).
A partir da estrutura de LASSBIi0-1829 foram empregadas estratégias da
Quimica Medicinal como a simplificacdo molecular e bioisosterismo para o
desenvolvimento de 4 novos derivados N-acilidrazénicos (Barreiro et al, 2002;
Lima et al, 2005; Freitas et al, 2017) LASSBIi0-1827, LASSBIi0-1824, LASSBio-
1823 e LASSBI0-1832 (Figura 10). Apesar de terem sido planejadas como
inibidoras de IKK2, as moléculas ndo apresentaram atividade inibitoria nessa
enzima. Contudo, o perfil inibitério foi testado em outra cinase como a MAPK
p38a, demonstrando potencial atividade inibitéria, com concentracdo inibitéria
meédia (Clso) entre 4.45 a 50.9 uM.
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Figura 10: Representacdo esquematica do desenvolvimento de novos derivados N-
acilidraz6nicos.

Dentre a nova série de derivados, destacou-se LASSBIio-1824 (Figura 11),
um potente inibidor de MAPK p38a com Clso de 4.45 puM, acéo inibitéria verificada
por meio de um ensaio de inibicdo de cinases (Goettert et al, 2010). A relevante
acdo inibitéria de LASSBIi0-1824 na MAPK p38a, uma cinase pré-inflamatoria,
foi também confirmada através da atividade anti-inflamatoria in vivo. LASSBIo-
1824 apresentou uma promissora acdo anti-inflamatéria, além de diminuir
significativamente a producdo de TNF-a, corroborando seu potencial como
prototipo anti-inflamatorio. (Freitas et al, 2017).

A MAPK p38a atua fosforilando seus alvos, ela usa o ATP para transferir
fosfato para seus substratos, por meio de um sitio especifico da molécula. O
mecanismo de acdo de LASSBIi0-1824, proposto através de docking molecular,
ocorre por impedimento dessa ligacao entre o ATP e a molécula de MAPK P38a.
LASSBIi0-1824 interage em uma cavidade distinta do sitio de ligacdo ao ATP da
MAPK p38a, ela interage com residuos de aminoacidos His-171 e Asp-165
através de pontes de hidrogénio e dessa forma impede a fosforilagéo pela MAPK
P38a. (Freitas et al, 2017). Cabe adicionar que o docking € um modelo estimado
em um softwere de computador, e somente com estudos de cristalografia de
raios X, poderiamos afirmar exatamente em qual regido da enzima a LASSBio-

1824 interage.
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LASSBio-1824
Figura 11: Estrutura de (E)-N-(4-(piridin-2-il) benzilideno)-2-nafto-hidrazida (LASSBio-1824).

1.4.0 Justificativa

7

A HAP é uma doenca progressiva, e muitos pacientes se tornam
refratdrios a terapia atualmente disponivel. As intervencbes para esses
pacientes, vao desde o uso de medicacles direcionada ao tratamento dos
sintomas apresentados como a oxigenoterapia, anticoagulantes e diuréticos,
assim como o transplante pulmonar.

Embora os farmacos descritos ja venham sendo utilizados no tratamento
da HAP, ndo h& ainda uma terapia especifica, que reduza consideravelmente a
progressdo e mortalidade da doenca. Além disso, os medicamentos usados na
atualidade apresentam em geral efeitos adversos importantes, e ndo abordam
alteracdes fundamentais causadas pela HAP, como a hipertrofia de parede do
VD e a inflamacéo.

Uma vez que a via de MAPK P38a pode influenciar diversas etapas
envolvidas na patogénese da HAP, a inibicdo de MAPK p38a pela LASSBIi0-1824
parece ser um alvo promissor, ja que pode interferir em processos inflamatorios
e proliferativos da HAP. E afetar processos de hipertrofia cardiaca e
consequentemente de insuficiéncia cardiaca, que sdo os modificadores da
classe funcional do paciente e morte. Enquanto os farmacos utilizados
atualmente, cujo efeito é basicamente vasodilatador.

Desta forma, € interessante elucidar 0sS mecanismos celulares
intimamente ligados na fisiopatologia HAP para se identificar alvos terapéuticos
mais especificos. Novas abordagens para o tratamento da HAP devem ser
consideradas, assegurando um perfil de baixa toxicidade, além de alta eficacia
antiproliferativa, anti-inflamatéria e antiapoptoética no tratamento da HAP.

46



2.0 OBJETIVO

2.1.0 Objetivo geral

Avaliacado farmacologica de um novo inibidor de MAPK p38a na HAP
induzida por MCT ou hipdxia/SU5416 em ratos.

2.1.1 Objetivos especificos

+ Efeito de LASSBIi0-1824 na funcao vascular pulmonar;

* Pardmetros hemodinamicos em ratos com HAP tratados ou ndo com
LASSBIi0-1824;

» AlteracOes histopatolégicas cardiacas e em artérias pulmonares apos o
tratamento com veiculo e LASSBIi0-1824;

* Investigar acdo de LASSBIio0-1824 na via de sinalizacdo MAPK-p38a.
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3.0 METODOLOGIA

3.1.0 Local da pesquisa

Este projeto foi realizado no Laboratorio de Farmacologia Cardiovascular
com a colaboracdo do Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias
Bioativas (LASSBio®) que compdéem o Programa de Pesquisa em
Desenvolvimento de Farmacos do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.1.1 Comité de ética

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
e pesquisa com animais da Universidade Federal do Rio de Janeiro (sob o
namero 039/19).

3.1.2 Substancias Utilizadas

LASSBI0-1824 e SU5416 foram sintetizados e gentilmente fornecidos pelo
Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio®; da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de janeiro, Brasil). Dimetilsulfoxido
(DMSO), ketamina e xilazina foram gentilmente fornecidos por Cristalia produtos
qguimicos e farmacéuticos (Itapira, Sdo Paulo, Brasil). DMSO foi diluido em agua
purificada a uma concentragéo de 0,2% v/v. Fenilefrina (Phe) e acetilcolina (ACh)
foram adquiridas na Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e dissolvidas em agua
destilada. Anticorpos para o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), MAPK p-38,
MAPK p-38 fosforilada (fosfo-p-38 MAPK) e proteina nuclear (c-Fos) foram
adquiridos na AbCam (Cambridge, MA, EUA), enquanto anticorpos para quinase
5 regulada por sinal extracelular (ERK5), quinase 5 regulada por sinal
extracelular fosforilada (fosfo-p-ERKS5), 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS),
caspase 3 e o0 anticorpo anti-alfa-actina do musculo liso (aSMA) foram adquiridos
na Cell Signaling Technology (Danvers, MA, EUA). Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
Anticorpo secundario de IgG anti-coelho peroxidase de rabano silvestre (HRP)

48



foi obtido da Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Anticorpo secundario usado na

imunocitoquimica para aSMA foi adquirido de Nichirei (Téquio, Japao).

3.1.3 Indugc&o de HAP com monocrotalina (MCT)

Todos os experimentos foram realizados e analisados de forma cega.
Inicialmente foi utilizado o modelo de HP induzida por MCT, no qual os ratos
Wistar machos (180 - 2509) receberam uma Unica injecéo intraperitoneal de MCT
dissolvida em 1N HCI (pH 7,4) dose de 60mg/kg (n = 10). Apés 14 dias e com a
confirmacdo da HP através do ecocardiograma, foi iniciado o tratamento
terapéutico com LASSBIi0-1824 dissolvido em DMSO (20mg/kg i.p) com duracao
de 14 dias (Zapata-sudo et al, 2012; Alencar et al., 2014; Alencar et al., 2017).
Ecocardiograma foi realizado antes do inicio do protocolo e apés 14 dias da
injecdo de MCT para confirmacao da doenca através da aquisicdo do doppler da
artéria pulmonar que obtém a imagem do fluxo da AP, assim como medidas do
tempo de aceleracdo da artéria pulmonar (TAP) e tempo de ejecdo da artéria
pulmonar (PET) - (Thibault et al., 2010; Gomez-Arroyo et al., 2012; Alencar et
al., 2017; Alencar et al., 2018; Bordenave et al., 2020).

ApGs a confirmagdo os animais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos; grupo MCT + veiculo-DMSO (n =5) e grupo MCT+LASSBI0-1824 (n=5).
O grupo controle (sem administracdo de MCT n=5) recebeu injecdes de veiculo-
(DMSO; 100uL por kg) no primeiro dia do protocolo, assim como na fase de
tratamento. Os ratos foram pesados diariamente e as doses ajustadas
apropriadamente, de acordo com as variagdes nos pesos corporais. E ao final
do protocolo foram submetidos novamente ao exame de ecocardiografia

transtoracica (Figura 12).
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Figura 12: Esquema do desenho experimental para o protocolo de HAP induzido por MCT.
Ecocardiograma foi realizado no inicio do estudo d1, no d14 para confirmag&o da HAP e ao final
do protocolo. MCT, monocrotalina; HAP, hipertensdo arterial pulmonar. Grupo controle n = 5,
grupo MCT + veiculo (DMSO), n =5, grupo MCT + LASSBIi0-1824, n = 5.

3.1.4 Animais e desenho experimental hipéxia SU5416

Para induzir a HAP, ratos Wistar machos (180 - 2509), foram alojados em
gaiolas contendo 3-4 animais, a temperatura de 21 °C, com acesso livre a agua
e racao, respeitando ciclo/claro escuro de 12h. Nessas condi¢cdes os animais
foram expostos durante 3 semanas a hipoxia normobarica (10% O2; n = 10),
através da manutencdo em camara de acrilico ventilada, na qual o nitrogénio foi
injetado (90%) sob um controlador (ProOx 360, BioSpherix; Lacona, NY, EUA).
Durante a hipOxia 0s animais receberam uma vez por semana, via intraperitoneal
SU5416 20mg/kg (Vitali et al, 2014; Alencar et al., 2018; Silva et al, 2020).
SU5416 foi suspenso em carboximetilcelulose 0.5%, Tween80 0,4% e alcool

benzilico em salina isotbnica 0,9%. A camara de hipoOxia foi aberta a cada 3 dias,
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por menos de 20 min, para limpeza das gaiolas e para reabastecimento de racéo
e agua. O grupo controle foi mantido em ambiente de normoxia (ar ambiente a
21% de O2; n = 5) e recebeu injecdes semanais de veiculo (DMSO 100uL por
kg). O ecocardiograma foi realizado antes do inicio do protocolo em todos os
grupos experimentais, 3 semanas apo0s a primeira injecdo de SU5416 com
hipoxia e ao final do tratamento com LASSBIi0-1824. Utilizou-se o doppler na
artéria pulmonar para adquirir imagem do trato de saida do fluxo da AP, e 0
estabelecimento da HAP foi confirmado por uma alteracédo na forma da onda de
fluxo juntamente com medidas do tempo de aceleracdo da artéria pulmonar
(TAP) e tempo de ejecdo da artéria pulmonar (TET). Essas medidas foram
utilizadas como parametro de estabelecimento da HAP (Thibault et al., 2010;
Gomez-Arroyo et al., 2012; Alencar et al., 2017; Alencar et al., 2018; Bordenave
et al., 2020). A Figura 13 mostra a linha temporal usada para caracterizar a
evolucdo da HAP e o protocolo experimental. Uma vez confirmado a HAP, os
ratos SuHx foram expostos a condi¢cdes de normoxia por 2 semanas adicionais
e foram divididos em dois grupos: SuHx + veiculo (DMSO; 100uL por kg; n = 5)
e SuHx + LASSBIi0-1824 (n = 5).

Esse modelo experimental foi utilizado em dois tempos; num primeiro
momento, de forma comparativa, desenvolvemos um grupo em que 0s ratos
SuHx foram tratados com a dose de 20 mg/kg i.p. de LASSBIio-1824 dissolvido
em DMSO por 14 dias, a mesma dose e via de tratamento realizado no grupo
MCT, os ratos normoxia, € SuHx + veiculo foram tratados com DMSO (100uL
por kg; i.p). Posteriormente num outro grupo experimental, o tratamento do grupo
SuHx foi com LASSBIi0-1824 dissolvido em DMSO por via oral na dose de
50mg/kg por 14 dias. Esta dose foi escolhida seguindo os procedimentos ja
publicados pelo nosso grupo de pesquisa em que administramos compostos de
N-acilihidrazona a 50mg/kg/dia v.0. em ratos com HP (Alencar et al., 2013;
Alencar et al., 2014). Como a via de administracdo oral apresenta maior
vantagem, a continuidade da avaliacdo farmacoldgica foi realizada apenas nos

grupos tratados oralmente com LASSBIi0-1824.
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Figura 13: Esquema do desenho experimental para o protocolo de HAP induzido por SuHx.
Ecocardiograma foi realizado no inicio do estudo d1, no d21 para confirmag&o da HAP e ao final
do protocolo. SuHx, SU5416/hipbxia; HAP, hipertenséo arterial pulmonar. Grupo normoxia n =5,
grupo SuHx + veiculo (DMSO), n =5, grupo SuHx + LASSBIi0-1824, n = 5.

3.1.5 Ecocardiografia transtoracica

Os animais foram anestesiados inicialmente com uma mistura de
isoflurano/oxigénio a 3% em uma caixa de contencao, e apos a inducdo foram
mantidos com isoflurano/oxigénio a 1,5% através de um cone nasal durante
ventilacdo espontanea e colocados em decubito lateral esquerdo para realizacao
da ecocardiografia. A temperatura da sala foi mantida a aproximadamente 25° C
para evitar hipotermia. E cada exame, da anestesia a obtencao de imagens teve
duracdo maxima de 10 minutos. A hemodindmica do VD e a funcéo e estrutura

cardiaca foram avaliadas por um sistema de imagem de ultrassom de alta

52



resolucao equipado com um transdutor RMV-710B com frequéncia de 25 MHz e
distancia focal fixa de 15 mm montada em um sistema integrado (Vevo 770,
Visualsonics, Toronto, Canadda). Todas as medidas foram obtidas de acordo com
as diretrizes da Sociedade Americana de Ecocardiografia, e realizadas por um
examinador experiente.

A avaliacdo da resisténcia vascular pulmonar foi realizada de forma néo
invasiva por meio de medida do TAP obtida pelo ecocardiograma com doppler
de onda pulsada na via de saida do VD (Toba et al, 2002; Jones et al, 2002;
Augustine et al, 2018; Silva et al, 2020). Os valores obtidos para TAP foram
normalizados pelo TET a fim de atenuar a influéncia de possiveis flutuacdes da
frequéncia cardiaca nao relacionadas a HP (Urboniene et al., 2010; Abe et al,
2010).

O diametro da AP (APd) e a integral da velocidade tempo (IVT) da AP
foram medidos no plano paraesternal de eixo curto no meio da sistole, pela
ecocardiografia Doppler bidimensional e onda de pulso, respectivamente. O
débito cardiaco do ventriculo direito (DCVD) foi calculado como DCVD = 0,785 x
(APd)? x IVT x frequéncia cardiaca. A espessura da parede do VD foi obtida em
modo M para determinar um indice indireto de hipertrofia (Urboniene et al., 2010,
Silva et al, 2020). As areas do VD e VE foram obtidas em modo B e o volume
sistélico do ventriculo esquerdo (VSVE) foi calculado de acordo com o método
de Simpson. O débito cardiaco do VE (DCVE) foi calculado como DCVE = VSVE

x frequéncia cardiaca (Toba et al, 2002; Jones et al, 2002).

3.1.6 Medida invasiva de parametros hemodinamicos vasculares e

intraventriculares

Os animais foram submetidos a anestesia com ketamina (80 mg/kg, i.p.)
e xilazina (15 mg/kg, i.p.) e mantidos em ventilagdo espontanea durante os
procedimentos. Um cateter PTFE30 foi inserido na artéria carotida para medir a
pressdo arterial sistolica (PAS), diastolica (PAD) e arterial média (PAM).
Posteriormente, 0 mesmo cateter foi introduzido no VE para registrar a pressao
sistélica do VE (PSVE). A veia jugular direita foi usada para acessar o VD usando
um segundo cateter PTFE30 para registrar a pressao sistolica do ventriculo
direito (PSVD), pressédo diastolica final e taxas de contracdo e relaxamento
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(+dP/dt-). O cateter foi conectado a um transdutor de pressdao (MLT884,
ADInstruments, Inc., Colorado Springs, CO, EUA). Todos os parametros foram
registrados em computador para analise usando o software Lab Chart (Versao
7.0, ADInstruments, Inc.; Sydney, Australia). Imediatamente apds as medidas 0s
animais foram eutanasiados por exsanguinacao através de punc¢do cardiaca

para retirada de tecidos e consequente avaliacao histopatologica e molecular.

3.1.7 Avaliagdo dareatividade vascular de anéis de artérias pulmonares

Apoés a eutanasia, 3 mm da artéria pulmonar mais proxima do coracdo foi
removida e preparada para registro da tensdo isométrica. Os anéis foram
posicionados em cubas experimentais por meio de hastes metalicas, com uma
extremidade do tecido conectada a um transdutor de forca para o registro de
tensdo. No interior das cubas experimentais, os anéis da artéria pulmonar foram
imersos em uma solugao nutridora de Tyrode modificada (NaCl 120 x 10-3
mol-L-1, 5,9 x 10-3 mol-L-1 KCI, 1,2 x 10-3 mol-L-1 MgClI2, 1,2 x 10-3 mol.L-1
NaH2P0O4, 18 x 10-3 mol.L-1 NaHCO3, 1,2 x 10-3 mol.L-1 CaCl2 e 11 x 10-3
mol.L-1 glicose; pH 7,4) e oxigenado com gas carbénico (95% 02 / 5% CO2) a
37,0 £ 0,5 °C. Apo6s o equilibrio por 2 horas a 1,5 g de tensdo em repouso, as
preparacdes foram expostas a concentracdes crescentes de fenilefrina (Phe: 1
nM - 10 uM), com a concentragéo seguinte sendo adicionada ao se atingir o platd
de contracéo induzida pela concentracdo prévia, o que demora em torno de 5-
10 min. Apds um platd de contracdo com 10 uM de Phe, os anéis de AP foram
expostos a concentracdes crescentes de acetilcolina (ACh: 1 nM - 10 uM) para
determinar a capacidade de vasodilatacéo e a integridade endotelial, da mesma
forma com a concentracdo seguinte sendo adicionada ao se atingir o platé de
relaxamento da concentracdo anterior. As medidas isométricas de tensédo dos
anéis da artéria pulmonar em resposta a fenilefrina e acetilcolina foram
registradas conforme descrito por Alencar et al, 2013. Os resultados foram
armazenados em computador para posterior analise usando programa Lab Chart

(Verséo 7.0, ADInstruments, Inc.).
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3.1.8 Retirada e acondicionamento de tecidos

Antes da fixacdo os coracOes foram pesados e a parede do VD foi
separada do VE e septo (S) e seus pesos umidos foram registrados para célculo
do indice de hipertrofia de Fulton, como razdo entre o peso do VD e o VE mais
o septo (VD/VE + S) - (Silva et al, 2020). O VD foi seccionado longitudinalmente
e uma porcao foi rapidamente congelada em nitrogénio liquido para analise
molecular, e a outra imersa em formalina tamponada neutra. Os pulmdes foram
lavados brevemente em solucéo salina, os lobos esquerdos foram inflados com
formalina tamponada neutra para obter uma superficie lisa e imersos nesse fluido
para fixacdo e posterior incorporacdo em parafina. Os lobos direitos foram
congelados rapidamente em nitrogénio liquido para andlise de expressdo de
proteinas (Alencar et al., 2017).

Os tecidos separados para estudo histolégico, permaneceram fixados em
formalina por uma semana e depois foram parafinizados: inicialmente foram
imersos em alcool 70% por 24h, passam por uma série de 3 banhos de alcool
etilico absoluto, em seguida 3 banhos de xilol. Os pulm&es ficaram 40 minutos
em cada banho e os VD 20 minutos. Por fim, os tecidos foram submetidos a dois
banhos de parafina (60°C, 60 min cada), e em sequéncia inseridos em blocos de
parafina para posterior corte em micrétomo. Secc¢des de parafina (4 um) do VD
e pulmdes foram delicadamente acomodados em laminas de vidro para secagem
em estufa. O material histolégico foi numerado aleatoriamente para serem

corados e analisados por um observador independente (Silva et al, 2020).

3.1.9 Analise morfométrica e imuno-histoquimica de VD e pulmdes

Cortes de VD e pulmdes foram corados por picro-Sirius red (PSR) para
avaliacdo do contetudo de colageno cardiaco e perivascular. Os cortes foram
reidratados com lavagem com xileno e etanol e, em seguida, corados com PSR
por 90 minutos e montados com Entellan (Merck, Alemanha) conforme descrito
anteriormente (Alencar et al., 2017; Silva et al 2020). O contetudo de colageno
perivascular foi determinado como a razao entre a area perivascular e a area da
seccao transversal do vaso (area de colageno em torno de uma arteriola,

normalizada pelo diametro da arteriola), e o colageno intersticial do VD foi
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expresso pela area média de colageno no tecido miocardico por campo. Foram
fotografadas de 15-20 arteriolas com didametro externo inferior a 150 ym dos
pulmdes (sob aumento de 1000 x) e 10 campos de VD (sob aumento de 400 x)
usando uma camera digital (Canon A620, Canon, EUA) acoplada a um
microscopio 6ptico (Axiostar, Zeiss, Alemanha). Para avaliacdo do infiltrado
celular cardiaco, cortes de VD foram corados com hematoxilina e eosina (H&E),
seguido da captura de imagens, 10 campos de VD (sob aumento de 400 x) para
realizar a contagem do numero de células intersticiais e consequente detec¢do
de infiltrado celular. Utilizou-se o programa de processamento de imagem
ImageJ (dominio publico) para analise das imagens (Silva et al 2020).

Para a avaliacdo da hipertrofia medial nas arteriolas pulmonares as
secgdes de pulméo foram imunocoradas para a-SMA. A atividade da peroxidase
endogena foi extinta usando peroxido de hidrogénio a 3% (v/v) apos
desparafinacao e reidratacdo das secOes seguida de bloqueio da ligacdo nao
especifica usando incubacdo de BSA a 5% por 60 minutos. Depois disso, as
secdes foram incubadas por 2 h com anticorpo primario (1:500 anti-a-SMA em
PBS-BSA 1%). ApGs a lavagem em PBS, as laminas foram expostas ao
anticorpo secundario de (polimero anti-rato-HRP diluido 1:3 em PBS) por 2h.
Apds mais um banho em PBS, as laminas foram coradas e incubadas com 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) por 5-10 min, contra coradas com hematoxilina
aluminica por 1 min, lavadas em bicarbonato de sédio a 0,01% por 1 min e
montadas com Entellan (Merck, Alemanha). Foram fotografadas de 15-20
arteriolas com diametro < 150 ym usando camera digital (Canon A620, Canon,
Estados Unidos) acoplada a um microscépio éptico Axiostar (Zeiss, Alemanha)
sob aumento de 1000x. A espessura média da parede dos vasos foi calculada
pela porcédo da parede marcada positivamente para a-SMA, corada em marrom,
correspondente a camada muscular, e expressa como a porcentagem da area
da secéo transversal do vaso. Esses valores foram calculados usando-se a
ferramenta de poligono no programa ImageJ (Silva et al, 2020).

Cortes de pulméo foram imunocorados para TNF-a, iNOS e MAPK p38,
apos desparafinagdo, extingdo da peroxidase enddgena com peroxido de
hidrogénio a 3% e recuperagao de antigeno em citrato (TNFa e MAPK p38) ou
tampao Tris’sEDTA (INOS) por 30 min a 98°C. O bloqueio de ligacdo né&o
especifica foi realizado por incubacdo com 5% de BSA em solucdo salina
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tamponada com fosfato (PBS) por 60 min antes de incubar durante a noite em
anticorpos primarios na diluicdo de 1:50 em 1% BSA-PBS. ApoOs lavagem em
PBS, as laminas foram incubadas por 2 h em anticorpo secundario conjugado
com polimero HRP (diluido 1:3 em PBS) seguido de colora¢cado com solugéo 3,3'-
diaminobenzidina. Hematoxilina foi usada como contra coloracdo e o teor de
proteina foi expresso pela porcentagem de area corada, da area total do campo,
positivamente marcada com a proteina, sob ampliacdo de 1000x, quantificada
usando a ferramenta de color threshold do Fiji-ImageJ (ferramenta de limiar de
cor), a qual determinou positividade da &rea marcada a partir de intensidades
definidas de marcacéao (Schindelin et al, 2012).

As seccbes de VD foram imunocoradas para c-fos conforme descrito
acima, exceto por uma etapa de permeabilizacdo em PBS contendo 0,05% de
Tween20 por 30 min antes do blogueio ndo especifico em 1% de soro de cabra
normal em PBS por mais 30 min. Foram fotografados 10 campos, conforme ja
descrito, com aumento de 1000x. A translocac&o nuclear da proteina c-fos no
VD foi expressa pela porcentagem de nucleos de cardiomiécitos corados em
marrom sob aumento de 1000x. Foram contados os cardiomiécitos com nucleos
marcados em campo, e esse valor foi normalizado pelo nimero total de

cardiomiécitos no campo (Silva et al, 2020).

3.2.0 Expresséo de proteinas - andlise de Western Blot

Tecidos do pulméo e do VD foram obtidos, armazenados em tampéao de
lise com inibidores de protease e congelados em nitrogénio liquido até a
homogeneizacdo. Os tecidos pulmonares e cardiacos foram homogeneizados
em um homogeneizador de vidro potter usando tampao de lise (12,5% de
sacarose, 20 mM de Tris-HCI pH 7,4, 1 mM de EDTA) na presenca de 1 mM de
fluoreto de fenilmetanossulfonil, 1 mM de benzamidina, 1 mM de ditiotreitol e 1
pg/mL de inibidores de proteases (pepstatina, quimostatina, aprotinina,
leupeptina e antipaina). A mistura foi centrifugada por 5 min a 1000 x g e 0
sobrenadante (cerca de 1ml) foi coletado e congelado a -80°C. A concentragéo
de proteina total em cada amostra foi determinada usando reagente Coomassie
Blue. As proteinas (50 pg) foram separadas em gel SDS-PAGE a 10% e

transferidas para uma membrana de nitrocelulose usando um sistema semi-seco
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(Bio-Rad; Hercules, CA, EUA). As membranas foram bloqueadas usando 5% de
leite desnatado dissolvido em PBS, que continha 0,1% de Tween 20 e incubadas
com anticorpos primarios contra; TNFa (1:1000), caspase-3 ativa (1:1000), fosfo-
p-38 MAPK (1:1000), iNOS (1:1000), fosfo-p-ERK5 (1:100), c-fos (1:200) e
GAPDH (1:1000), todos diluidos em PBS. A solucdo de anticorpo foi usada duas
vezes. Ap6s a marcacdo das membranas com anticorpos secundarios (diluidos
1:10000 em PBS), a deteccdo de bandas especificas foi realizada por
quimioluminescéncia usando ImageQuant (LAS4000, GE Healthcare Life
Sciences; Chicago, IL, EUA). As imagens adquiridas foram analisadas no
software Fiji-lmageJ (Schindelin et al, 2012), e a banda de proteina individual

densidades de 5 réplicas biolégicas foram normalizadas para GAPDH.

3.2.1 Anélise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrédo da média (SEM) e
foram analisados usando o software GraphPrism (versédo 6.0; GraphPad, San
Diego, CA, EUA). Normalidade dos dados e homogeneidade dentro dos grupos
foram confirmadas usando Kolmogorov—Smirnov e Brown-Testes de Forsythe,
respectivamente. Os grupos experimentais foram comparados usando analise
de variancia (ANOVA) com nivel de significancia de p < 0,05, seguido de um
post-hoc teste de Tukey. A correlacdo de Pearson foi usada para andlise de
correlacéo entre a espessura da parede do vaso, funcao endotelial e alteracdes
na relacdo PAT/PET.
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4.0 RESULTADOS

4.1.0 Hemodinamica cardiovascular e parametros funcionais

4.1.1 Administracao i.p. nos grupos MCT e SuHXx

Para investigar os efeitos da LASSBIi0-1824 na HAP inicialmente foram
desenvolvidos dois estudos iniciais comparativos; um grupo MCT no qual os
animais doentes (HAP) receberam o tratamento com a LASSBIio-1824 via
intraperitoneal na dose de 20 mg/Kg, e em seguida um novo grupo SuHx, em
gue os animais doentes também receberam a LASSBIio-1824 via intraperitoneal
dose de 20 mg/Kg, ambos com (n=>5).

Os animais HAP tratados com veiculo de ambos os modelos animais
apresentaram uma reducdo do TAP, em comparagdo como 0S grupos que
receberam a LASSBIi0-1824 e o normoxia (Figura 14; p<0,05). O tempo de
aceleracdo pulmonar é uma medida indireta da resisténcia vascular pulmonar, e
esse resultado ecocardiogréfico, juntamente com medidas hemodinamicas
invasivas comprovaram que 0s animais desenvolveram a HAP e obtiveram
melhora como tratamento. A PSVD aumentou consideravelmente nos animais
doentes (HAP tratados com veiculo), e o apd6s o tratamento com LASSBi0-1824,
os valores reduziram de forma semelhante ao que existia nos animais controle
em ambos os modelos. (Figura 14; p<0,05).

A espessura de parede livre do VD aumentou de forma consideravel nos
animais HAP que receberam apenas DMSO, e o tratamento de 14 dias com
LASSBIio-1824 foi capaz de reverter em ambos os grupos, MCT e SuHx, essa
alteracéo (Figura 15; p<0,05). Corroborando com esse achado ecocardiogréfico,
o indice de Fulton (relacdo VD/VE + septo) aumentou nos animais doentes
tratados com veiculo, em relacdo aos grupos controles, e o tratamento com o

inibidor de MAPK P38a reverteu essa alteragéo (Figura 15; p<0,05).
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Figura 14: Efeitos da terapia com LASSBIi0-1824 nas alteracdes vasculares pulmonares e
hemodindmicas observadas em ratos SuHx e MCT. (A/C) imagens representativas do trato de
saida do fluxo da AP de todos os grupos. (B/D) tragcados representativos da PSVD. (E/G) tempo
de aceleracdo pulmonar. (F/H) PSVD. Dados representam a média + S.E.M. (n = 5 ratos por
grupo). * P <0,05 em comparag¢do com o grupo hormoxia; #P <0,05 em comparag&do com o grupo
SuHx tratado com veiculo. One-way ANOVA com multiplas comparacdes. Teste post hoc de
Tukey. SuHx, SU5416/hipéxia; MCT, monocrotalina; HAP, hipertensao arterial pulmonar; PSVD,
pressao sistélica do ventriculo direito.

O aumento da espessura de parede € uma consequéncia ao aumento da
RVP, ou seja, da pés-carga do VD, assim como o0 aumento da area do VD, que
se elevou nos animais com HAP tratados apenas com veiculo em compara¢ao
0S grupos normoxia e LASSBIio-1824, adquirindo valores semelhantes aos dos
controles apos o tratamento com LASSBIio-1824 (Figura 15; p<0,05). Contudo,
nao houve diferencas na area do VE entre os grupos de ambos os modelos

animais (Figura 15; p<0,05).
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Figura 15: Efeitos do tratamento com veiculo ou LASSBIi0-1824 na estrutura do coragédo de ratos
SuHx e MCT. (A/C) imagens representativas da parede livre do VD obtidas pela ecocardiografia
modo-M. (B/D) imagens representativas de incidéncias paraesternais no eixo curto obtidas por
ecocardiografia modo B (em diastole final). (E/G) espessura da parede livre do VD. (l/L) relagcéo
VD/VE + septo. (F/H) Area de VD. (J/M) Area do VE. Dados representam a média + S.E.M. (n =
5 ratos por grupo). * P <0,05 em comparac¢do com o grupo norméxia; #P <0,05 em comparagao
com o grupo SuHx tratado com veiculo. One-way ANOVA com mudltiplas comparacfes. Teste
post hoc de Tukey. SuHx, SU5416/hipdxia; MCT, monocrotalina; HAP, hipertensédo arterial
pulmonar; VD, ventriculo direito; VE, ventriculo esquerdo.

4.1.2 Administracéo oral no grupo SuHx

O protocolo experimental e os tratamentos com veiculo ou LASSBi0-1824
tiveram efeitos neutros no peso corporal final, uma vez que o0 mesmo nao se
alterou entre os grupos experimentais (Figura 16). Durante o tratamento oral,
nem o veiculo nem o LASSBIi0-1824 promoveram efeitos significativos sobre as
pressdes sistémicas dos grupos experimentais (Tabela 3), uma vez que a PAS,
PAD e PAM de forma invasiva ndo foram alteradas, indicando a auséncia de
hipotensdo sistémica indesejada. No final do protocolo, a PSVE permaneceu
inalterada pela HAP ou pelos tratamentos (Tabela 3). Nao foram observadas
diferencas significativas no VSVE, DCVE e frequéncia cardiaca entre os ratos

controle ou com HAP. Contudo, o DCVD dos animais SuHx tratados com veiculo
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reduziram consideravelmente quando comparado aos grupos normoxia e
tratados com LASSBIio0-1824 (Tabela 3).

Curva de peso

300 -
@& Normoxia
- SuHx + DMSO
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-k~ SuHx + LASSBio-1824
=
8 200
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100 T T T T 1
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Figura 16: Curva de peso de ratos com HAP induzidos por SuHx e normoxia tratados com veiculo
ou LASSBI0-1824.

SuHx + LASSBio-

SuHx + veiculo

1824
FC (bpm) 283.0 + 10.2 302.5+ 25.56 285.1+ 13.67
PAS (mmHg) 106.9 + 6.8 104.7 + 3.8 97.2+8.6
PAD (mmHg) 79.5+7.1 81.6+4.5 713+5.4
PAM (mmHg) 93.3+6.9 93.4+4.1 84.2+2.8
DCVE (mL/min) 86.18 + 7.55 73.23+ 3.91 81.36+4.35
PSVE (mmHg) 98.1+4.1 83.3+5.2 89.6+2.4
Area VE (mm?) 35.3+3.0 342436 324443
DCVD (mL/min) 90.25 3.9 67.45 £ 5.4% 91.21 + 6.15
PDfVD (mmHg) 6.77+1.23 7.01+3.62 4.81+1.66
VD +dP / dt (mmHg.s1) 1162 +193 1608 + 317 1114 + 209
VD-dP / dt (mmHg.s1)  -1117 +171 -1753 + 426 -1074 + 165

Tabela 3: Funcéo cardiaca e medidas hemodindmicas ventriculares — Grupo SuHx- 50mg/Kg via
oral. Dados representam a média + SEM (n = 5 ratos por grupo). * p <0,05 em comparag¢éo com
0 grupo controle normoxia. #p <0,05 em compara¢do com o grupo SuHXx + veiculo. PAS, presséo
arterial sistélica sistémica; PAD, pressao arterial diastélica sistémica; PAM, pressédo arterial
média sistémica; PSVE, pressao sistélica do ventriculo esquerdo; DCVE, débito cardiaco do
ventriculo esquerdo; DCVD, débito cardiaco do ventriculo direito; PDfVD, pressao diastolica final
do ventriculo direito; FC, frequéncia cardiaca.
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A razédo entre TAP e TET, parametros medidos pela ecocardiografia
Doppler, foi usada para confirmar o desenvolvimento da HAP. Da mesma forma
que o TAP isolado, essa relacdo € uma medida indireta da resisténcia vascular
pulmonar, apenas normalizada para reduzir a influéncia de varidveis como a FC.
O aumento da resisténcia vascular foi observado ap6és a induc¢éo de HAP devido
a uma reducédo da razdo TAP/TET significativamente no dia 21 do protocolo nos
ratos SuHx em comparagédo ao grupo normoxia (p<0,05; Figura 17). A inibicdo
da MAPK p38a pela administragdo oral de LASSBio-1824 por 14 dias, reduziu
significativamente a resisténcia vascular no leito vascular pulmonar, conforme
indicado pelo aumento significativo na proporcdo TAP/TET ao final do protocolo

guando comparada com ratos HAP tratados com veiculo (p<0,05; Figura 17).
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Figure 17: Regressdo linear entre a relacdo TAP/TET e dias de protocolo. SuHXx,
SU5416/hipéxia; HAP, hipertensdo arterial pulmonar; TAP, tempo de aceleracdo da artéria
pulmonar; TET, tempo de ejecdo da artéria pulmonar. Grupo normoxia n = 5, grupo SuHx +
veiculo, n =5, grupo SuHx + LASSBi0-1824, n = 5.

4.1.3 Reducéao das caracteristicas funcionais e histopatologicas da HAP
pelo LASSBio-1824

A Figura 18A mostra imagens representativas do trato de saida do fluxo
sanguineo da AP mensurados pela ecocardiografia com Doppler. Observou-se
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a formagdo de um mid-systolic notch, ou incisura no meio da sistole apoés
exposicéo crénica dos animais ao protocolo SuHx. E importante ressaltar que a
terapia com LASSBIi0-1824 em ratos com HAP normalizou a forma do fluxo de
saida (Figura 18A). As Figuras 18B-C mostram imagens representativas de
cortes pulmonares para imunohistoquimica de aSMA e conteudo de colageno
perivascular, respectivamente. Cinco semanas ap0s o inicio do protocolo, os
ratos HAP tratados com veiculo exibiram uma diferenca significativa na
espessura da parede das arteriolas distais em comparagdo com O grupo
normoxia (Figuras 18D-E; p <0,05). A administragcdo de LASSBIio-1824 em
animais SuHx restringiu totalmente a hipertrofia da parede medial dos vasos em
comparacao com ratos HAP tratados com veiculo (Figuras 18D-E; p <0,05). A
deposicao perivascular de colageno foi significativamente maior em ratos SuHx
do que em animais normoxia (Figura 18F; p <O0,05). Quatorze dias de
administracdo oral de LASSBIi0-1824 em ratos com HAP reduziu
significativamente a fibrose perivascular, quando comparado ao grupo SuHx
tratado com veiculo (Figura 18F; p <0,05). A Figura 18G mostra que o
relaxamento da AP induzido por ACh foi reduzido em animais com HAP em
comparacdo com o grupo controle (p <0,05), indicando que o modelo SuHx
induziu lesdo endotelial nas APs, prejudicando a vasodilatacdo das artérias
pulmonares mediada pelo endotélio. O tratamento com LASSBio-1824 aumentou
a resposta a ACh em APs de ratos com HAP em comparagdo com ratos SuHx
tratados com veiculo (Figura 18G,l; p <0,05). Nao foram observadas alterac6es
na resposta das artérias pulmonares a contracdo maxima induzida pela
fenilefrina (Figura H). Finalmente, as Figuras 18J-L mostram a espessura da
parede do vaso e o relaxamento induzido por ACh em APs, respectivamente,
esses resultados estdo correlacionados com a razdo TAP/TET (p <0,05). Logo,
a hipertrofia da parede das APs distais e a disfuncdo endotelial subsequente
podem ser responsaveis pela menor proporcédo entre TAP/TET nos ratos com
HAP.
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Figura 18: Efeitos da terapia com LASSBIio-1824 nas alteragbes vasculares pulmonares
observadas em ratos SuHx-HAP. (A) Imagens representativas do trato de saida do fluxo da AP
de todos os grupos 35 dias apds o inicio do protocolo. (B) Imunohistoquimica para a-SMA de
APs distais de ratos expostos a normoxia ou protocolo SuHx por 5 semanas. (C) Coloragéo
picrosirius red em APs ditais evidenciando fibras de coldgeno em vermelho. (D) Espessura da
parede expressa pela porcentagem da area total do vaso (50 um). (E) Espessura da parede dos
vasos entre 50-150 ym de diametro externo. (F) Area de colageno perivascular. (G) Relaxamento
de anéis de artéria pulmonar induzido por ACh. (H) Curva de resposta a Phe. (I) Curva de
resposta a ACh. (J) Regresséo linear entre a relagdo TAP/TET e a espessura da parede do vaso.
(L) Regressdo linear entre a razdo TAP/TET e relaxamento induzido por ACh. Dados
representam a média + S.E.M. (n = 5 ratos por grupo). * P <0,05 em comparagdo com 0 grupo
normoxia; #P <0,05 em comparacdo com o grupo SuHx tratado com veiculo. One-way ANOVA
com multiplas comparacgdes. Teste post hoc de Tukey. SuHx, SU5416/hipoxia; HAP, hipertensdo
arterial pulmonar; AP, artéria pulmonar; a-SMA, alfa actina de musculo liso; TAP, tempo de
aceleracdo da artéria pulmonar; TET, tempo de ejecdo da artéria pulmonar; Phe, fenilefrina; ACh,
acetilcolina.

4.1.4 Reducao da sobrecarga e da hipertrofia concéntrica do VD pelo
LASSBio-1824

O aumento da resisténcia vascular pulmonar no grupo SuHx + veiculo
resultou em pressdes sistolicas do VD elevadas e débito cardiaco do VD
gravemente reduzido (Figura 19C e tabela 3). A Figura 19A mostra imagens
ecocardiograficas representativas do VD de todos 0s grupos experimentais
obtidos pelo modo M. Cinco semanas de sobrecarga de VD induzida por SuHx
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nos ratos com HAP resultaram em hipertrofia concéntrica do VD, como
demonstrado pelo aumento significativo na espessura da parede livre do VD nos
animais SuHx em comparacdo ao grupo normoxia (Figura 19D; p <0,05). A
hipertrofia do VD foi confirmada ainda mais devido a um aumento na proporcao
entre os pesos do VD e VE + S (indice de Fulton) em comparacdo com 0s
homadlogos da normoxia (Figura 19E; p <0,05). A administracao oral de LASSBio-
1824 por 2 semanas reduziu a hipertrofia em ratos, conforme representado pela
menor espessura da parede livre do VD e razdo VD/VE+S, em comparagéo com
0s animais com HAP tratados com veiculo (Figuras 19D-E; p <0,05). Além disso,
também foi detectada dilatacdo no VD na andlise ecocardiografica em ratos
SuHXx (Figura 19B). A area do VD do grupo HAP foi significativamente maior do
gue a encontrada no grupo normoxia (Figura 19F; p <0,05). No entanto, ao final
do protocolo, ndo houve diferenca na area do VE entre 0s grupos experimentais
(Figura 19G). Como esperado, 0 grupo SuHx teve um aumento significativo no
PSVD em comparacdo com ratos normoxia (Figura 19H; p <0,05). LASSBio-
1824 reduziu de forma benéfica a area do VD e a PSVD quando administrada
por via oral em ratos com HAP por 2 semanas (Figura 19F,H; p <0,05).
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Figura 19: Efeitos do tratamento com veiculo ou LASSBio-1824 na estrutura e func¢do do coracao
de ratos SuHx-HAP. (A) imagens representativas da parede livre do VD obtidas pela
ecocardiografia modo-M. (B) imagens representativas de incidéncias paraesternais no eixo curto
obtidas por ecocardiografia modo B (em diastole final). (C) tragados representativos da PSVD.
(D) espessura da parede livre do VD. (E) relacdo VD/VE + septo. (F) Area de VD. (G) Area do
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VE. (H) PSVD. Dados representam a média = S.E.M. (n = 5 ratos por grupo). * P <0,05 em
comparacao com o grupo normoxia; #P <0,05 em comparagdo com o grupo SuHx tratado com
veiculo. One-way ANOVA com multiplas comparagbes. Teste post hoc de Tukey. SuHx,
SU5416/hipoxia; HAP, hipertensdo arterial pulmonar; VD, ventriculo direito; VE, ventriculo
esquerdo; PSVD, pressao sistolica do ventriculo direito.

4.1.5 Expressao de proteinas envolvidas na proliferacao celular, inflamagao

e apoptose em amostras de pulméo e VD —técnica de western blot

Imagens representativas de Western Blot de tecidos pulmonares de todos
0S grupos experimentais sdo mostradas na Figura 20A. Os niveis de TNF-a e
INOS aumentaram significativamente nos ratos SuHx tratados com veiculo, em
comparacao com os seus pares de normoxia (Figuras 20B-C; p <0,05). A relacéo
MAPK fosfo-p-38/MAPK p-38 aumentou no grupo SuHXx em comparagcao aos
ratos controle normoxia (Figuras 20D; p <0,05), e os niveis de caspase-3 ativa
também foram maiores que os niveis do grupo normoxia (Figura 20E; p <0,05).
Da mesma forma a relacdo fosfo-p-ERK-5/ERK-5 e a expressédo de c-fos
aumentaram significativamente no grupo SuHx (Figuras 20F-G; p <0,05).
Quatorze dias de tratamento com LASSBIi0-1824 em ratos com HAP
normalizaram completamente a expressdo desses marcadores da HAP, em
comparacao com o grupo SuHx tratado com veiculo (Figura 20B-G; p <0,05).
Imagens de Western blot do VD de todos 0s grupos experimentais sao
mostradas na Figura 21A. As Figuras 21B-G mostram que 0s niveis de proteinas
TNF-a, iINOS, MAPK fosfo-p-38/ MAPK p-38, caspase-3 ativa, fosfo-p-ERK-
5/ERK-5 e c-fos aumentaram no VD dos animais com HAP, em comparacdo com
0 grupo normoxia, respectivamente (p <0,05). O tratamento dos ratos SuHx com
LASSBIi0-1824 normalizou a expressao de todas essas moléculas envolvidas na
remodelacdo do VD, na progressao para uma camara direita hipertrofiada com
consequente desenvolvimento de disfuncdo, em comparacdo com animais com
HAP tratados com veiculo (Figuras 21B-G; p <0,05).
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Figura 20: Efeitos do modelo SuHx na expresséo de proteinas no pulméo ao longo de 35 dias
do protocolo e tratamento oral com veiculo ou LASSBIi0-1824 por 14 dias. A Figura (A) mostra
imagens das diferentes membranas do western blot para TNF-a, iNOS, MAPK p-p38, MAPK p-
38, caspase 3 ativa, p ERK-5, ERK-5 e c-fos, respectivamente. GAPDH foi usado para
normalizacéo. (B) Quantificagdo de TNF-a. (C) Quantificagdo da expresséo de iNOS. (D) Razéo
entre a expresséao relativa de MAPK p-p-38 / MAPK p-38. (E) Quantificacdo da expressdo da
caspase 3 ativa. (F) quantificacdo da expresséo relativa p-ERK-5/ERK-5. (G) quantificacdo da
expressao de c-Fos. Dados representam a média £ S.E.M. (n = 5 ratos por grupo). * P <0,05 em
comparacdo com o grupo normoxia; #P <0,05 em comparagdo com o grupo SuHx tratado com
veiculo. One-way ANOVA com mudltiplas comparacfes. Teste post hoc de Tukey. SuHx,
SU5416/hipéxia; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; iINOS, NO sintase endotelial; MAPK p-p-
38, MAPK p-38 fosforilada; MAPK p-38, proteina cinase ativada por mitogéno p-38; p-ERK-5,
proteina cinase regulada por estimulos extracelulares fosforilada; ERK-5, proteina cinase
regulada por estimulos extracelulares.
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Figure 21: Efeitos do modelo SuHx na expresséo de proteina do coracdo ao longo de 35 dias
de protocolo e tratamento oral com veiculo ou LASSBIi0-1824 por 14 dias. A Figura (A) mostra
imagens das diferentes membranas do western blot de TNF-a, iNOS, MAPK p-p38, MAPK p-38,
caspase 3 ativa, p-ERK-5, ERK-5 e c-fos no coracéo de todos os grupos. GAPDH foi usado para
normalizacéo. (B) Quantificagdo de TNF-a. (C) Quantificagdo da expresséo de iNOS. (D) Razéo
entre a expresséao relativa de MAPK p-p-38 / MAPK p-38. (E) Quantificacdo da expressdo da
caspase 3 ativa. (F) quantificacéo da expresséo relativa p-ERK-5/ERK-5. (G) quantificacdo da
expresséo de c-Fos. Dados representam a média + S.E.M. (n = 5 ratos por grupo). * P <0,05 em
comparag¢ao com o grupo normoxia; #P <0,05 em comparagdo com o grupo SuHXx tratado com
veiculo. One-way ANOVA com multiplas comparacdes. Teste post hoc de Tukey. SuHx,
SU5416/hipéxia; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; iINOS, NO sintase endotelial; MAPK p-p-
38, MAPK p-38 fosforilada; MAPK p-38, proteina cinase ativada por mitogéno p-38; p-ERK-5,
proteina cinase regulada por estimulos extracelulares fosforilada; ERK-5, proteina cinase
regulada por estimulos extracelulares.

4.1.6 Expresséao de proteinas envolvidas na proliferagcao celular, inflamacao

e apoptose em amostras de pulméo - técnica de imunohistoquimica.

Imagens representativas da marcacao por imunohistoquimica de TNF-q,
INOS e MAPK p38 respectivamente, em tecidos pulmonares de todos 0s grupos
experimentais (Figura 22A). Os niveis de TNF-a, INOS e MAPK p38 aumentaram

significativamente nos ratos SuHx tratados com veiculo, em comparacao com 0s
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A

seus pares de normoxia (Figura 22B-D; p <0,05). ApGs quatorze dias de
tratamento oral com LASSBIi0-1824 ratos com HAP, atenuaram grandemente a
inflamacdo dos vasos, normalizaram completamente a expressao desses
marcadores, em comparacdo com o grupo SuHx tratado com veiculo (Figura
22B-D; p <0,05).

Bl Normoxia Il SuHx + Veiculo Hl SuHx + LASSBio-1824
B C 60-
60 -
: S
S & R 40
5 404 g EU_; 40
E ] # o o)
o /) (2]
g g2
>F
8 £ 20- 8 § 204
g8
<€ L
0 04

O
&~

w
1

Area do vaso marcada
com p38 (%)
= N

o
I

Figura 22: Efeitos do modelo SuHx na expressao de mediadores inflamatérios no pulméo ao
longo de 35 dias do protocolo e tratamento oral com veiculo ou LASSBIio-1824 por 14 dias. A
Figura (A) mostra imagens representativa da marcagéo por imunohistoquimica de TNF-a, iNOS
e MAPK p38 respectivamente. (B) Quantificacdo de TNF-a. (C) Quantificagdo da expresséo de
iINOS. (D) Quantificacdo da expressao de MAPK p38. As barras representam 20 um. Dados
representam a média + S.E.M. (n = 5 ratos por grupo). * P <0,05 em compara¢do com 0 grupo
normoxia; #P <0,05 em compara¢cdo com o grupo SuHx tratado com veiculo. One-way ANOVA
com multiplas comparagfes. Teste post hoc de Tukey. SuHx, SU5416/hipdxia; TNF-a, fator de
necrose tumoral alfa; INOS, NO sintase endotelial; MAPK p-p-38, MAPK p-38 fosforilada; MAPK
p-38, proteina cinase ativada por mitogéno p-38.

4.1.7 Reversao da fibrose do VD pelo LASSBi0-1824

A Figura 23A mostra imagens representativas da deposi¢cado de colageno
no miocéardio do VD. O contetudo de colageno do VD foi significativamente
aumentado no grupo SuHx, comparado aos ratos normoxia (Figura 23D; p
<0,05). E a administracdo de LASSBI0-1824 em ratos com HAP reduziu a
deposicdo de coladgeno no miocardio em comparacdo com ratos com HAP
tratados com veiculo (Figuras 23D; p <0,05). O tratamento com LASSBIi0-1824
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A

também reduziu a expressdo de c-fos, uma proteina celular envolvida com
proliferacdo celular. A Figura 23B representa imagens de imunohistoquimica
para a marcacdo de c-fos em VD. Os animais SuHx apresentaram uma maior
expressdo de c-fos quando comparados aos controles de normoxia e SuHXx
tratados com LASSBIi0-1824 (Figuras 23E; p <0,05). A reducéo da atividade
desse fator de transcricdo nos midcitos do VD indica possivel inibicado do
programa génico precoce e consequente disfuncéo celular e apoptose. Para
avaliar o infiltrado inflamatério no VD a figura 23C apresenta imagens
representativas da coloragdo de H&E, marcando nudcleos do infiltrado celular
inflamatorio entre as fibras cardiacas, predominantemente fibroblastos
modificados. Houve um aumento significativo no grupo SuHx, comparado aos
ratos controle (Figura 23F; p <0,05). A adminstracao de LASSBIi0-1824 nos ratos
com HAP foi efetiva na reducdo desse infiltrado inflamatério (Figura 23F; p
<0,05).
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Figure 23: Efeitos da terapia com LASSBIi0-1824 na fracdo de colageno e proliferacdo celular
(expressao de c-Fos e infiltrado celular) no coracao de animais normoxia e SuHx. (A) Coloracdo
com picrosirius red mostrando fibras de colageno em vermelho. (B) Imagens representativas da
imunohistoquimica de c-Fos no VD de todos o0s grupos experimentais cardiomidcitos em marrom
marcados com asteriscos. (C) Imagens histoldgicas representativas de coloracdo H&E em VD
setas brancas evidenciam infiltrado celular. (D) Fracdo de area de colageno (%). (E) Ndcleos
marcados para c-Fos+ (%). (F) Numero de células intersticiais por ym? na area do VD. Dados
representam a média + S.E.M. (n =5 ratos por grupo). * P <0,05 em comparagdo com 0 grupo
normoxia; #P <0,05 em comparacdo com o grupo SuHx tratado com veiculo. One-way ANOVA
com multiplas comparagdes. Teste post hoc de Tukey. SuHx, SU5416/hipéxia. PSR, picro-Sirius
red; H&E, hematoxilina-eosina.
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5.0 DISCUSSAO

Embora ainda ndo existam modelos animais de HAP com similaridade em
todos os aspectos fisiopatologicos e de severidade da doenca em humanos
(Stenmark et al., 2009), os diferentes modelos MCT e SuHx dao suporte a ideia
de que a HAP é iniciada por varios estimulos e que as mudancas estruturais
observadas na vasculatura pulmonar estdo relacionadas ao tipo de evento
desencadeante (Tuder et al., 2013). O desenvolvimento de HAP esta associado
com varios graus de muscularizacdo das pequenas arteriolas pulmonares, que
podem variar de leve a moderada, e isso estd 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
sdo comuns. Essas mudancas vasculares em pacientes com HAP séo de fato
mais leves e menos robustas do que acontece em modelos animais da doenca
(Hoshikawa et al., 2003).

A investigacao dos efeitos terapéuticos de LASSBIio-1824 sobre a HAP,
iniciou-se utilizando os modelos induzidos por MCT e SuHx, em dose de 20mg/kg
por via de administracdo intraperitoneal. Nesses grupos experimentais foram
analisadas caracteristicas definidoras da HAP. A reducédo do TAP, uma medida
indireta da RVP e por consequéncia o aumento da PSVD foi observado nos
animais com HAP tratados com veiculo em ambos o0s grupos experimentais
(MCT e SuHx), e o tratamento com LASSBIi0-1824 reverteu essas
caracteristicas. O aumento da RVP esta diretamente relacionado as alteracdes
vasculares de hipertrofia e aumento da espessura de parede dos vasos, assim
como ao infiltrado celular inflamatoério que se dirige para as camadas dos vasos
(Schermuly et al., 2011; Humbert et al., 2018). Com a reduc¢éo do lumem vascular
e consequente aumento da RVP, eleva-se a pos carga do VD, que passa a
trabalhar sobre pressdo maior para garantir a homeostase sanguinea, por iSso 0
VD desenvolve maior espessura da parede livre e area (Anton Vonk-Noordegraaf
et al, 2013). A reversao desta espessura nos modelos apresentados, reforca a
efetividade da inibicdo da MAPK p38a na fisiopatologia da HAP.

Como o modelo SuHx é reconhecido por causar lesbes pulmonares e
insuficiéncia cardiaca que melhor reproduzem o cenario clinico em humanos, a

proliferacdo celular € predominantemente pré-capilar em células endoteliais

72



podendo levar a formacdo de lesdes plexiformes (Stenmark et al., 2009), a
continuidade da investigagcao sobre a inibigdo da MAPK p38a com o uso de
LASSBIi0-1824 foi realizada no modelo SuHx através do tratamento com
50mg/kg, por via oral. Além disso, a injecdo de SU-5416 afeta apenas os
receptores presentes nas células endoteliais pulmonares e ndo em outros 6rgaos
(Burke et al., 2009). Devido a gravidade do modelo SuHx-5416, com a formacé&o
de lesGes na camada intima e a natureza progressiva da doenca em roedores,
esse modelo experimental tem sido atualmente o mais usado para o estudo de
novas terapias para o tratamento da HAP (Stenmark et al., 2009). No processo
de desenvolvimento de farmacos a via de administracao oral € preferida as varias
outras vias de administracdo de medicamentos e em funcao das vantagens como
maior segurancga, conforto do paciente e facilidade de ingestéo foi interessante
a continuidade utilizando a administrag&o por via oral (Zhang et al, 2017).
SU-5416 é um potente inibidor do receptor tirosina cinase de VEGF
(Sukbuntherng et al, 2001). Nos dultimos anos foi aplicado em terapias
oncolégicas, uma vez estabelecido o papel essencial da angiogénese no
crescimento expansivo de tumores (Folkman et al, 1999). Beneficios clinicos
foram observados como a regresséo de tumores e estabilizacdo da doenca em
pacientes com cancer terminal (Stopeck et al, 2002). No entanto, um estudo
randomizado de fase Il ndo mostrou beneficio clinico significativo, embora
alguns pacientes tenham apresentado respostas surpreendentes (Shawver et al,
2002). Contudo, o bloqueio do receptor de VEGF induzido pelo SU5416
combinado com hipdxia crbnica resulta em HAP angio proliferativa grave com
alteracdes na neointima em vasos de ratos adultos. O VEGF é um fator de
sobrevivéncia obrigatério para CE, uma vez que a retirada de VEGF induz
apoptose, sendo critico para o desenvolvimento pulmonar e para adequada
permeabilidade vascular (Voelkel et al, 2006). A sua atividade biol6gica depende
da reacdo com receptores especificos que pertencem a familia de receptores
tirosina cinase (VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/Flk-1 (KDR), e VEGFR-3 (Flt-4)) —
(Mura et al, 2004). A hipéxia desempenha um papel fundamental na expressao
do gene VEGF tanto in vivo como in vitro, ha maior expressdo de mRNA de
VEGF ap0s exposicdo a baixa tensdo de oxigénio (Ferrara et al, 1999),
exercendo efeito sinérgico com fatores de crescimento locais. A hip6tese para

0 mecanismo de acdao de SU5416 sobre VEGF-R, relaciona-se ao fato de
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SU5416 concentrar-se preferencialmente na CE, e que essas células mantém
uma concentracao inibitéria de SU5416 por um periodo prolongado (Mendel et
al, 2000). A capacidade das células endoteliais de concentrar SU5416 pode ser
devido a natureza hidrofébica do composto, podendo ser sequestrado na
membrana lipidica da célula. Coerente com esta hipdtese experimentos de
fracionamento celular usando células endoteliais de veia umbilical humana
(HUVEC) sugeriu que o0 SU5416 esta concentrado em fracdo de membrana das
células, de modo a manter concentracdes inibitérias no ambiente local do
receptor quinase FIk-1/KDR associado a membrana (Mendel et al, 2000), o que
explica a agao sobre o receptor de VEGF. A inibicdo do receptor de VEGF junto
a hipoxia leva a uma resisténcia a apoptose e por isso a proliferacdo nesse

modelo fica extremamente aumentada (Figura 24).
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Figura 24: Remodelamento vascular pulmonar no modelo SU5416 para HAP. Adaptado de
Sakao et al, 2011.

A isoforma MAPK p38a apresenta papel importante no remodelamento
cardiaco e vascular da HP (Church et al., 2015) devido ao fato de sua inibicdo
em dois modelos distintos de HP ter impedido ou revertido as caracteristicas da

doenca, principalmente nos pulmdes. Também foi previamente descrito maior
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expressao e atividade de MAPK fosfo-p-38a nos vasos pulmonares de pacientes
com HAP idiopatica (Church et al., 2015). A inibicdo da MAPK p38a melhorou a
funcdo do VD em dois protocolos experimentais de hipertrofia do VD induzida
por sobrecarga de pressao (hipdxia cronica e bandagem da artéria pulmonar em
camundongos) e foi reforcada a hipotese de que existe maior expressédo de
MAPK fosfo-p-38a porque foi detectada aumentada expresséo em células de VD
de humanos com HAP idiopatico (Kojonazarov et al., 2017; Weiss et al, 2021).

Este trabalho apresenta de forma inédita, os efeitos de um novo inibidor
da MAPK p38a quando administrados por via oral em ratos com HAP induzida
pela combinacdo de hipoxia crbénica e inje¢cdes de um inibidor do receptor do
fator de crescimento do endotélio vascular (SU5416). Este modelo simula varias
caracteristicas fisiopatolégicas da HAP em humanos, tanto histolégicas como
hemodinamicas (Taraseviciene-Stewart et al., 2001; Abe et al., 2010; Toba et al.,
2014; Vitali et al., 2014). A administracdo oral por 14 dias com LASSBIio-1824
reduziu varias caracteristicas da HAP tais como o fluxo nas APs, remodelamento
e hipertrofia da parede dos vasos, disfungédo vascular, sobrecarga e disfuncao
do VD, remodelamento e hipertrofia do miocardio. Assim, nossos dados trazem
para o campo de pesquisa sobre HAP importantes complementos a fim de se
reafirmar a hipétese de considerar a inibicdo da MAPK p38a como uma
alternativa no tratamento desta doenca cardiopulmonar e incentiva investigacdes
clinicas adicionais.

Atualmente, € considerado que a disfuncdo endotelial na HAP ocorra
inicialmente devido a alterac6es no fendétipo de células endoteliais que liberam
excessivamente fatores de crescimento, quimiocinas, citocinas e
vasoconstritores (Humbert et al., 2018). Fatores de crescimento e citocinas
ativam seus receptores na superficie da membrana celular nos vasos, mediando
assim a fosforilacao intracelular e subsequente ativacdo de MAPK p38a. Quando
ativada p38 transloca do citoplasma para o nucleo e fosforila fatores de
transcricdo envolvidos na inflamacéo, proliferacdo celular e apoptose (Burton et
al, 2021; Canovas et al, 2021). Assim, desencadeia-se um processo patoldgico
caracterizado por proliferacdo celular exacerbada, resisténcia a apoptose e
inflamacgé&o nas células vasculares pulmonares de individuos com HAP (Moreno-
Vinasco et al., 2008; Rajkumar et al., 2010; Goncharov et al., 2014; Church et

al., 2015). Essas alteracdes esclarecem o remodelamento vascular na pequena
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circulacdo (Huertas et al, 2018), a hipertrofia da parede de APs e o
desenvolvimento de disfuncdo do VD com faléncia subsequente na HAP. A
relevancia da ativacdo do MAPK p38 na patogénese da HP é evidenciada pelo
seu envolvimento em diferentes processos celulares, conferindo um caréater
multifatorial de acdo (Cuadrado et al, 2010; Burton et al, 2021; Canovas et al,
2021).

O remodelamento da parede dos vasos pulmonares, 0 espessamento € a
vasoconstricdo desregulada podem ser inicialmente desencadeados pelas
células endoteliais pulmonares lesadas na HAP (Humbert et al., 2018). Neste
estudo, embora ndo tenhamos encontrado a formacao de lesbes plexiformes
obliterativas nos vasos pulmonares, provavelmente porque o tratamento foi
iniciado ap6s as 3 semanas no ambiente de hipoxia, ao contrario de trabalhos
em que os animais se mantiveram em ambiente de normoxia por cerca de 10
semanas apos a hipoxia (Abe et al, 2010, Vkitali et al 2014), a espessura da
parede do vaso e o contetdo de colageno perivascular foram maiores nos APs
distais dos animais SuHx do que nas arteriolas do grupo controle normoxia.
Assim, assumimos que no modelo de HAP utilizado ocorreu remodelamento
vascular pulmonar com subsequente hipertrofia da parede de AP e que essas
alteracdes causaram um aumento na resisténcia vascular pulmonar e reducdo
do fluxo sanguineo através da circulacdo pulmonar, uma vez que as medidas
finais das relagbes TAP/TET se correlacionaram significativamente com a
espessura da parede de APs distais. A inibicdo da MAPK p38, isoforma p38a,
induzida pela administracdo de LASSBIi0-1824 por 2 semanas reduziu de
maneira benéfica a deposicdo de coldgeno perivascular pulmonar,
remodelamento da parede dos vasos e hipertrofia medial em APs distais.

A reduzida vasodilatacéo induzida por ACh em APs pode ser resultado de
um comprometimento da producdo dependente de endotélio de moléculas
vasodilatadoras, como o oxido nitrico (Tuder et al., 2001), e um enrijecimento na
parede dos vasos, o0 que favorece uma vasoconstricdo anormal nos pulmdes no
modelo de HAP induzido pelo SuHx. Este aspecto também contribui para
aumentar a resisténcia vascular pulmonar e obstruir o fluxo sanguineo pulmonar,
detectado pela correlacdo significativa entre as relagcbes TAP/TET e o

relaxamento maximo induzido por ACh. A administracdo de LASSBio-1824
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melhorou a disfungcéo vascular indicando que o componente endotelial que
regula ténus vascular pulmonar foi recuperado pelo inibidor de MAPK p38a.

A presente pesquisa investigou a expressao de alguns marcadores da
HAP nos pulmdes de todos 0s grupos experimentais. A aumentada expressao
de TNF-a nas amostras pulmonares dos animais com HAP é condizente com a
descricédo de que os niveis circulantes de TNF-a estdo aumentados em pacientes
com HAP (Itoh et al., 2006). O TNF-a é expresso localmente na parede dos vasos
pulmonares de pacientes com HAP e sua sinalizagdo promove, aumento da
permeabilidade do endotélio, infiltracdo de leucécitos, e agravamento da
inflamacé&o e remodelamento vascular pulmonar (Hurst et al., 2017) que estimula
a sinalizacdo da MAPK p38 (Ferrero et al., 2001) e, que na condicdo de HAP,
esta anormal e contribui para proliferacdo aberrante de células dos vasos
pulmonares, remodelamento vascular, inflamagéo local e desenvolvimento de
hipertrofia da parede de APs (Church et al., 2015). A proliferacdo de células do
musculo liso das APs também participa do processo de iniciar ou manter a
hipertrofia dos vasos pulmonares em pacientes com HAP (Zhang et al., 2003). A
ativacao da MAPK p38 promove a regulacao positiva da iNOS nessas células na
HAP, que induz a resisténcia a apoptose, potencializando o espessamento
medial vascular pulmonar e a hipertrofia da parede do vaso (Jin et al., 2014).
Este fato foi demonstrado neste trabalho com a deteccdo de aumento da
expressdo de iINOS nos tecidos pulmonares de ratos com HAP, que poderia
contribuir para o remodelamento e hipertrofia vascular pulmonar. Nossos dados
demonstram ndo apenas um aumento na expressdo de iINOS e TNF-a, mas
também maior contetddo de p38 em vasos pulmonares de ratos SuHx, o que
indica sinalizacdo anormal de MAPK p38 nessas arteriolas remodeladas. A
avaliacao da expressédo de caspase-3 ativa em pulmao foi importante pois esta
proteina pode desencadear a apoptose de células endoteliais sendo mecanismo
inicial na obliteracdo das APs na HAP devido a uma degeneragéo da estrutura
do endotélio pulmonar (Zhao et al., 2005; White; et al., 2014). Apos observar os
niveis mais altos de caspase-3 ativa no pulmao de ratos com HAP houve a
confirmacé&o do desequilibrio induzido pela hipoxia e o uso de SU5416. Uma vez
que a presenca de células resistentes a apoptose mantinha uma proliferacao
desregulada dos componentes dos vasos pulmonares, concomitante ao

processo de apoptose. Esse desequilibrio ocorre devido a inibicdo de VEGF por
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SU5416 junto ao estimulo proliferativo da hipoxia, levando a uma resisténcia a
funcdo de apoptose. E LASSBIi0-1824 agiu sobre esse desequilibrio reduzindo
proliferacédo celular e o estimulo a apoptose, assim como, normalizou o teor de
p38, presumivelmente limitando a sinaliza¢édo através desta MAPK e reduzindo
a concentragcédo de TNF-a e iINOS nas arteriolas.

A proteina nuclear c-Fos relaciona-se aos processos proliferativos e sua
ativacado esta diretamente relacionada a fosforilacdo por MAPK p38a. Fatores
estressantes presentes na HAP como citocinas inflamatérias ativam MAPK p38a
que transloca-se para o nucleo celular onde fosforila o fator de transcricdo SRF
para c-Fos, que constitui fator de transcricdo para AP-1, proteina ligada a
regulacdo subsequente da expressao de genes envolvidos no reparo do DNA,
proliferacéao celular, parada do ciclo celular, morte por apoptose e proteases de
remodelacdo da matriz extracelular (Tanos et al, 2005). Nos pulmdes de animais
com HAP, o processo proliferativo foi observado tanto nos achados histologicos
com o aumento da marcacao de aSMA, assim como pelo aumento da expressao
de marcadores moleculares como c-Fos. Da mesma forma a via de ERK5, uma
outra cinase, que em muitos dos processos patologicos da HAP (Sabzali
Javadov et al, 2014), atua de forma sinérgica a MAPK p38a também teve sua
expressdo aumentada nos animais HAP tratados apenas com veiculo.

A administracdo oral de LASSBIi0-1824 atenuou os efeitos prejudiciais
acima mencionados da HAP, em parte, limitando as vias de sinalizagdo de TNF-
a, MAPK p38, iINOS, caspase-3 ativa, c-Fos e ERK5 nos pulmdes de animais
com HAP.

A sobrecarga persistente sobre o VD induzida pela HAP promove uma
adaptacao na estrutura dessa camara (Kojonazarov et al, 2017). O aumento da
pressao sistolica do VD foi encontrado em Ratos SuHx, o que afetou a estrutura
e funcdo do VD, visto pelos indices de hipertrofia e dilatacdo. Por meio da
ecocardiografia foi observado maior espessura da parede livre do VD e area do
VD na diastole final induzidas pela HAP, assim como também aumento da
relacdo VD/VE + S em comparac¢do com o grupo controle. A disfungéo do VD foi
evidenciada pela reducédo do DCVD sem disfuncéo cardiaca global, evidenciado
por hipertrofia concéntrica de VD nao suficiente para causar movimento septal
interventricular e disfuncdo do VE. Nao houve alteracéo da area do VE, PSVE,
VSVE, frequéncia cardiaca e DCVE, comprovando que o VE manteve a funcéo
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preservada. No entanto, o VD dos animais com HAP se apresentaram em
transicéo para um estado compensatorio na funcao cardiaca global que poderia
evoluir para uma dilatacdo progressiva e irreversivel. Provavelmente, uma
expans&o do tempo de protocolo poderia levar a disfungéo cardiaca global. E de
grande importancia mencionar que o periodo de 14 dias de tratamento com
LASSBIio-1824 parece atuar seletivamente nas alteracbes do sistema
cardiopulmonar. ApGs o tratamento com LASSBIi0-1824 esses parametros
alterados foram semelhantes aos controles, provavelmente devido a atenuacao
do remodelamento e consequente pos-carga, uma vez que a sinalizacdo da
MAPK p38 também esta diretamente implicada no remodelamento ventricular
(Kojonazarov et al, 2017).

O processo hipertréfico do VD pode estar relacionado ao maior contetdo
de colageno no miocéardio, comprovado pela maior marcacao de fibras colagenas
na coloracdo de picrosirius red nos animais com HAP, contribuindo para a
adaptacao (fibrose/remodelacéo) e disfuncdo do VD. TNF-a tem um papel no
desenvolvimento da hipertrofia do VD (Kubota et al., 1997; Smith et al., 2001;
Jobe et al., 2009) e seu envolvimento na transicdo da hipertrofia do VD de
compensada para descompensada tem sido descrito (Tang et al.,, 2015). A
regulacdo positiva da INOS no VD de ratos com HAP estd envolvida no
desenvolvimento de falha do VD (Imoto et al., 2018). Esses achados corroboram
com os resultados encontrados, pois foi observada uma maior expressao de
TNF-a e INOS em VD de ratos com HAP. A razao MAPK fosfo-p-38/MAPK-p-38
também foi maior nas amostras de VD de ratos HAP assim como a relacédo de
fosfo-p-ERK-5/ERK-5 que s&o cinases envolvidas em estresse oxidativo,
proliferacdo celular, inflamacao e hipertrofia cardiaca (Sabzali Javadov et al,
2014). A maior expressao de caspase-3 ativa no VD indica adicionalmente que
0 processo de apoptose se iniciou e que possivelmente o VD estava em transicao
para um fenaotipo de insuficiéncia. Aléem disso, a elevada expresséao molecular de
c-Fos corrobora a presenca de processo apoptotico, que indica presenca de
processo proliferativo no coragédo. Assim, o tratamento com LASSBio-1824
atenuou a hipertrofia, disfuncdo e remodelamento do VD, devido a evidente
normalizagdo do conteudo de colageno do VD, niveis de expressdo de TNF-q,
INOS, fosfo-p-38 MAPK, caspase-3 ativa, c-Fos e fosfo-ERK5 ao final do
protocolo (Figura 25).
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Figura 25: Representagédo esquematica dos sitios moleculares envolvidos na via da MAPK p38a
e mecanismo de acdo do LASSBI0-1824 proposto por docking computacional. As setas
pontilhadas indicam a cascata de ativacdo da MAPK p38a desencadeada por estresse ambiental,
fatores de crescimento e citocinas inflamatorias. As setas cheias indicam os efeitos promovidos
no pulméo e VD de ratos SuHx com HP pela ativacdo da via, enquanto as setas vermelhas
indicam a acdo do LASSBio-1824 na MAPK p38a. MAPK p38a, proteina cinase ativada por
mitégeno alfa; SuHx, SU5416/hipdxia; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; TNF-R, receptor de
TNF-a; casp 3, caspase-3; aCasp 3, caspase-3 ativa; INOS, sintase de 6xido nitrico induzivel,
IL-1B, Interleucina-1beta; IL-1B-R, receptor de IL-1B; IL-6, Interleucina-6; IL-8, Interleucina-8;
ATP, trifosfato de adenosina; ADP, difosfato de adenosina; UV, ultra-violeta; VEGF, fator de
crescimento endotelial vascular; VEGF-R, receptor de VEGF; EGF, fator de crescimento
epidérmico; EGF-R, receptor de EGF; TGF- B, fator de transformagao de crescimento beta; AP-
1, proteina ativadora 1; FRS, fator de resposta sérica; JNK, c-juno amino cinase terminal; NF-kB,
fator nuclear kappa; MKs; proteinas cinases ativadas por MAPK; MEF, fator potenciador de
midcitos; CREB, proteina de ligacdo ao elemento de resposta a c-AMP; Bcl-2; B-cell lymphoma
2; RAS; derivado do inglés: RAt Sarcoma virus, ou virus do sarcoma de rato (proteina transdutora
de sinal extracelular); RASGEF; RAS associada a fatores de troca de nucleotideos de guanina

(proteina transdutora de sinal extracelular); RAC1, substrato 1 de toxina botulinica C3
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relacionada a Ras (proteina transdutora de sinal extracelular); TRAF, fator de necrose tumoral

associado ao receptor (proteina transdutora de sinal extracelular).

De fato, ndo podemos afirmar que LASSBIio-1824 seja seletivo para a
isoforma alfa de MAPK p38, pois ndo ha dados referentes a acdo em outras
isoenzimas dessa familia de cinases, como as isoformas 3, y e 5. No entanto,
LASSSBIi0-1824 apresentou melhor perfil anti-inflamatorio e antiproliferativo do
que o inibidor seletivo de MAPK p38a (SB203580). LASSBio-1824 produziu uma
reducdo acentuada na producdo de TNF-a, e 0 mesmo comportamento néo foi
observado com SB203580 (Freitas et al., 2018).
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6.0 CONCLUSAO

Apesar de ambos os modelos de HAP utilizados ndo apresentar lesdes
plexiformes e insuficiéncia cardiaca descompensada, LASSBi0-1824, através da
inibicdo da MAPK p38a, contribuiu para a reparagao das alteragdes no pulmao
e VD, reforcando a importancia de considerar a MAPK p38a como alvo

terapéutico para a HAP.
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Abstract: Mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling is strongly implicated in cardiovascular
remodeling in pulmonary hypertension (PH) and right ventricle (RV) failure. The effects of a
newly designed p38 inhibitor, LASSBio-1824, were investigated in experimentally induced PH.
Male Wistar rats were exposed to hypoxia and SU5416 (SuHx), and normoxic rats were used as
controls. Oral treatment was performed for 14 days with either vehicle or LASSBio-1824 (50 mg/kg).
Pulmonary vascular resistance and RV structure and function were assessed by echocardiography and
catheterization. Histological, immunohistochemical and Western blot analysis of lung and RV were
performed to investigate cardiovascular remodeling and inflammation. Treatment with LASSBio-1824
normalized vascular resistance by attenuating vessel muscularization and endothelial dysfunction.
In the heart, treatment decreased RV systolic pressure, hypertrophy and collagen content, improving
cardiac function. Protein content of TNF-g, iNOS, phosphorylated p38 and caspase-3 were reduced
both in lung vessels and RV tissues after treatment and a reduced activation of transcription factor
c-fos was found in cardiomyocytes of treated SuHx rats. Therefore, LASSBio-1824 represents a
potential candidate for remodeling-targeted treatment of PH.

Keywords: pulmonary hypertension; right ventricle failure; MAPK inhibitor; SU5416 /hypoxia;
inflammation

1. Introduction

Pulmonary hypertension (PH) is a clinical condition in which remodeling and deleteri-
ous obstruction of the pulmonary vessels are observed and culminate in a significant rise in
pulmonary arterial resistance and pressure [1]. It affects approximately 10% of the elderly
population worldwide [2] and 3-10 new cases per million are diagnosed each year, mostly
in young women [3]. When no adequate treatment is used, a mean survival of 2.8 years is
expected, and, even considering recent advances in therapeutics, the survival rate remains
only 61% after 5 years of diagnosis [1,4].

Low survival rates are associated with right-ventricle (RV) dysfunction and failure,
as consequences of increased pulmonary-vessel tone and vascular remodeling [1,5,6]).
Currently available treatment for PH targets the reduction of pulmonary arterial vasocon-
striction but does not significantly attenuate vascular remodeling or pathophysiological
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mechanisms involved in the advent of heart failure [1,5]. Alternative targets are highlighted
in studies of drug development, which could delay the rapid progression of vascular lesions
and RV dysfunction.

The events involved in cardiac and vascular remodeling observed in PH are conducted
by abnormal smooth-muscle cells, endothelium, fibroblasts, myofibroblasts and perivas-
cular immune cells [1,6~11]. Therefore, it is important to consider the multiple molecular
signaling pathways in order to explore novel therapeutic targets for PH treatment [5,9,12].
Recently, sotatercept, which counterbalances hypertrophic stimuli caused by decreased sig-
naling through bone morphogenetic protein receptor 2, is ultimately reducing pulmonary
vascular resistance and cardiac hypertrophy [13].

Mitogen-activated protein kinases (MAPK) trigger pathophysiological mechanisms
in several diseases, by modulating cell proliferation, differentiation, survival and tissue
inflammation [14~18]. Inhibition of p38 has shown beneficial effects in animal models of
both PH and RV failure [9,12,19-21]. Activation of p38 is implicated in increased production
of inflammatory mediators, such as tumor necrosis factor (TNF)-x and inducible nitric
oxide synthase (iNOS) [22-24]. In addition, p38 also regulates cell apoptosis mediated by
caspases [14-16], which is an important condition involved in vascular remodeling during
PH. Moreover, an independent role in RV hypertrophy and dysfunction in response to
pressure overload was also demonstrated for this MAPK [14,19]. Thus, p38 inhibition in
the cardiopulmonary system could promote beneficial effects directly in both RV and lungs
with slight systemic side effects.

Recently, the synthesis of (E)-N’-(4-(pyridin-2-yl)benzylidene)-2-naphthohydrazide
(LASSBio-1824, Figure 1) was reported [25]. This new N-acylhydrazone derivative inhibited
p38in an in vitro biochemical assay and showed anti-inflammatory activity in vivo after
oral administration in mice [25]. Based on this, the present work investigated the phar-
macological effects of LASSBio-1824 in the pathophysiological changes in structure and
function of the cardio-pulmonary system in rats with hypoxia+SU5416-induced (SuHx) PH.

-4

N
o} N

oy

LASSBio-1824

Figure 1. Molecular structure of LASSBio-1824.

2. Results
2.1. LASSBi0-1824 Selectively Decreases Pulmonary Vascular Resistance

Increased vascular resistance was observed after induction of PH due to a significant
reduction of the ratio of pulmonary flux acceleration time (PAT) to total ejection time (PET)
detected on Doppler transthoracic echocardiography (TTE) in rats submitted to SuHx
model (p < 0.05; Figure 2A). When orally administered for 2 weeks, LASSBio-1824 signifi-
cantly reduced vascular resistance in pulmonary vascular bed, as indicated by increased
PAT/PET ratio when compared with vehicle-treated SuHx rats (p < 0.05; Figure 2A). At
the end of protocol, the appearance of a mid-systolic notch was evident in the flow profile
in pulmonary arteries from SuHx + vehicle group, while LASSBio-1824 normalized the
flow shape (Figure 2B upper). Meanwhile, no alterations in body weight or systemic hemo-
dynamics were observed between SuHx and normoxic groups, regardless of treatment
(Table 1).
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Figure 2. Effect of LASSBio-1824 on pulmonary vascular resistance and remodeling in SuHx. (A) Time
course of pulmonary vascular resistance development after model induction and treatments (1 =5 rats
per group). (B) Representative images of RVOT Doppler TTE, x-SMA immunostain and PSR stain
of lung vessels. Arrow depicts a mid-systolic notch in pulmonary flux profile. Bars represent 20
um. (C), Medial wall hypertrophy of lung vessels (n = 5 rats per group). (D) Perivascular fibrosis
around lung vessels (n = 5 rats per group). (E) Maximal ACh-induced relaxation of pulmonary
arteries (n = 5 rats per group). (F) Correlation analysis between endpoint pulmonary vascular
resistance and wall hypertrophy. (G) Correlation analysis between endpoint pulmonary vascular
resistance and endothelial function. ACh, acetylcholine; PAT, pulmonary acceleration time; PET,
total ejection time; PSR, picro-Sirius red; RVOT, right-ventricle outflow tract; SMA, smooth-muscle
actin; TTE, transthoracic echocardiography. * p < 0.05 compared to normoxia. ¥ p < 0.05 compared to
SuHx + Vehicle.

Table 1. Body morphometry and vascular hemodynamics.

Parameter Normoxia Bukbe Sul?x ¥
Vehicle LASSBio-1824
Body weight (g) 2364 £ 5.5 2208 9.1 2065+ 16.5
Systolic BP (mmHg) 1069 + 6.8 1047 +~ 3.8 972+ 8.6
Diastolic BP (mmHg) 795+7.1 816+ 45 713+ 54
Mean BP (mmHg) 933+ 6.9 934 1 41 842128

Data represent mean = SEM (n = 5 rats per group). BP, blood pressure.
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2.2. LASSBio-1824 Reduces Medial Hypertrophy and Endothelial Dysfunction in
Pulmonary Arteries

After five weeks of protocol, smooth-muscle actin immunostaining of lung sections
showed that SuHx + vehicle rats displayed a significant thickening of distal pulmonary
vessels when compared to normoxic rats (p < 0.05; Figure 2B middle, and Figure 2C). Medial
hypertrophy was accompanied by a marked expansion of perivascular collagen, as noticed
in picro-Sirius red stain (p < 0.05; Figure 2B lower, and Figure 2D). Such changes were
not observed in SuHx + LASSBio-1824 group (p < 0.05; Figure 2C,D), indicating that oral
treatment for 14 days with this N-acylhydrazone significantly reduced the proliferation of
smooth-muscle cells and fibroblasts in vascular walls.

Endothelial-mediated vasodilatation of pulmonary arteries was impaired in SuHx + ve-
hicle animals (p < 0.05; Figure 2E and Table 1), as indicated by a reduction in acetylcholine
(ACh)-induced maximal relaxation. In contrast, endothelial function was preserved in
SuHx rats treated with LASSBio-1824, as indicated by increased vasodilatory response to
ACh compared to SuHx + vehicle rats (p < 0.05). No changes were observed in contractile
responses of pulmonary arteries to phenylephrine (Table 2). In addition, both medial hyper-
trophy and endothelial function displayed significant correlations with the improvement
in pulmonary vascular resistance (p < 0.05; Figure 2EG).

Table 2. Pulmonary artery dose-response parameters.

s Disowin \SI:::l: uss;;::-;su
Phenylephrine ECs, (nM) 62.6 459 827+ 228 911426
Phenylephrine Fpax (%) 100.0 1000 1000
Acetylcholine ECs, (nM) 66.1 £ 186 722 1 262 136.0 + 492
Acetylcholine Epmgy (%) 675+ 2.1 519 +50° 741+30"

Data represent mean = SEM (n = 5 rats per group). * p < 0.05 compared to Normoxia. * p < 0.05 compared to
SuHx + Vehicle. ECsg, half maximal effective concentration; Ep,., maximal effect.

2.3. LASSBio-1824 Alleviates RV Overload and Remodeling and Preserves RV Function

While no significant differences were detected in LV hemodynamics and structure between
groups (Table 3), increased pulmonary vascular resistance in the SuHx + vehicle group resulted
in elevated RV systolic pressures and severe reduced RV cardiac output (p < 0.05; Figure 3A and
Table 3). SuHx-induced RV overload led to a significant ventricular hypertrophy, as indicated
by both TTE (Figure 3B upper and Figure 7C) and Fulton index (Figure 3D). Moreover, RV
dilatation was also detected in echocardiographic analysis in SuHx rats (Figure 3B lower and
Figure 3E). Reduction in vascular resistance by oral treatment with LASSBio-1824 resulted
in normalization of RV systolic pressure and cardiac function, as well as preservation of RV
thickness and area in rats with PH (p < 0.05; Figure 3A-E and Table 3).

Table 3. Cardiac function and ventricular hemodynamic measurements.

IV Bl 3$:l: u:;;:;-;m
Heart rate (bpm) 283.0 £ 1102 302.5 £ 25.56 285.1 £ 13.67
LV cardiac output (mL-min ') 86.18 + 755 7323 + 391 8136 + 435
LV systolic pressure (mmHg) 98.1 +4.1 833+ 52 89.6 + 24
LV area (mm?) 353+£3.0 3424+36 324+43
RV cardiac output {mL-min ') 9025 + 39 6745+ 54" 9121 + 6.15*
RV end diastolic pressure (mmHg) 677 +123 7.01 +3.62 4.81 + 1.66
RV + dP/dt (mmHg s~!) 1162 + 193 1608 + 317 1114 + 209
RV — dP/dt (mmHgs ) -1117 £ 171 —1753 + 426 ~1074 + 165

Data represent mean + SEM (n = 5 rats per group). * p < 0.05 compared to Normoxia. * p < 0.05 compared to
SuHx + Vehicle. LV, left ventricle; RV, right ventricle.
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Figure 3. Effect of LASSBio-1824 on right-ventricle remodeling and hemodynamics in SuHx. (A) RV
systolic pressures after treatment (n = 5 rats per group). (B) Representative images of cardiac structure
by TTE. Traced lines depict ventricular endocardial surfaces. (C) Fulton index of hypertrophy of
RV (n = 5 rats per group). (D) Echocardiographic measurement of RV wall hypertrophy (n = 5 rats
per group). (E) Echocardiographic measurement of RV end-diastolic area (1 = 5 rats per group). Ao,
aorta; LV, left ventricle; RV, right ventricle; RVSP, right-ventricle systolic pressure; TTE, transthoracic
echocardiography. * p < 0.05 compared to normoxia. # p < 0.05 compared to SuHx + Vehicle.

A similar trend was observed in histologic analysis of RV tissues, since increased
interstitial cell numbers and collagen deposition were found in SuHx rats and LASSBio-
1824 significantly reduced both parameters (p < 0.05; Figure +A-C).

2.4. Administration of LASSBio-1824 Normalized Inflammation in Lung and RV

When compared to the normoxia group, lung immunohistochemistry in SuHx + vehi-
cle rats revealed a significant increase in vascular protein content of important inflammatory
mediators, such as TNF-a and iNOS, which resembled p38 MAPK expression (p < 0.05;
Figure 5A-D). Oral treatment with LLASSBio-1824 greatly attenuated vessel inflammatory
marker content and p38 protein expression (p < 0.05; Figure 5A-D).

115



Pharmaceuticals 2022, 15, 900

60f16

A

Interstitial cell density

NORMOXIA VEHICLE LASSBio-1824
e e i B

SuHx + SuHx +

Frg copge

2.5- 6-
* = *
2.0 ©
NE 2
© 44
3 1.54 # - #
2 T = sl s =
©
@ 1.0- £
o c 2+
£ B
~0.54 k..
°
(&)
0.0 T T 0 T T
Normoxia  SuHx + SuHx + Normoxia  SuHx + SuHx +
Vehicle LASSBio-1824 Vehicle LASSBio-1824

Figure 4. Impact of LASSBio-1824 on RV histology in SuHx. (A) Representative micrographs of RV
sections with H&E and PSR stains. White arrowheads indicate interstitial cell nuclei. Bars represent
20 um. (B) Interstitial cell density in RV tissue (n = 5 rats per group). (C) Red-stained collagen area
of RV (n = 5 rats per group). H&E, hematoxylin-eosin; PSR, picro-Sirius red; RV, right ventricle.
* p < 0.05 compared to normoxia. * p < 0.05 compared to SuHx + Vehicle.

Furthermore, the increase in TNF-x and iNOS was reinforced by using Western blot
analysis, and exacerbated activation of p38 and caspase 3 was observed in RV homogenates
from vehicle-treated SuHx animals (p < 0.05; Figure 6A-B). LASSBio-1824 normalized
the expression of inflammatory markers and caspase activation, matching the reduction
seen in p38 phosphorylation (Figure 6A-B). Immunohistochemical staining displayed
intense nuclear localization of c-fos in RV from SuHx + vehicle rats, possibly in response
to higher cardiomyocyte stress (p < 0.05; Figure 6C,D) which was attenuated by LASSBio-
1824. The reduction in the activity of this transcription factor in RV myocytes indicates
possible inhibition of the early gene program and consequent cell dysfunction and apoptosis
(p < 0.05; Figure 6C,D).
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Figure 6. Effect of LASSBio-1824 on RV content of tissue inflammation mediators and cardiac stress and
apoptosis in SuHx. (A) Representative images of TNF-c, iNOS, phosphorylated and total p38, cleaved
caspase 3 and GAPDH immunodetection after Western blot (# = 5 biological replicates). (B) Relative
densities of TNF-c, INOS, cleaved caspase 3 and phosphorylated p38 in RV samples, respectively (n = 5 rats
per group). (C) Representative micrographs of e-fos immumohistochemistry in RV sections. Bars represent
20 um. (D) Brown-stained cardiomyocyte nudei abundance in RV samples (2 = 5 rats per group). dl.,
cleaved; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; iNOS, inducible nitric oxide synthase; RV,
right ventricle; TNE, tumor necrosis factor. * p < 0.05 compared to normoxia. * p < 0.05 compared to
SuHx + Vehicle.
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3. Discussion

Although the number of therapies for PH has increased in the last years, currently used
vasodilators do not directly address the cardiovascular remodeling associated with disease
progression. Therefore, the investigation of new targets that regulate tissue remodeling
is of great interest for the development of new drugs for treatment of PH. Recently, the
importance of inflammation to the pathways involved in tissue remodeling has gained
attention [§,10], and drugs with anti-inflammatory activity represent a promising alternative
for management of disease progression.

PH is a multifactorial disease associated with low survival rate in the absence of
adequate treatment [1,3,4]. Mortality is correlated to RV dysfunction, which in turn is a
consequence of increased pulmonary vascular resistance and remodeling [!,5,6]. Many
cell types and stimuli are involved in the initiation, evolution and stabilization of vascular
lesions [6~11]. Inflammatory stimuli in the vessel wall not only induces infiltration of
circulating leukocytes but also stimulates endothelial and smooth-muscle cells to oppose
apoptosis, resulting in a proliferative condition [5,10]. Although these aspects may in-
volve different intracellular pathways, some enzymes such as MAPK are important key
factors [12,14-15]. Among MAPK enzymes, the importance of p38 in PH was previously
reported, because its expression and activity are increased in patients [12,20,21,26]. The
relevance of p38 activation to PH pathogenesis is evidenced by its involvement in different
cellular processes triggered by growth factors, inflammatory cytokines, reactive oxygen
species, hypoxia and environmental stress [14,15,15]. Signaling through p38 interferes
with the balance between cell survival and apoptosis, and mediates inflammatory cy-
tokine production locally [14-15]. Recently, a noncanonical pathway was demonstrated
which may also contribute to MAPK signaling perpetuation by a positive feedback of p38
activation [14,15].

When activated, p38 translocates from cytoplasm to nucleus and phosphorylate tran-
scription factors involved in inflammation, cell proliferation and apoptosis [14,15]. In-
creased p38 expression and activity found in lung vessels from patients with idiopathic
PH further suggest a key role for this MAPK in pulmonary vascular remodeling [20,21,26],
in addition to a selective pulmonary vasoconstriction in response to hypoxia [26]. Those
features could significantly account for the vascular remodeling in the small circulation [11],
hypertrophy and dysfunction of RV with subsequent failure. Furthermore, the role of p38
in cardiac and vascular remodeling was previously described in rodent models of PH and
pressure-overload-induced RV dysfunction [19-21].

N-acylhydrazones are known for their extensive beneficial biological activities, in-
cluding anti-inflammatory effects [27,25]. LASSBio-1824 is a new N-acylhydrazone that
demonstrated p38 inhibiting activity in vitro and promoted a reduction in inflammatory
cell migration by attenuating cytokine production in mice [25]. Oral administration of this
compound displayed improved anti-TNF activity when compared to SB203580, suggesting
a better drug-likeness profile than currently studied p38 inhibitors [25]. Therefore, the
kinase inhibition activity and anti-inflammatory effects in vivo prompted the study of
LLASSBio-1824 as a potential treatment for PH.

PH is marked by an increase in pulmonary vascular resistance caused by increased tone
and remodeling in intrapulmonary arterioles. The SuHx model exhibits several characteristics
of human PH, including histological and hemodynamic alterations [29-31]. Herein, it was
demonstrated that SuHx rats developed PH after 21 days due to slower blood flow through
the pulmonary arteries, as indicated by short PAT/PET ratio. Moreover, elevated pulmonary
vascular resistance and vessel stiffness lead to premature wave reflection towards the RV
during systole, impairing RV ejection and causing a notch in the Doppler profile [32,33], an
alteration seen in late-stage PH [33,34]. Treatment with LASSBio-1824 normalized the pul-
monary blood-flow wave shape and abolished the mid-systolic notch, which accompanied the
increase in PAT/PET, indicating a normalization of blood flow through pulmonary circulation.

Increased vascular tone on pulmonary arteries results from an association of increased
vessel stiffness and decreased endothelial-mediated vasodilation. Decreased endothelial
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function results of impaired production of vasodilators [9,11], contributing to increased
pulmonary vascular resistance, suggesting a significant correlation between PAT /PET ratios
and ACh-induced maximal relaxation in SuHx rats. Endothelial dysfunction occurs in PH
due to endothelial phenotype changes associated with excessive release of growth factors,
chemokines, cytokines and vasoconstrictors [1]. The actions of these mediators converge
to p38 activation, resulting in exacerbated cell proliferation, resistance to apoptosis and
inflammation observed in PH subjects [20,35-37]. LASSBi0-1824 enhanced ACh response
in pulmonary arteries from SuHx rats, normalizing the endothelial control of vascular tone,
suggesting that p38 inhibition decreased endothelial phenotype transition.

Pulmonary vascular remodeling contributes not only to raise vascular tone but also
to reduce vessel wall compliance. Increased wall thickness and perivascular fibrosis are
among the most common alterations seen in vascular lesions from PH patients [1]. In this
study, increased muscularization and perivascular collagen content were found in lung
arterioles from SuHx + vehicle animals, indicating significant vessel remodeling in this
group. This alteration affected the pulmonary vascular resistance, as PAT/PET ratios were
negatively correlated to medial wall area.

Vascular remodeling results from activation of smooth-muscle cells and fibroblasts [1,34],
which involve p38 MAPK pathways [22,26]. Increased p38 content is found in lung arteri-
oles and peripheral blood leukocytes from PH patients [20,39], and its activation upregu-
lates TNF- and iNOS in the vessel wall, stimulating proliferation, arteriole muscularization
and collagen synthesis [16,22,26,40,41]. In addition, TNF-« secretion in the vasculature also
promotes endothelial permeability, facilitating the infiltration of circulating leukocytes and
aggravating tissue inflammation [42—44]. Our data demonstrate not only an increase in
iNOS and TNF-« expression, but also higher p38 content in pulmonary vessels of SuHx
rats, which indicates abnormal p38 MAPK signaling in these remodeled arterioles. The
effect of LASSBio-1824 on vascular remodeling is concomitant to the normalization in p38
protein content, presumably by limiting the signaling through this MAPK and reducing
TNF-a and iNOS concentration in arterioles.

The persistent afterload induced by PH promotes adaptive changes on RV structure,
leading to dysfunction and failure [12,19]. Increased RV systolic pressure was found in
SuHx rats, which affected RV structure and function, as seen by its hypertrophy, dilatation
and impaired output. However, after LASSBio-1824 treatment those parameters were
similar to normoxic controls, which could be due, in part, to the attenuation in vascular
remodeling and consequent afterload, since p38 MAPK signaling is also directly implicated
in ventricular remodeling [19].

Increased protein content and phosphorylation are observed in RV in PH models,
where it stimulates cardiac fibroblasts through myocardin-related transcription factor
and metalloproteinase-9 activation [19,45]. Elevated interstitial cell density and collagen
content were seen in RV from SuHx rats, indicating increased stromal cell proliferation
and activation in response to cardiac overload. LASSBio-1824 reversed these alterations,
reducing RV fibrosis and cell density in SuHx animals. Simultaneously to these findings, a
reduction in p38 phosphorylation was found, which implies noncanonical activation of this
enzyme by a positive feedback loop, mediated by the scaffold protein and p38 substrate
TAB1 [14,15].

p38 MAPK signaling is directly involved in the progression of ventricular dysfunc-
tion, because it promotes cardiomyocyte adaptation to different stressors, which in turn
triggers mechanisms of cardiac inflammation and further stimulates fibrosis [14,15, 16,47].
Cardiac activation of caspase-3 leads to an ongoing apoptotic process in RV tissue in PH
rats, indicating a transitioning to failing phenotype in RV myocytes [16,48]. This finding is
related to the chamber dilatation seen in TTE images in the SuHx + vehicle group. Chronic
mechanical overload leads to cardiomyocyte stress and activation of early response path-
ways, such as increased c-fos expression and activity [49,50]. Transcription of the FOS
gene is dependent on serum response factor activation, which in turn is a downstream
target of p38 MAPK signaling [18,19]. Therefore, increased c-fos nuclear expression in
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cardiomyocytes indicates increased p38 phosphorylation and activity in these cells, as seen
by the concomitant increase in both parameters in SuHx rats. In contrast, LASSBio-1824
reduced caspase-3 activation by reducing cardiomyocyte stress signaling, as suggested by
attenuated c-fos expression in myocyte nuclei through inhibition of p38 signaling.

Cardiac expression of TNF-a and iNOS is also dependent on p38 activity [15,23,24]
and has been associated with the development of RV hypertrophy and progression to RV
failure [51-55]. Increased content of both mediators was found in the SuHx + vehicle group
and was normalized by treatment with LASSBio-1824, correlating their expressions to activated
P38 levels. Moreover, since those proteins are responsible for the cardiac inflammation and
fibrosis [27,56,57], the effect of LASSBio-1824 on attenuating their expression also contributes
to the reduction in cardiac collagen content.

4. Materials and Methods
4.1. Drugs and Reagents

LASSBio-1824 and SU5416 were provided by Laboratério de Avaliagao e Sintese de
Substancias Bioativas (LASSBio®; Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro
Brazil). Dimethylsulfoxide, ketamine and xylazine were gently provided by Cristalia
Produtos Quimicos e Farmacéuticos (Itapira, Sao Paulo, Brazil). Antibodies used in this
work are described in Table 4. All other reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA).

Table 4. Antibodies used in this work.

Target Host Clonality Conjugate Cat. No. Vendor
p38 Mouse Monoclonal - ab1793 AbCam (Cambridge, MA, USA)
phosphorylated-p38 Rabbit Polyclonal - ab13847 AbCam (Cambridge, MA, USA)
TNF-o Rabbit Polyclonal - ab7952 AbCam (Cambridge, MA, USA)
iNOS Rabbit Polyclonal - 4511 Cell Signaling (Danvers, MA, USA)
cleaved caspase 3 Rabbit Polyclonal - 2982 Cell Signaling (Danvers, MA, USA)
a-SMA Mouse Monoclonal - 5174 Cell Signaling (Danvers, MA, USA)
GAPDH Mouse Monoclonal - A2547 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Rabbit IgG Goat Polyclonal HRP 1706515 Bio-Rad (Hercules, CA, USA)
Mouse IgG Goat Polyclonal HRP 1706516 Bio-Rad (Hercules, CA, USA)
Mouse/Rabbit 1gG Goat Polyclonal HRP 414191F Nichirei Biosciences (Tokyo, Japan)

GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; HRP, horseradish peroxidase; IgG, immunoglobulin G;
iNOS, inducible nitric oxide synthase; SMA, smooth-muscle actin; TNF, tumor necrosis factor.

4.2. Animals and Experimental Design

All experimental protocols were approved by the Committee on Ethics in the Use of
Animals at Universidade Federal do Rio de Janeiro (license number 039/19). Male Wistar
rats (180250 g) originated from the Animal Facility of Universidade Federal do Rio de
Janeiro and were housed in cages containing 3—4 animals at 21 + 1 °C, under a light/dark
cycle of 12 h with free access to chow and water. Rats were kept in accordance with the
Brazilian Guide of Production, Maintenance and Utilization of Animals for Teaching or
Scientific Research Activities (1st edition, 2016) approved by the National Council for
Control of Animal Experimentation.

PH was induced in rats by administration of SU5416 during exposure to hypoxia,
which reproduces the severe and persistent vascular remodeling and RV failure similar to
late-stage human disease [29,20,55]. This rat model, SuHx, develops more severe features
than hypoxia only [29-31] with a progressive proliferative endotheliopathy caused by
SUS5416 after their return to normoxia [29,30].

Figure 7 shows the delineation of the experimental protocol.
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Figure 7. Model induction, therapeutic protocol and measurement schedules. (A) Control animals
(n = 5) were maintained in room air (normoxia, FiO2: 21%) throughout the experimental protocol
and received both weekly SU-vehicle (i.p.) and after 3 weeks, daily vehicle (DMSO, 100 uL p.o.).
(B) SuHx animals were maintained in hypoxic chamber (FiO2: 10%) and received both weekly SU5416
(20 mg/kg i.p.) for 3 weeks and after return to normoxia, daily vehicle (DMSO, 100 uL p.o., # = 5) or
LASSBio-1824 (50 mg/kg p.o., n = 5). TTE, transthoracic echocardiography.

Rats were randomly divided into two groups: Normoxia (1 = 5), who were maintained
in room air and used as controls; and SuHx (n = 10), in which PH was induced. Animals
in the SuHx group were subjected to 3 weeks of normobaric hypoxia in a ventilated
acrylic chamber, where atmospheric oxygen concentration was kept at 10% by an oxycycler
controller (ProOx 360, BioSpherix; Lacona, NY, USA) using nitrogen. Humidity and carbon
dioxide were kept at a minimum by continuous adsorption with silica gel and soda lime
granules. The chamber was opened every 3 days for less than 20 min in order to clean
cages and replenish food and water. SuHx rats received weekly intraperitoneal injections of
20 mg/kg SU5416 suspended in SU-vehicle (0.5% carboxymethylcellulose, 0.4% Tween80
and 0.9% benzyl alcohol in isotonic saline) [31].

Doppler TTE was performed before and after three weeks of hypoxia in rats, as de-
scribed in the next section. The reduction in the PAT/PET ratio indicated the establishment
of PH [29,30,59]. Once disease onset had been confirmed, SuHx rats were then re-exposed
to normoxia for two additional weeks and randomly assigned into two groups for oral
treatment with either vehicle (DMSO; 100 uL) or LASSBio-1824 (50 mg/kg in DMSO).
Normoxic controls were orally administered with DMSO (100 pL). The dose of LASSBio-
1824 used was chosen considering previous reports, in which similar N-acylhydrazone
compounds (1,2) promoted significant improvement of right ventricular dysfunction and
vascular remodeling in monocrotaline-induced PH [25,60].
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4.3. Transthoracic Echocardiography (TTE)

Under spontaneous ventilation, animals were anesthetized initially with 3% and
followed by 1.5% of isoflurane/oxygen mixture. Each examination, from anesthesia to
acquiring recordings, required not more than 10 min. RV hemodynamics and cardiac
structure and function were assessed using a high-resolution ultrasound imaging system
equipped with a RMV-710B transducer with 25 MHz and a fixed focal length of 15 mm
(Vevo 770, Visualsonics, Toronto, Canada). All measurements were obtained according to
the American Society of Echocardiography Guidelines.

Assessment of pulmonary vascular resistance was performed noninvasively through
measurement of PAT obtained by pulsed-wave Doppler TTE at the RV outflow tract
(RVOT) [29,31,33,34]. Values obtained for PAT were normalized to PET, in order to attenuate
the influence of possible heart-rate fluctuations unrelated to PH [30,61].

Pulmonary-artery diameter (PAd) and velocity-time integral (VTI) were measured in
the parasternal short-axis plane in mid-systole by 2-dimensional and pulsed-wave Doppler,
respectively. RV cardiac output (RVCO) was calculated as RVCO = 0.785 x (PAd)? x VTI
% heart rate. RV wall thickness was obtained in M-mode in order to determine an indirect
index of hypertrophy [11,61]. RV and LV areas were obtained in B-mode and LV stroke
volume (LVSV) was calculated using Simpson’s method. LV cardiac output (LVCO) was
calculated using LVCO = LVSV x heart rate [29,31].

4.4. Vascular and Intraventricular Hemodynamic Measurements

Animals underwent deep anesthesia with ketamine (80 mg/kg, i.p.) and xylazine
(15 mg/kg, i.p.) and were maintained on spontaneous ventilation during the procedures. A
PTFE30 catheter was inserted into the carotid artery to measure systemic systolic, diastolic
and mean arterial pressures, and the same was introduced to the LV to measure the LV
systolic pressure (LVSP). The right jugular vein was used to access the right ventricle
using a second PTFE30 catheter to record the RV systolic pressure, end diastolic pressure
and contraction and relaxation rates (positive and negative dP/dt). All parameters were
measured using Lab Chart software (Version 7.0, ADInstruments, Inc.; Sydney, Australia).
Immediately after completion, animals were exsanguinated for tissue collection.

4.5. Vascular Reactivity of Pulmonary Artery Rings

Isometric tension measurements from pulmonary artery rings in response to phenyle-
phrine and acetylcholine were recorded as described elsewhere [25]. Briefly, after dissection,
arterial rings were immersed in oxygenated Tyrode saline solution. After equilibration
for 2 h at 1.5 g resting tension, preparations were exposed to increasing concentrations
of phenylephrine, and after attaining maximal contraction, to increasing concentrations

of acetylcholine.

4.6. Morphometric and Histochemical Analysis

Before fixation, the RV was isolated from the LV and ventricular septum (S) and their
wet weights were recorded for calculation of Fulton index of hypertrophy, as the ratio
RV/(LV + S) [31]. RV tissues were set in immersion in neutral buffered formalin, Left lungs
were inflated with neutral buffered formalin to obtain a smooth surface.

Tissues were prepared using graded ethanol and xylene and embedded in molten
paraffin. Paraffin blocks were randomly separated in order to stain and analyze by an inde-
pendent observer. Paraffin sections (4 pm) of RV and lungs were stained by hematoxylin-
eosin and picro-Sirius red methods and analyzed following previously described proto-
cols [31]. Immunostaining for smooth-muscle actin in lung sections was also performed as
described earlier [31].

Lung sections were immunostained for TNF-t, iNOS and p38 after dewaxing, endoge-
nous peroxidase quenching in 3% hydrogen peroxide and antigen retrieval in citrate (TNFa
and p38) or Tris/EDTA (iNOS) buffer for 30 min at 98 °C. Nonspecific binding block was
performed by incubation with 5% BSA in phosphate-buffered saline (PBS) for 60 min before
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incubating overnight in primary antibodies at 1:50 dilution in 1% BSA-PBS. After washing
in PBS, slides were incubated for 2 h in HRP polymer-conjugated secondary antibody
(diluted 1:3 in PBS) followed by staining in 3,3’-diaminobenzidine solution. Hematoxylin
was used as a counterstain and protein content was expressed by percentage stained area
of the total field area under 1000x magnification using the color threshold tool of Fiji
software [62].

RV sections were immunostained for c-fos as described above, except for a permeabi-
lization step in PBS containing 0.05% Tween20 for 30 min before nonspecific blocking in
1% normal goat serum in PBS for further 30 min. Nuclear translocation of c-fos protein in RV
was expressed by the percentage of stained cardiomyocyte nuclei under 1000 magnification.

4.7. Membrane Preparation and Western Blot

Immunoblotting was performed as previously described [31,32]. RV tissues were
harvested, stored in lysis buffer and frozen in liquid nitrogen until homogenization. Cardiac
tissues were homogenized in a potter glass homogenizer using lysis buffer (12.5% sucrose,
20 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM EDTA) containing 1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride,
1 mM benzamidine, 1 mM dithiothreitol, and 1 ug/mL of protease inhibitors (pepstatin,
chymostatin, aprotinin, leupeptin and antipain). The mixture was centrifuged for 5 min
at 1000 x g and supernatant was collected and frozen. Total protein concentration in each
sample was determined using Coomassie Blue reagent. Proteins (50 ug) were separated
in 10% SDS-PAGE gel and transferred to a nitrocellulose membrane using a semi-dry
system (Bio-Rad; Hercules, CA, USA). Membranes were blocked using PBS 5% nonfat
milk and 0.1% Tween20 and incubated with primary antibodies TNF-x (1:1000), active
caspase-3 (1:1000), p-p38 (1:1000), iNOS (1:1000) and GAPDH (1:1000), in PBS. Freshly
made antibody solution was used twice. After labeling the membranes with primary
and secondary antibodies (1:10,000 in PBS), detection of specific bands was performed by
chemiluminescence using ImageQuant (LAS4000, GE Healthcare Life Sciences; Chicago, IL,
USA). Images acquired were analyzed in Fiji software [62] and individual protein-band
densities from 5 biological replicates were normalized to GAPDH.

4.8. Statistical Analysis

Data were expressed as means =+ standard errors of the mean (SEM) and were analyzed
using GraphPrism software (version 6.0; GraphPad, San Diego, CA, USA). Data normality
and homogeneity within groups were confirmed using Kolmogorov-Smirnov and Brown-
Forsythe tests, respectively. The experimental groups were compared using one-way
analysis of variance (ANOVA) with a significance level of p < 0.05, followed by a post
hoc Tukey test. Pearson correlation was used for correlation analysis between vessel wall
thickness, endothelial function and changes in the PAT/PET ratio.

5. Conclusions

The novelty of this work is the demonstration of beneficial effects of a new orally active
p38 inhibitor in rats with chronic hypoxia plus SU5416-induced PH. Oral treatment with
LASSBio-1824 during 14 days reduced PH characteristics including altered blood flow and
endothelial function in pulmonary arteries and tissue remodeling in lung vessels and RV.
Inhibition of p38 by LASSBio-1824 attenuated tissue inflammation by reducing TNF-« and
iNOS expressions and prevented apoptosis in response to stress in RV tissues by inhibiting
c-fos and caspase-3 activation. The effects promoted by LASSBio-1824 contributed to lung
and RV repair, which reinforce the importance of considering the p38 MAPK as a promising
target to treat PH. Thus, the present data contribute to the hypothesis that p38 inhibition is
an important approach for treatment of this deleterious cardio-pulmonary disease.
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