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A meus pais.



“Somos todos muito ignorantes,
mas nem todos ignoramos

as mesmas coisas.”

(Albert Einstein)
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RESUMO

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) induzida pela monocrotalina (MCT) constitui
um quadro fisiopatolégico que envolve varias alteragdes cardiovasculares, respiratérias e
autonémicas. Estudos em modelos experimentais sugerem que os horménios sexuais
femininos apresentam um efeito protetor no desenvolvimento da HAP. Entretanto, os efeitos
da deficiéncia destes horménios sobre a HAP permanecem por serem melhor
caracterizados. Os objetivos deste estudo foram avaliar as alteracées hemodinamicas,
morfolégicas, autondmicas, cardiovasculares reflexas, respiratérias e gasométricas
decorrentes da HAP, em fémeas ooforectomizadas (OVX) e cirurgia ficticia (SHAM). Para
tanto, foram utilizadas ratas Wistar (200-220 g), divididas em 4 grupos: CON, MCT, OVX e
OVX+MCT. As ratas foram submetidas a ooforectomia ou SHAM e apéds 10 dias receberam
uma injecao subcutanea unica de MCT (60 mg/Kg) ou o mesmo volume de salina (~0,8 mL).
Apds 4 semanas foram realizados os registros cardiovasculares, respiratérios, gasométricos
e histologia pulmonar. Os resultados mostraram um significativo aumento do peso seco e
umido do ventriculo direito (VD), bem como do indice Pulmonar nos grupos tratados com
MCT quando comparado aos seus respectivos grupos controles. Foi observado também que
os grupos MCTs apresentaram valores significativamente elevados de pressao sistélica
maxima (PSmax) do VD em relagao ao seu respectivos grupo controle. Além disso, também
observamos que o grupo OVX apresentou a PSmax do VD elevada quando comparado ao
grupo CON. As andlises morfoldgicas revelaram um acentuado espessamento da camada
média dos ramos distais da artéria pulmonar nos grupos MCTs. Em relagdo a avaliagao
autonémica, observamos um aumento significativo do componente simpatico, bem como
uma atenuagao do componente parassimpatico nos grupos MCT, OVX e OVX+MCT. Quanto
aos parametros respiratérios, observamos um aumento da ventilagéo alveolar (Va) no grupo
MCT, enquanto que o grupo OVX+MCT apresentou uma reducédo deste parametro. A
avaliagdo gasométrica mostrou que os grupos MCTs apresentam uma diminuicdo da

pressao parcial de O, (PaO,) e redugdo da porcentagem de saturacdo da hemoglobina



(%Sat Hb) quando comparado a seus respectivos grupos controles, porém, o grupo
OVX+MCT apresentou uma redugao da %Sat Hb quando comparado ao MCT. Em relagéao
aos reflexos cardiovasculares, observamos uma atenuagdo do ganho barorreflexo nos
grupos MCTs e também uma maior reducédo no grupo OVX+MCT comparado ao MCT. Na
avaliacdo do Reflexo Bezol-Jarisch (RBJ) observamos uma atenuacdo da resposta
hipotensora nos grupos MCTs, porém, somente o grupo OVX+MCT apresentou uma
atenuacdo da resposta bradicardica. Estes resultados sugerem que a MCT promove
importantes  alteragbes cardiovasculares, autondmicas, morfologias, respiratorias,
gasomeétricas, as quais sao agravas pela ooforectomia, sugerindo que os hormdnios sexuais

femininos possuem uma importante fungao protetora neste modelo de HAP.

Palavras chave: ooforectomia; hipertensdo arterial pulmonar; monocrotalina; reflexos

cardiovasculares.



ABSTRACT

Pulmonary arterial hypertension (PAH) induced by monocrotaline (MCT) constitutes
the pathophysiological conditions that involve several cardiovascular, respiratory and
autonomic changes. Previous experimental model studies suggest that female sex hormones
provide protective effects in the development of PAH. However, effects arising from the
deficiency of these hormones on the PAH remain to be elucidated. The aims of the present
study were to evaluate the possible hemodynamic, morphological, respiratory and
gasometrical changes arising from PAH in female rats submitted to ooforectomy and sham-
operated. Wistar female rats were used (200-220 g) and divided into 4 groups: control
(CON), MCT, OVX and OVX+MCT. Rats were submitted to OVX or SHAM, and 10 days
later, received a single injection of MCT (60 mg/kg, SC), or the same volume of saline (~0.8
mL). After 4 weeks, recordings of cardiovascular, respiratory, gasometric were made and
pulmonary histology. The results showed a significant increase of the dry and wet weight of
the right ventricle, as well as pulmonary index in MCT groups, compared to respective
control groups. We also observed that MCT groups showed values significantly higher of the
peak systolic pressure (PSmax) of VD in relation to the respective control group. These
findings were also observed in relation to the OVX group and the respective control group.
The morphological analysis showed a marked thickening of the media layer of the distal
branches of the pulmonary artery in the MTC groups. In relation to autonomic evaluation, we
observed a significant increase of a sympathetic component, as well as an attenuation of the
parasympathetic component in the MCT, OVX and OVX+MCT groups. For the respiratory
parameters, we observed an increase of the alveolar ventilation in the MCT group, while
OVX+MCT group showed an attenuation of this parameter. Gasometric evaluation showed
that MCT groups present a reduction in the partial pressure of O, (PaO,) and reduction of the
percentage of the hemoglobin saturation (% Sat Hb) when compared to respective control
groups, but OVX+MCT group showed an attenuation of the %Sat Hb when compared to

MCT. In relation to cardiovascular reflexes, we observed an attenuation of the baroreflex



gain in the MCT groups and also a higher reduction in the OVX+MCT group compared to
MCT. In the Bezold-Jarisch reflex evaluation, we observed an attenuation of the hypotensive
responses in the MCT groups, but only in OVX+MCT group was an attenuation of the
bradicardic responses observed. These data suggest that MCT produces important
cardiovascular, autonomic, morphological, respiratory and gasometric changes, which are
worsened by ooforectomy. Therefore, these results indicate that female sex hormones play

an important protective function in this model of PAH.

Keywords: ooforectomy, pulmonary arterial hypertension, monocrotaline,

cardiovascular reflexes.
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INTRODUCAO

A hipertenséo arterial pulmonar (HAP) é definida como uma elevacao da pressao
arterial pulmonar acima de 25 mmHg no repouso e acima 30 mmHg no exercicio, com uma
pressao de cunha capilar pulmonar média menor que 15 mmHg (Farber e Loscalzo, 2004).
A combinacao de trés fatores é responsavel pelo aumento da resisténcia vascular pulmonar
em pacientes com HAP: vasoconstricdo, remodelamento da parede vascular e trombose in
situ (Rubin, 1997). Uma caracteristica precoce da doenca é a disfungcéo endotelial da artéria
pulmonar, que estd associada a uma vasoconstricdo ocasionada por um desequilibrio entre
os fatores de relaxamento e de contracdo derivados do endotélio (Archer e Michelakis,
2009), que evolui para um remodelamento vascular, caracterizado por lesdes plexiformes,
hipertrofia da camada média, fibrose laminar concéntrica da intima, degeneragéo fibrindide e
lesbes trombdéticas (Runo e Loyd, 2003). Estas alteragées promovem um aumento da pés-
carga do ventriculo direito (VD) (Michelakis et al., 2008) que evolui para hipertrofia direita,
diminuicdo do débito cardiaco e faléncia ventricular direita (Kawut et al., 2009). Apesar do
estimulo inicial ou lesdo que desencadeia a doencga ser desconhecido, este pode estar
relacionado com anormalidades genéticas, como mutagdo de receptores de proteinas
morfogenéticas ésseas tipo Il (BMPR2), ou fatores ambientais como drogas, virus ou

toxinas, por exemplo (Michelakis et al., 2008).

A hipertensdo pulmonar (HP) inicialmente era classificada como primaria ou
secunddria, desde a primeira conferéncia internacional sobre Hipertenséo Arterial Pulmonar
Primaria (HAPP) realizada em 1973 e organizada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). Entretanto, pelo fato de existirem caracteristicas histopatolégicas, assim como
respostas ao tratamento semelhantes entre as duas classificacdes, a OMS, através do 2°
Simpoésio Mundial de HP realizado na cidade de Evian, Frangca, em 1998, classificou a HP
em 5 grupos principais baseados em critérios fisiopatolégicos da doenca (Runo e Loyd,

2003). Porém esta classificagao foi reformulada em 2003 no 3° Simpdésio Mundial, realizado
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em Veneza, na Itdlia (McLaughlin e McGoon, 2006) e atualizada em 2008 no quarto 4°
Simpésio Mundial sobre a doenga, realizado em Dana Point, nos EUA (Simmonneau et al.,
2009) (vide anexo 1), a saber: 1- HAP, 2- HP devido a doenga do coracao esquerdo, 3- HP
devido a doencgas pulmonares e/ou hipéxia, 4- HP tromboembdlica crénica e 5- HP com
mecanismos multifatoriais desconhecidos. Segundo esta classificacao, fica estabelecido que
a HAP é uma das formas pela qual a HP se apresenta. Além das diferencas etiologicas,
também foram classificadas as caracteristicas histolégicas das diferentes lesées vasculares
de cada grupo (vide anexo 2) (Stenmark et al., 2009). Existe ainda uma classificagao

funcional que esta associada aos sintomas da HAP (vide anexo 3) (Humbert et al., 2004).

A HAP é uma doencga que possui um prognéstico ruim, sua taxa de mortalidade varia
entre 20 a 40% apos trés anos do diagnéstico da doenga quando nédo tratada (Sitbon et al.,
2002). De acordo com um estudo sobre a prevaléncia desta doenca, realizado pelo Centro
de Controle de Doengas dos EUA, a HP foi diagnosticada em 260 mil pacientes em 2002
(Hyduk et al., 2005). Estima-se que a prevaléncia da HAP seja 1 a 2 casos por 1 milhdo de
pessoas na populacao geral (Gaine e Rubin, 1998). Apesar das doencas cardiovasculares
(de um modo geral) acometerem menos mulheres pré-menopausais quando comparado aos
homens da mesma idade (Rossouw, 2002; Stork et al., 2004; Meendering et al., 2008), a
prevaléncia da HAP é duas vezes maior em pacientes do sexo feminino (Loyd et al., 1995;
De Marco, 2006) e pode estar presente em qualquer idade. Entretanto € mais comum na
terceira década de vida da mulher e na quarta década no homem, com uma média de idade
de diagndstico da doenga de 36 anos (Rich et al., 1987). Varios fatores de risco predispdem
ao desenvolvimento de HAP (vide anexo 4). Apesar da relacdo dos hormdnios sexuais
femininos, tal como o estrogénio, com a HAP ter sido postulada devido a sua maior
prevaléncia no sexo feminino, nenhum estudo epidemioldégico demonstrou alguma
correlagdo com o uso de contraceptivos orais ou terapia de reposicao hormonal (Abenhaim

et al., 1996).
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Estudos epidemiolégicos mostraram que uma quantidade maior de homens, com
idade inferior a 45 anos, morrem por ano devido as doengas cardiovasculares quando
comparado as mulheres da mesma idade (Albert et al., 1996; Thom e Epstein, 1994).
Entretanto, esses dados se revertem quando se compara com mulheres na menopausa por
volta dos 50 anos de idade, onde mais mulheres morrem devido a doengas cardiovasculares
(Sourander et al., 1998). O mecanismo pelo qual o estrogénio protege o sistema
cardiovascular ainda nao esta completamente elucidado, mas acredita-se que um dos
fatores esteja relacionado com a modulagdo autonémica (Rui et al., 1998; Saleh et al.,

2000).

Em relacdo ao estrogénio, varios estudos demonstraram que este horménio exerce
efeito benéfico na vasculatura pulmonar (Sakao et al., 2010). As agdes do estrogénio podem
ocorrer de duas formas: gendbmica, através de fatores de transcricdo que alteram a
expressao génica (Webb et al., 1995; Petterson et al., 1997; Ray et al., 1997; Schlegel et al.,
1999), e ndo-gendmica, através da modulacdo de vias intracelulares, as quais provocam
alteracdes agudas e de curta duracao (Watters et al., 1997; Nadal et al., 1998; Kim et al.,
1999; Watson et al., 1999). A modulacao destes dois mecanismos é feita através de dois
tipos de receptores de estrogénio (RE), o receptor do tipo a (RE-a) e o receptor do tipo B
(RE-B) (Walter et al., 1985; Evans et al., 1988; Brown et al., 1994; Kniper et al., 1996;
Shibata et al., 1997) e, no caso do receptor ndao-gendmico, também existe um receptor
acoplado a proteina G da membrana celular (Meldrum et al., 2007). Estes receptores de
estrogénio estado localizados em varios tecidos, tais como 0s vasos sanguineos, o sistema
nervoso central (SNC), as mamas, o utero, o tecido adiposo, o figado, o trato
gastrointestinal, a pele e outros (Calle et al., 1995; Paganini-Hill et al., 1996; Schmidt et al.,
1997). Nos vasos sanguineos, eles se localizam no endotélio e no musculo liso vascular
(Mendelsohn et al., 1994; Farhat et al., 1996). Nas células endoteliais, inclusive as do leito
vascular pulmonar (Sylvester et al. 1985; Gordon et al., 1986; Kauser e Rubanyi, 1997;

Gonzales e Kanagy, 1999; Gonzales et al. 2001), o estrogénio promove aumento da
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producéo e liberagao de 6xido nitrico (ON) (Lantin-Hermoso et al., 1997; Caulin-Glaser et al.,
1997), reduz a expressdo de endotelina 1 (ET-1) (Earley e Resta, 2002), aumento na
producéo de fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (FHDE) (Harder e Couson,
1979), estimula a producédo de prostaciclina (PGl,) (Sylvester et al., 1985; Gordon et al.,
1986; Kauser e Rubanyi, 1997; Gonzales e Kanagy, 1999; Gonzales et al. 2001), aumenta a
producdo de angiotensina Il (Tostes et al., 2003) e a expressao do receptor de angiotensina
AT1 (Takeda et al., 2002). Em relagdo aos efeitos promovidos pelo estrogénio no musculo
liso vascular, alguns estudos mostraram que este hormdnio inibe os canais de Ca™
voltagem-dependentes (Farhat et al., 1996; Freay et al., 1997; Lahm et al., 2007) e estimula
os canais de K* (Valverde et al., 1999). Como visto, o estrogénio atua sobre a vasculatura
promovendo vasodilatacao e, como ja descrito na literatura, sua deficiéncia promove efeitos
opostos (Hashimoto et al., 1995; Kawano et al., 1996; English et al., 1998). Entretanto,
alguns estudos sugerem que 0 estrogénio possui agdo angiogénica (Spyridopoulos et al.,
1997), modulando a expressao do receptor KDR de fatores de crescimento endoteliais
vasculares (VEGF) (Hyder et al., 2000; Gargett et al., 2001). Devido ao fato da HAP
apresentar proliferacdo endotelial vascular associada a um aumento da expressdo de
VEGF, o estrogénio pode atuar exacerbando a doencga vascular pulmonar. Além disso, foi
demonstrado por Agrawal et al. (2000) que a terapia de reposicdo hormonal eleva os niveis

de VEGF em mulheres p6s-menopausais.

Em relagéo a fisiopatogenia da HAP, como existem diversos mecanismos, celulares
e moleculares envolvidos, ndo é possivel imaginar 0 mesmo mecanismo para explicar a
vasoconstricdo e o remodelamento vascular em todas as formas de HP. Além disso, mesmo
se considerarmos uma unica forma de doenga, os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos

podem variar de acordo com a fase evolutiva (Rubin et al., 2004).

O endotélio vascular possui um importante papel na fisiopatogenia da HP devido a
relevancia de seu envolvimento no processo vaso-oclusivo propriamente dito (Larumbe e

Escoboza, 1994). As células endoteliais podem responder de diferentes maneiras as
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diversas injarias, como hipdxia, estresse de cisalhamento, inflamacéo, toxinas ou drogas,
resultando em proliferacao endotelial anormal e posteriormente na formacao de lesdes
plexiformes (Cool et al., 1999). Em relagao a hipdxia, apesar de ndo ser um dos principais
fatores para o desenvolvimento inicial da HAP, ela pode contribuir para o remodelamento
vascular pulmonar durante a progressdo da doenga (hipoxia crbnica) e/ou causar
vasoconstricdo pulmonar (hipdxia aguda) (Hardingham et al., 1997; Sweeney e Yuan, 2000).
Entretanto, também ocorrem alteragbes das funcbes homeostaticas endoteliais, tais como
as vias de coagulagao e produgao de fatores de crescimento e agentes vasoativos (Lee et
al., 1998). Estudos prévios demonstraram um aumento na producédo de tromboxano e uma
diminuicdo na formacao de PGl, em pacientes com HAP (Christman et al., 1992); redugéo
da expressado da PGl, sintase em arteriolas pulmonares (Tuder et al., 1999); reducéo da
expressdao da ON-sintase (McQuillan et al., 1994; Giadid e Saleh, 1995); aumento da
expressao de ET-1 (Giaid et al., 1993; Davie et al., 2002); aumento do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e de seus receptores pulmonares (Cool et al., 1999;
Taraseviciene-Stewart et al., 2001); e um aumento do fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF) (Hirose et al., 2000). Estas alteracdes levam a um aumento do ténus
vascular, resultando em um aumento da pressao arterial pulmonar e consequentemente
provoca maior dando endotelial. Também pode estar presente na HAP uma reducgédo da
expressao dos (BMPR2), mais precisamente mutacdes do gene que o codifica e que esta
localizado no cromossomo 2933 (Deng et al., 2000; Lane et al., 2000) acarretando
deficiéncia de mecanismos antiproliferativos na circulagédo pulmonar (Atkinson et al., 2002);
Outra alteracdo que pode estar presente na HAP e que também esta associada a
vasoconstricao e proliferagdo das células musculares lisas é o aumento das concentragdes
de serotonina (Hervé et al., 1995; MacLean, 2000), devido, em parte, ao aumento de seu
transportador (5-HTT) (Eddahibi et al., 2001). Por outro lado existem importantes evidéncias
de que mecanismos inflamatérios também estdo envolvidos com a HAP, pois ja foi
observado infiltrado inflamatério em vasos pulmonares, composto por macréfagos e

linfocitos T e B (Tuder et al., 1994; Dorfmuller et al., 2003; Nicolls et al., 2005). Estudos
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recentes demonstraram que os canais de K* (Kv1.5 e Kv2.1) apresentam sua expressao
reduzida, tanto em modelos experimentais quando em humanos com HAP, provavelmente
devido a hipoxia. Com isso ha um favorecimento do influxo de Ca™ e inibigdo das caspases,
resultando em proliferacdo celular, vasoconstricdo e inibicdo da apoptose (Yuan, 1998;
Michelakis et al., 2002; Remillard e Yuan, 2004; McMurtry et al., 2004; Guignabert et al.,

2006; Young et al., 2006).

Considerando-se os achados clinicos da HAP, um dado importante se refere as
adaptacoes do VD induzidas pelo aumento da pds-carga ventricular, que leva a um aumento
da pressdo sistélica do VD. Em longo prazo estas alteragdes acarretam hipertrofia
ventricular direita, e consequentemente reducao da fracdo de ejecao e do volume diastélico
final, que pode resultar em redugcdo do débito cardiaco (Chen et al., 1998; Szabo et al.,
2006). Em consequéncia a este aumento crénico de pds-carga, o ventriculo direito dilata-se,
aumenta a demanda miocardica de oxigénio e simultaneamente reduz a perfusdo do VD,
comprometendo ainda mais a contratilidade (Bogaard et al., 2009). Embora o ventriculo
esquerdo (VE) ndo seja diretamente comprometido, a progressiva dilatacdo do VD pode
prejudicar seu desempenho devido as interagées com o septo interventricular (Louie et al.,

1995; Nootens et al., 1995).

Varios investigadores tém procurado estudar os mecanismos fisiopatolégicos da
HAP. Temos observado que a maioria destes estudos sao realizados em humanos, embora
existam varios modelos experimentais para a inducao da HAP. Estes estudos experimentais,
que na grande maioria das vezes é realizado em machos tem mostrado as alteragdes
morfofuncionais da HAP, porém uma avaliacdo dos mecanismos funcionais que
possivelmente estdo alterados em relacdo aos sistemas cardiovascular e respiratério
permanecem por serem esclarecidos em fémeas. Desta forma, um dos objetivos deste
estudo foi caracterizar, em fémeas ooforectomizadas e intactas, estas alteragoes funcionais
no modelo experimental de HAP induzida pele monocrotalina (MCT), a fim de que os

mecanismos fisiol6égicos envolvidos possam ser evidenciados, uma vez que alguns
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parametros relatados nos estudos em humanos néo necessariamente se aplicam ao modelo

experimental, como por exemplo, as manobras de esforgo respiratorio.

Modelos experimentais para indugdo de doengas cardiopulmonares tém sido
extensivamente relatados na literatura cientifica, fornecendo informacdes Uteis referentes ao
entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos que irdo tipificar as diversas doencas, tais
como: a bronquite (Nikula e Green, 2000); a asma (Drazen et al., 1999); a doencga pulmonar
obstrutiva crénica (Fehrenbach, 2003); a enfisema pulmonar (March et al., 2000); e a fibrose
intersticial e infec¢des pulmonares (Reichart et al., 1992). Considerando-se o elevado indice
de mortalidade em pacientes com HAP (Rubin, 1997; Rich, 2006; Bogaard et al., 2008),
modelos experimentais que resultem em alteracées, tanto morfo-histolégicas como
fisiologicas destes pulmdes, mimetizando as alteragdes encontradas neste tipo de paciente,
revestem-se de extrema importancia. Os modelos experimentais de HP mais comumente

utilizados sado os modelos de hipdxia crénica e os modelos de MCT (Stenmark et al., 2009).

A MCT é um alcaléide inativo obtido das sementes da Crotalaria spectalalia sendo
transformado no alcal6ide téxico, o pirrol da MCT (MCTP), no figado (Yuyama et al., 2004).
Apesar da resposta a MCT variar entre espéecies de animais devido as diferencas existente
do metabolismo hepatico pelo citocromo P-450, a espécie preferida para estudar a HP é o
rato (Stenmark et al., 2009). Varios trabalhos mostraram em ratos que a MCT, através de
uma injecao subcutanea ou intraperitoneal Unica em ratos, provoca lesdées na vasculatura
pulmonar que resulta em HAP e hipertrofia/faléncia do VD, sem afetar a fungédo do VE
(Morita et al., 1996; Nakazawa, et al., 1999; Ito et al., 2000). Apesar deste modelo
experimental ser utilizado desde 1961 (Wilson et al., 1992), o mecanismo exato pelo qual a
MCT provoca a HAP ainda é desconhecido. Sugere-se lesdo endotelial vascular direta
(Jasmin et al., 2001) e inflamagao dos vasos pulmonares (Farhat et al., 1993), levando a um
aumento da resisténcia arterial pulmonar e hipertrofia de VD. As lesbes vasculares

pulmonares induzidas pela MCT sdo semelhantes aquelas observadas na HAPP, sugerindo
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que a HAP deste modelo pode representar a melhor forma de avaliar a correlagdao entre

disfuncao endotelial e hipertrofia/faléncia do VD (Palevsky et al., 1989).

O desenvolvimento da HAP induzida pela MCT difere entre os sexos em ratos
(Kiyatake et al., 1992); nas fémeas o desenvolvimento da doenca parece ser atenuado,
como demonstrado por Tofovic et al. (2005). Apesar dos varios estudos ja realizados, as
alteragbes cardiovasculares e respiratorias assim como as autondmicas observadas neste

modelo de HAP também permanecem por serem esclarecidas.

A regulacao da pressao arterial (PA) € o resultado da ativagdo de varios sistemas de
retroalimentagéo que operam a curto e em longo prazo. O principal mecanismo de controle
em curto prazo é desempenhado pelos reflexos que sao originados nos barorreceptores
arteriais e nos receptores de estiramento da regido cardiopulmonar (Shepherd e Mancia,

1986).

Os ajustes reflexos ocorrem principalmente através da ativacao dos barorreceptores
aorticos e carotideos que transmitem informagdes ao SNC. As aferéncias provenientes dos
barorreceptores arteriais dirigem-se para o0 SNC, e deste partem eferéncias autondmicas
para O coragdo e vasos sanguineos, constituindo-se em um mecanismo de
retroalimentacdo, que permite a regulagdo da PA batimento a batimento (Jacob e cols.,

1986, 1988).

Em condigbes normais, a presséo arterial média € mantida dentro de estreitos limites
de variagbes, assegurando uma adequada perfusdo para os tecidos. Para isso, as variaveis
hemodinamicas, tais como débito cardiaco e resisténcia periférica sdo continuamente
ajustadas por estes mecanismos, a fim de manter a pressao arterial com o menor valor de

variacao possivel (Spyer, 1990).

Dos mecanismos neurais de regulagdo da PA, o barorreflexo é o mais estudado
(Irigoyen e Krieger, 1998). Tal reflexo promove sua agao por meio de mecanorreceptores

localizados na camada adventicia do arco aoértico e do seio carotideo (Kunze,1984). Estes
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receptores sdo sensiveis as alteracées de tensdo produzidas na parede dos vasos pelas
ondas de pressao sistélica ou por elevagdes subitas da PA (Brown, 1980; Spyer, 1990). A
ativacao destes receptores gera potencias de agao, os quais sao transmitidos para o SNC
por meio de aferéncias barorreceptoras que caminham juntamente com 0s nervos vago e
glossofaringeo. Quando ocorre um aumento subito de PA, a consequente ativagdo do
barorreflexo promove simultaneamente uma elevacdo da atividade parassimpatica ao
coragao e uma diminui¢do da atividade simpatica, tanto para os vasos de resisténcia, quanto
para o coracdo (Spyer, 1990). Isso resulta em bradicardia, reducdo da contratilidade
cardiaca, reducao da resisténcia vascular periférica e consequentemente, uma diminuicao
do débito cardiaco e da PA. Em contrapartida, a queda de PA é compensada por um
decréscimo na descarga aferente barorreceptora, promovendo alteracbes exatamente

opostas as acima citadas para o componente autonémico (Brown, 1980; Michelini, 1989).

Um outro reflexo cardiovascular que desempenha importante fungdo no controle da
PA é o reflexo Bezold-Jarisch (RBJ), um epbnimo para a triade de respostas
cardiorrespiratérias (apnéia, bradicardia e hipotensdo) promovidas pela injecao intravenosa
de alcaldides do Veratrum em animais experimentais. A observacao foi primeiramente
reportada em 1867 por Von Bezold e Hirt e confirmada em 1938-1940 por Jarisch. A triade
de respostas é mediada por nucleos localizados no tronco cerebral que controlam a
respiragao, frequéncia cardiaca e o tdbnus vasomotor, a partir de informagdes transmitidas
através de aferentes vagais cardiacos (Aviado e Aviado, 2001). Este reflexo possui
receptores localizados em diferentes estruturas da regido cardiopulmonar, incluindo atrios,
ventriculos, vasos e parénquima pulmonares (Kappagoda et al., 1972; Thorén, 1980). Sao
receptores de baixa pressao, sendo mais sensiveis as mudangas de pressao diastdlica final
do VE, diferentemente dos barorreceptores aérticos e carotideos que sao receptores de alta

pressao.

Os receptores sensoriais do RBJ constituem-se de terminagées mecano- e quimio-

sensitivas, sendo facilmente estimulados quimicamente por injecées de 5-hidroxitriptamina
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(5-HT) ou fenilbiguanida (FBG) (Meyrelles et al., 1994; Mark e Mancia, 1994; Ustinova e

Schultz, 1994).

A extensa quantidade de estudos disponiveis na literatura sobre os reflexos
cardiovasculares demonstra a importancia destes mecanismos neurais sobre a regulacao da
PA, tanto em condigbes de normotensdo como nas variadas formas de hipertensdo
experimental e clinica. No entanto, ndo ha disponivel na literatura, estudos que tenham
avaliado a fungdo destes mecanismos reflexos neurais na HAP experimental em fémeas.
Assim, o presente estudo se justifica por ser a HAP uma das doencgas vasculares mais
graves, com alto indice de mortalidade, além de acometer mais o sexo feminino, e pela
escassez em literatura, de pesquisas experimentais referentes aos sistemas cardiovascular

tonico e reflexo, assim como o respiratorio.
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OBIJETIVOS

Geral:

v' Estudar os efeitos promovidos pela hipertensao arterial pulmonar (HAP) induzida
pela MCT sobre o sistema cardiovascular e respiratério de ratas ooforectomizadas e
nao ooforectomizadas e com cirurgia ficticia (SHAM).

Especificos:

v' Avaliar as alteragées hemodinamicas decorrentes da HAP induzida por MCT em
ratas ooforectomizadas e SHAM;

v' Avaliar os efeitos da HAP induzida por MCT sobre o sistema respiratério e
gasométrico de ratas ooforectomizadas e SHAM,;

v" Avaliar os efeitos da HAP induzida por MCT sobre os componentes autondmicos
cardiacos de ratas ooforectomizadas e SHAM,;

v' Avaliar as respostas cardiovasculares reflexas (Barorreflexo e Reflexo Bezold-
Jarisch) de ratas com HAP induzida pela MCT ooforectomizadas e SHAM;

v' Estudar as alteragbes anatomopatolégicas da vasculatura pulmonar de ratas

portadoras de HAP, induzida pela MCT, ooforectomizadas e SHAM.
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MATERIAL E METODOS

1.0 — Local
Este estudo foi realizado no Laboratério de Regulagdo Central do Sistema
Cardiovascular do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas do Centro de

Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

2.0 — Animais Experimentais

Foram utilizadas ratas Wistar provenientes o Biotério Central da UFES, com peso
padronizado entre 200-220g, divididas em 4 grupos: grupo controle (CON), grupo
monocrotalina (MCT), grupo ooforectomizado (OVX) e ooforectomizado + monocrotalina
(OVX+MCT). Os animais foram mantidos em caixa de polipropileno, com controle de
claro/escuro (12/12h), com livre acesso a agua e a ragado balanceada. Todos os
experimentos foram desenvolvidos respeitando-se a normas de protegcdo aos animais da
Federagdo das Sociedades de Biologia Experimental (FESBE) e do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

3.0 - Tratamento dos animais para inducao da HAP
A HAP experimental foi induzida através de uma unica aplicacdo de MCT (Crotaline;
Sigma Chemical Co), injetada de forma subcutanea, na dose de 60 mg/Kg/mL. Para tanto, a
MCT foi inicialmente dissolvida em 1 N de acido cloridrico (HCL). A seguir, o pH foi corrigido
para 7,4 com solugao de NaOH 0.5 N. Uma vez dissolvido, o volume da solugéo foi ajustado
para 7 mL com salina. Nos grupos experimentais submetidos a HAP, os experimentos
iniciaram-se 4 semanas apds a aplicagdo da MCT; periodo necessario para a sua

instalagdo. Os grupos controle para HAP e ooforectomia (CON e OVX, respectivamente)
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receberam uma injecao subcutanea de salina com volume equivalente (= 0,7 ml) 4 semanas

antes do inicio dos experimentos.

4.0 - Castracao dos animais (Ooforectomia)

Apo6s anestesia com hidrato de cloral (10% IP), as ratas foram submetidas a uma
incisdo cirurgica na pele de aproximadamente 1,5 cm na regido dorsal, entre a ultima costela
e a coxa, a 1 cm da linha mediana. A seguir, a cavidade abdominal foi aberta para permitir a
ligadura da tuba uterina e retirada dos ovarios (ooforectomia bilateral). Ao final, foi feita a
sutura da musculatura e pele. A ooforectomia foi realizada 10 dias antes do tratamento com

MCT ou salina.

Com a finalidade de acompanharmos a evolugdo do peso corporal dos animais,
estes foram pesados no inicio do tratamento, isto €, no momento em que receberam a
injecdo de MCT ou salina, e apés a 12, 22, 32 e 42 semanas. Desta forma, os animais
submetidos a ooforectomia tiveram este procedimento realizado 10 dias antes do tratamento

com salina ou MCT.

5.0 — Registro pletismografico de corpo inteiro

A técnica de pletismografia de corpo inteiro € um método utilizado para registro
respiratério dos animais sem a utilizagao de anestésico e consiste de uma camara acrilica,
transparente, hermeticamente fechada, com volume de 2.095 ml, onde o animal € colocado
(Figura 1). Esta camara era conectada a um transdutor de alta sensibilidade (modelo 270 —
medical group HEWLETT PACKARD RANGE 4002° 1734 A02988), conectado a um
poligrafo de 4 canais (HEWLETT PACKARD 7754B SYSTEM), acoplado por sua vez a um
sistema computadorizado de registros (BIOPAC), para permitir os registros do volume
corrente, bem como da frequéncia respiratéria. A calibracdo do sistema foi realizada através

de uma seringa de 1 mL conectada a camara pletismogréfica, onde inje¢cdes de 0,1 € 0,2 mL
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foram feitas com o objetivo de se promover as alteragdes de pressao dentro da camara, as

quais foram utilizadas nos calculos dos volumes respiratorios.

Os registros foram iniciados apdés um periodo de aproximadamente 10 a 15 minutos
para adaptacdo do animal a camara pletismografica. Foram realizados 5 periodos de
registros por animal, sendo que cada um teve a duragcao de 5 minutos. Entre estes periodos
de registro a camara foi aberta e assim permanecendo por 1 minuto, para permitir a
renovagao do ar da mesma. Para as analises dos dados nao foram utilizados os 2 primeiros
registros, uma vez que nestes, o animal encontrava-se em fase de adaptacdo na camara.
(Mauad et al., 1992). Os seguintes grupos foram estudados: CON (N=9), MCT (N=9), OVX

(N=9) e OVX+MCT (N=8).

5.1- Calculo dos parametros ventilatérios

Para a quantificacao do volume corrente (V¢), varios parametros foram considerados,

de acordo com a seguinte equagao descrita por Malan (1973):

APT T°C Pb : PcH,0
APK Tea  (Pb-PcH,0)- T°C . (Pb-PPH,0)
TP

Ve= VK.

Onde:

V= volume de ar corrente (unidade = mL)

VK= volume de ar injetado na cAmara através da seringa de calibracdo (0,1; 0,2 mL, etc.).

APT= variacdo de presséo dentro da camara, na presenga do animal. Este valor foi obtido a

partir dos registros impressos em papel e corresponde a um valor em centimetros de uma
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inspiragdo ou expiragdo. Para determinacao deste, selecionou-se um segmento do registro
onde o animal encontrava-se em repouso. Foi realizada uma média aritmética de

aproximadamente 10 inspiracdes ou expiragcdes.

APK= é a variagado de pressao dentro da camara, sem o animal, causada pela injecao de
um volume conhecido de ar na camara, por ocasido da calibragdo do sistema. E um valor

em centimetros obtido nos registros graficos.

TeC= temperatura da camara em °K obtida no momento do registro, apdés a adaptacdo do

animal (foi colocado um termémetro na parede interna da camara).

T2a= temperatura ambiente em °K (termdmetro localizado na sala de registro).
T2P= temperatura do pulmao do animal em °K (311°K, Barttlet, 1971).

Pb= pressao barométrica (unidade = TORR).

PcH.O= pressao de vapor de dgua na camara determinada em tabela a partir da T(°C) da

camara (unidade = TORR).

PPH,0= pressao de vapor de agua dos pulmdes do animal determinada a partir da T(°C)

dos pulmdes (unidade = TORR).
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Figura 1 — Camara Pletismografica

5.2- Fator de correcao

Apb6s a obtengdo do volume corrente pelos célculos descritos acima, foi realizada
uma correcao para desconsiderar o espago fisico ocupado pelo animal dentro da camara no

momento do registro.

Fator de Corregao =  VC - Vrato

VC

VOLUME CORRENTE CORRIGIDO = Fator de Corregéo . V¢




37

Onde:

VC= volume da camara sem o animal (unidade: mililitros).

Vrato= peso do animal (unidade: gramas).

5.3 — Outras variaveis ventilatorias calculadas

e Frequéncia Respiratéria (FR): calculada a partir dos registros ventilatérios. Foi
calculada a média aritmética de 3 periodos de registros. Expressa em ciclos por
minuto (cpm).

e Volume-minuto (Vmin): calculado pelo produto entre o volume corrente e a
frequéncia respiratéria.

e Espaco morto (Ey) = 0,5 mL (Jalde et al., 2010)

e Ventilagado alveolar (V,): calculada pela seguinte férmula = (VC — EM) . FR

6.0 — Cateterizacao da artéria e veia femoral

Sob anestesia por hidrato de cloral (10% IP), os animais foram submetidos ao
implante de um cateter na aorta abdominal, acessada através da artéria femoral esquerda,
para permitir os registros cardiovasculares. Também foi inserido um cateter na veia cava
inferior através da veia femoral, para administracdo de drogas, de acordo com cada
protocolo experimental. As extremidades livres foram direcionadas, sob a pele no dorso do
animal, por meio de um trocater, até a regiao médio-cervical posterior, onde, por meio de
uma nova incisao, os cateteres foram exteriorizados e fixados por meio de fio de sutura. As
canulas utilizadas para cateterizagdao foram de polietileno, com duas partes soldadas entre
si: PE-50 (CPL Medical's — Sao Paulo, Brasil) + PE-10 (Portex, USA). Estas foram
preenchidas com solugéo fisiolégica (0,9%) previamente a cateterizagao. Apds a cirurgia, 0s
animais foram colocados em caixas individuais, para permitir sua recuperagdo com agua e

racao ad libitum. No dia seguinte, antes do inicio dos registros, os cateteres foram
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heparinizados (Liquemine, Roche, Rio de Janeiro, Brasil) (1:50) para evitar a formacao de

coagulos durante o periodo de registros.

7.0 — Registros direto da pressao arterial e da frequéncia cardiaca
Para os registros da Pressao Arterial Pulsatil (PAP), Pressao Arterial Média (PAM) e
Frequéncia Cardiaca (FC), o cateter foi conectado a um transdutor de pressao conectado a
um Sistema de Aquisicdo de Dados computadorizado (PowerLab) acoplado a um
computador. A frequéncia de amostragem foi fixada em 100 Hz. Para visualizacdo dos
registros e andlise dos dados foi utilizado o software Chart V4.2 (PowerLab®

ADInstruments, USA).

8.0 - Avaliacao dos componentes autonémicos
O bloqueio autonémico foi realizado com a finalidade de avaliarmos os efeitos dos
tratamentos (MCT e ooforectomia) sobre os componentes simpatico e parassimpatico
cardiaco, bem como para auxiliar no entendimento das alteracbes cardiovasculares

observadas.

Para tanto foram realizadas injecbes do antagonista Bi-adrenérgico atenolol (2
mg/Kg/mL, IV) e do antagonista muscarinico metil-atropina (2mg/Kg/ml, 1V). As alteracoes
na FC basal foram analisadas antes e 15 minutos apds cada bloqueio. A avaliacdo do
componente simpatico foi realizada subtraindo-se o valor da FC apds o blogueio com
atenolol do valor da FC basal. Para o componente parassimpatico, subtraiu-se o valor da FC
obtido ap6s o bloqueio combinado de atenolol +metil-atropina do valor de FC obtido apds o

bloqueio com atenolol.

Estes registros foram realizados com os animais acordados, adaptados a sala de

registro e 24 horas apés o procedimento de cateterizacdo da artéria e veia femorais. Os
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seguintes grupos foram submetidos aos bloqueios autonémicos: CON (N=8), MCT (N=9),

OVX (N=9) e OVX+MCT (N=4).

9.0 - Avaliacao das Presso6es Ventriculares
Para avaliarmos as pressdes ventriculares, os animais foram submetidos a anestesia
com hidrato de cloral (10% IP) e ao cateterismo da veia jugular e artéria carétida para
permitir a medida direta das pressdes das camaras cardiacas direita e esquerda,

respectivamente.

O registro das pressdes ventriculares foi realizado individualmente. Inicialmente, para
a medida da pressao do ventriculo direito (VD), um tubo de polietileno (PE-50) que foi
introduzido na veia jugular direita através de um pequeno orificio. A seguir o cateter foi

conduzido manualmente até o VD.

Para a medida da pressao do ventricular esquerda (VE) outro cateter (PE-50) foi
introduzido na artéria carétida direita, também através de um pequeno orificio até alcangar o

VE.

Uma vez nos ventriculos, os cateteres foram conectados a um transdutor de pressao,
posicionados na altura do térax do animal e conectados a um Sistema de Aquisi¢cédo de
Dados computadorizado (PowerLab), a uma frequéncia de amostragem de 100 Hz. A
posi¢éo do cateter foi confirmada pela morfologia das ondas observadas na tela do monitor

(on line) utilizando o software Chart V4.2 (PowerLab® ADInstruments, USA).

Foram mensuradas as seguintes pressdes ventriculares: pressao ventricular sistolica
maxima (PSmax), pressao ventricular diastolica inicial (PDI), pressao ventricular diastolica
final (PDF). Foi utilizada a média aritmética de 10 tracados de onda, cujos valores foram

obtidos através do software Chart V4.2 acima citado. A avaliagdo das pressdes ventriculares
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foi realizada nos seguintes grupos: CON (N=10), MCT (N=10), OVX (N=10) e OVX+MCT

(N=10).

10.0 - Avaliacao dos Reflexos Cardiovasculares

10.1 — Avaliacao do Barorreflexo

Com o objetivo de avaliarmos a funcao barorreflexa, os grupos CON (n=8), MCT
(n=9), OVX (n=9) e OVX+MCT (n=4) tiveram as artérias e veia femorais cateterizadas 24
horas antes do registro conforme descrito no item 6.0. No dia dos registros, apés um periodo
de 15 minutos para adaptagdo a sala de registro, os experimentos foram iniciados. A
avaliagdo do barorreflexo foi realizada através de uma infusdo continua, por meio de bomba
de infusdo (Havard, 600-900, Dover, EUA), de fenilefrina (Hidrocloridrato de fenilefrina —
Sigma, EUA), na dose de 0,05 mg/mL, e nitroprussiato de sédio (Nipride, Roche, Brasil), na
dose de 1,0 mg/mL. O fluxo utilizado foi de 50 pg/ml/min, o qual foi mantido até obtermos
uma elevagao ou diminuicdo da PAM de 50 mmHg em relacéo a linha base. Posteriormente,
os valores de FC correspondentes as alteracées de PAM foram tomados em intervalos de
10 em 10 mmHg e os valores de bradicardia e taquicardia reflexas foram anotados. A seguir,
estes resultados foram avaliados através de um “software” especifico para ajustes de curvas
sigmoidais, de acordo com o modelo mateméatico desenvolvido por Marquardt e adaptado

por Head e McCarty (1987), conforme férmula abaixo:

FC = Pb + (Pt-Pb) / [1+exp (-4,56 . G) / (Pt-Pb) . (PAs;-PAM)]

Onde:

FC = freqléncia cardiaca

Pb = platé de bradicardia, que indica a resposta maxima de queda na FC induzida pelo

aumento da pressao arterial
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Pt = plat6é de taquicardia, que indica a resposta maxima de aumento da FC induzida pelo

acréscimo da pressao arterial
Pt-Pb = corresponde a amplitude, isto €, a faixa operacional do reflexo barorreceptor

G = ganho médio ou sensibilidade média do barorreflexo. E o parametro que governa a
inclinacdo da curva. E a inclinacdo da curva entre 20 e 80% da faixa operacional do

barorreflexo.

PAs, = corresponde ao valor de PA no ponto de maior inclinagdo (slope) da curva. E o nivel

de pressao arterial no qual o barorreflexo mostra o ganho maximo.
PAM = pressao arterial média

Estes parametros podem ser melhor visualizados na Figura 2, onde representamos

um modelo de curva sigmoidal barorreflexa.
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Figura 2 — Modelo da curva sigmoidal barorreflexa

Para obtencdo do ganho maximo barorreflexo, obtido a partir da Primeira Derivada

Logistica Sigmoidal (PDLS), foi utilizada a seguinte férmula:
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PDLS = (R.((((-4,56.G)/R.exp((-4,6.G)/R.(x-PA50)))/((1+exp((-4,6.G)/R.(x-PA50)))*2)))

10.2 - Avaliacao do Reflexo de Bezold-Jarisch (RB-J)

Para avaliarmos o Reflexo de Bezold-Jarisch, os animais dos 4 grupos estudados,
isto ¢, CON (N=8), MCT (N=9), OVX (N=9) e OVX+MCT (N=4) tiveram a artéria e veia
femorais cateterizadas 24 horas antes do registro. No dia dos registros cardiovasculares,
apdés um periodo de 15 minutos para adaptacao a sala de registro, os experimentos foram
iniciados. O RB-J foi induzido através de inje¢des (in bolus) em doses aleatérias de
fenilbiguanida (FBG) (1,5; 3; 6; 12 e 24 ug/Kg IV) e as alteracdes de PAM e FC registradas.
A FBG estimula quimicamente os receptores cardiopulmonares por ativarem os receptores

5-HT; localizados nas camaras cardiacas e vasos pulmonares (Brown, 1980; Mark, 1983).

11.0 - Avaliacao gasométrica
Apbs os registros de pressao ventricular, foi retirada uma pequena amostra de
sangue (0,3 ml) em seringa previamente heparinizada, e levada, sob resfriamento, para
realizacdo de gasometria (Radiometer Copenhagen ABL555) no Hospital Universitario
Cassiano Anténio Moraes (HUCAM). Foram avaliados os seguintes parametros: PaCO,
(pressao parcial arterial de didéxido de carbono), PaO, (presséo parcial arterial de oxigénio),
HCO; (bicarbonato), pH (potencial hidrogeniénico) e Sat Hb (saturagdo de hemoglobina),

nos 4 grupos estudados.

12.0 - Determinacao dos pesos seco e umido dos ventriculos
As camaras cardiacas (ventriculos direito e esquerdo) e utero foram retirados no final
dos experimentos, pesados em balanca de precisao (AND-GR-200) e corresponderam ao

peso umido. A seguir, apenas as camaras cardiacas foram mantidas em estufa a 100°C por
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24 horas e novamente pesados. Estes valores corresponderam ao peso seco dos
ventriculos. Foi registrado o peso umido ao final do experimento, bem como 0 peso seco
(somente das camaras cardiacas), apdés 24 horas do tecido em estufa a 100°C para

desidratacao.

12.1 - Determinacéo do indice Pulmonar

A hipertrofia ventricular direita foi avaliada através da determinagdo do indice de
Fulton ou indice Pulmonar. Segundo Fulton et al. (1952), na separagdo das camaras
cardiacas, o VD deve ser isolado do VE e septo, sendo que estes ultimos formam um Unico
conjunto. Desta forma, este indice é calculado pela razédo entre o peso seco do VD e 0 peso
seco do VE + septo, ambos corrigidos pelo peso corporal, ou seja, g/100g. Este indice tem

sido utilizado em varios estudos de HAP (Al-Ansari et al., 2007).

13.0 - Histologia Pulmonar
Os pulmbes (CON=4, MCT=4, OVX=4 e OVX+MCT=4) foram retirados e fixados
em formol tamponado a 10% por perfusdo passiva através de uma coluna de altura de 50
cm. Foram realizados cortes transversais do lobo médio do pulméao esquerdo e 0s mesmos
acondicionados em cassete, desidratados em etanol e incluidos em parafina para
microtomia. Posteriormente foram realizados cortes de 6 microbmetros e corados com
hematoxilina/eosina (HE). As imagens foram capturadas em microscépio trinocular ZEISS

AXIOSTAR acoplado a cdmara digital MDC200.

As imagens foram capturadas com objetivas de 5x, 10x e 40x. Foram tomados
aleatoriamente 6 campos microscépios de 5 e 40x para avaliar a morfometria dos ramos das
artérias pulmonares. A espessura da parede, diametro externo (2x a espessura da parede +

lamen) e o didametro do lumen, foram tomadas diretamente as fotomicrografias com auxilio
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de um paquimetro. A unidade de medida do paquimetro foi convertida em pm através de
fotomicrografia de uma escala com os mesmos aumentos (5x e 40x) das fotomicrografias do
pulmdo. Para avaliarmos a espessura da parede vascular foram utilizados os valores, em
um, tomados das fotomicrografias de 40x. Entretanto, estes valores de espessura e lumen

foram corrigidos pelo valor do didmetro externo dos vasos.

A contagem de vasos pulmonares terminais muscularizados junto aos sacos
alveolares foi feita diretamente em fotomicrografias tomadas com objetiva de 5x. Foram

contados ramos arteriais que apresentaram a muscular evidente.

14.0 - Anadlise estatistica
Os resultados obtidos foram expressos como média + EPM (erro padrdo da média).
Os métodos estatisticos utilizados foram: andlise de variancia (ANOVA) de uma via para
medidas repetidas, com analise pos-hoc pelo teste Fisher LSD. As diferencas estatisticas

foram fixadas como sendo significativas para *p<0,05 e **p<0,01.
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- Drogas e substéancias utilizadas
Nitroprussiato de sodio (Nipride, Roche, Brasil)
Fenilefrina (Hidrocloridrato de fenilefrina, Sigma, St. Louis, EUA)
Fenilbiguanida (Sigma, St Louis, EUA)
Atenolol (Sigma, St. Louis, EUA)
Metil-Atropina (Sigma, St Louis, EUA)
Crotalina (Sigma, St.Louis, EUA)

Heparina (Liquemine, Roche, RJ, Brasil)
Hidrato de Cloral (Merck, Brasil)
Solucgéo fisiologica (salina 0,9%)

Formol tamponado a 10%

Hematoxilina-eosina
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RESULTADOS
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RESULTADOS

1.0 - PESO CORPORAL

Na figura 3 apresentamos o peso corporal dos animais dos grupos controle (CON),
monocrotalina (MCT), ooforectomizado (OVX) e ooforectomizado + monocrotalina
(OVX+MCT). Seus pesos corporais foram registrados no inicio do tratamento (dia 0) e ao
final da 42 semana, apds a injecdo de salina ou monocrotalina. Inicialmente podemos
observar que nao houve diferengas significativas entre os grupos CON e MCT entre as 4
semanas estudadas. Podemos observar também que o grupo OVX apresentou pesos
corporais significativamente maiores que o grupo CON da 12 a 42 semana. Observamos
ainda que o grupo OVX+MCT apresentou pesos corporais significativamente menores que o
seu respectivo grupo controle (OVX). Ao final da 42 semana, os animais do grupo OVX+MCT
apresentaram o peso corporal menor quando comparado ao grupo OVX (243x7** vs
296169, respectivamente **p<0,01) e este por sua vez apresentou peso corporal maior que

o grupo CON (296+6™ vs 23445 g, respectivamente, #p<0,01).
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Figura 3 — Peso corporal dos grupos de animais ao inicio e apds 4 semanas de em relacéao
aos grupos controle (CON), monocrotalina (MCT), ooforectomizado (OVX) e
ooforectomizado monocrotalina (OVX+MCT).  *p<0,05 e **p<0,01 indica diferenca
estatisticamente significante dos grupos MCTS em relacdo ao respectivo grupo CON.
*p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante do grupo OVX em relagéo ao grupo
CON. ¥p<0,05 indica diferenca estatisticamente significante do grupo OVX+MCT em relagao
ao grupo MCT.

2.0- PESO DO UTERO
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Na figura 4 apresentamos os valores de peso do utero corrigido pelo peso corporal
dos grupos CON (n= 12), MCT (n= 17), OVX (n= 18) e OVX+MCT (n= 13). Podemos
observar inicialmente que nao houve diferenga significativa entre o grupo MCT e CON
(0,235+0,01 vs 0,229+0,08 mg/100g, respectivamente). Podemos observar também que
houve uma reducgéo significativa do peso do utero no grupo OVX em relagdo ao grupo CON
(0,039+0,02" vs 0,229+0,08 mg/100g, respectivamente. *p<0,01) assim como do grupo
OVX+MCT quando comparado ao grupo MCT (0,045+0,03%¢ vs 0,235+0,01 mg/100g,

respectivamente. #4p<0,01).
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Figura 4 — Peso do utero corrigido em relacao aos grupos controle (CON), monocrotalina
(MCT), ooforectomizado (OVX) e ooforectomizado monocrotalina (OVX+MCT). *p<0,01
indica diferenca estatisticamente significante do grupo OVX em relacdo ao grupo CON.
%n<0,01 indica diferenca estatisticamente significante do grupo OVX+MCT em relacédo ao
grupo MCT.
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3.0 - PRESSOES VENTRICULARES

3.1 - Pressao sistolica maxima do ventriculo direito .

Na figura 5 apresentamos os valores da pressao sistdlica maxima (PSmax) do
ventriculo direito (VD) dos animais do grupo CON (n=10), MCT (n=10), OVX (n=10) e
OVX+MCT (n=10). Inicialmente, podemos observar um aumento significativo na PSmax do
VD no grupo MCT em relacdo ao grupo CON (45+2** vs 26+1 mmHg, respectivamente.
**p<0,01), assim como do grupo OVX+MCT em relagdo ao grupo OVX (50+2** vs 301
mmHg, respectivamente. **p<0,01). Aumentos significativos também foram observados da

PSmax do grupo OVX em relacdo ao grupo CON (30+1* vs 26+1 mmHg, respectivamente.

#p<0,01).
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Figura 5 — Valores da Pressédo Sistélica Maxima (PSmax) do ventriculo direito (VD) em
relacdo aos grupos controle (CON), monocrotalina (MCT), ooforectomizados (OVX) e
ooforectomizado monocrotalina (OVX+MCT). **p<0,01 indica diferenga estatisticamente
significante dos grupos MCTS em relacdo ao respectivo grupo CON. *p<0,01 indica
diferenca estatisticamente significante do grupo OVX em relacédo ao grupo CON. ¥p<0,01
indica diferenga estatisticamente significante do grupo OVX+MCT em relacdo ao grupo
MCT.
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3.2 — Pressao diastolica do Ventriculo Direito e dP/dT

Na tabela | apresentamos os valores de pressao diastdlica inicial (PDI), presséao
diastolica final (PDF) e da derivada de pressao sobre o tempo (dP/dT) positiva (+) e negativa
(-) do VD dos animais dos grupos CON (n=10), MCT (n=11), OVX (n=18) e OVX+MCT
(n=10). Foram observados aumentos significativos na PDI no grupo MCT em relagdo ao seu
grupo controle (p<0,01), assim como do grupo OVX+MCT em relagdo ao seu respectivo
controle (OVX, p<0,01). O grupo OVX, por sua vez, apresentou valores significativamente
menores que o grupo CON (p<0,01). Em relacdo a PDF observamos que os grupos MCT e
OVX+MCT apresentaram valores significativamente maiores que 0s seus respectivos grupo
controle (p<0,05), enquanto que o grupo OVX mostrou valores maiores se comparado ao
grupo CON (p<0,05). Na avaliacdo da dP/dT (+) observamos que os grupos MCTs
apresentaram valores significativamente maiores quando comparados aos seus respectivos
grupos controles (CON, p<0,05; OVX p<0,01), assim como do grupo OVX comparado com
grupo CON (p<0,01). Também foram observados valores mais negativos da dP/dT (-) nos

grupos MCTs em relagao aos respectivos grupos controles (p<0,01).
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Tabela | — Valores da pressdo diastélica inicial (PDI), pressdo diastélica final (PDF),

dP/dT(+) e AP/dT(-) do VD dos animais dos grupos CON, MCT, OVX e OVX+MCT.

GRUPOS
Parametros CON MCT ovX OVX+MCT
PDI (mmHg) -1,9+0,3 0,1 +£0,3* -0,1+0,1* 1,7 £ 0,28
PDF (mmHg) 3,6+0,5 6,0 + 0,5** 48+0,2" 8,1+ 0,44
dP/dT(+) (mmHg/s) 1.955 + 87 2.416 + 105* 1.678 + 41* 2.365 + 26**
dP/dT (-) (mmHg/s) -1.340 + 35 -1.818 +81** -1.296 + 22 1.912 + 42*

**p<0,01 indica diferenga estatisticamente significante dos grupos MCTs em relagdo aos
respectivos controles. *p<0,05 e #p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante do
grupo OVX em relacdo ao grupo CON. *¥%p<0,01 indica diferenga estatisticamente

significante do grupo OVX+MCT em relacdo ao grupo MCT.
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3.3 - Pressao sistdlica maxima do ventriculo esquerdo

Na figura 6 apresentamos os valores de pressdo sistélica maxima (PSmax) do

9), MCT (n

ventriculo esquerdo (VE) de animais do dos grupos CON (n

10). Inicialmente, podemos observar que nao ha diferencas estatisticamente

OVX+MCT (n

significativas entre os grupos MCT e CON (92+3 vs 9911 mmHg, respectivamente.),

enquanto que o grupo OVX+MCT apresentou uma redugao significativa (97£1** vs 11513

mmHg, respectivamente. **p<0,01). Também observamos um aumento da PSmax do grupo

OVX quando comparado ao grupo CON (115+3* vs 99+1 mmHg, respectivamente. *p<0,05).
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Figura 6 — Valores da Pressao Sistélica Maxima (PSmax) do ventriculo esquerdo (VE) em

relacdo aos grupos controle (CON),

monocrotalina (MCT), ooforectomizados (OVX)

**p<0,01 indica diferenga estatisticamente

ooforectomizado monocrotalina (OVX+MCT).

*p<0,05 indica diferenca

relacago ao OVX.
estatisticamente significante do grupo OVX em relagéo ao grupo CON.

significante do grupo OVX+MCT em
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3.4 — Pressao diastolica de Ventriculo Esquerdo e dP/dT

Na tabela Il apresentamos os valores da pressao diastélica inicial (PDI), pressao
diastolica final (PDF) e da derivada de pressao sobre o tempo (dP/dT) positiva (+) e negativa
(-) de VE dos animais dos grupos CON (n=9), MCT (n=6), OVX (n=13) e OVX+MCT (n=10).
Podemos observar em relagdo a PDI inicialmente que ndo houve diferenca significativa
entre os grupos MCT e CON, enquanto que o grupo OVX+MCT foi significativamente maior
que 0 seu respectivo grupo controle (OVX, p<0,01). Além disso, o grupo OVX foi
significativamente maior que o grupo CON (p<0,01). Em relagdo a PDF, observamos
aumento significativo apenas no grupo OVX em relacdo ao grupo CON (p<0,01). Na
avaliacao das dP/dT (+) e dP/dT (-) observamos inicialmente que os grupos MCTs nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativa entre eles. Porém, o grupo MCT
apresentou valores significativamente maiores quando comparado ao grupo CON (p<0,05),
enquanto que o grupo OVX apresentou valores significativamente menores quando
comparado com grupo CON (p<0,01). Também foram observados valores significativamente
mais negativos da dP/dT (-) no grupo MCT em relagdo ao grupo controle (p<0,05) e valores
significativamente menos negativos no grupo OVX quando comparado ao grupo CON

(p<0,01).
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Tabela Il - Valores da pressao diastolica inicial (PDI), pressao diastélica final (PDF),

dP/dT(+) e dP/dT(-) do VE dos animais dos grupos CON, MCT, OVX e OVX+MCT.

GRUPOS

Parametros CON MCT ovX OVX+MCT
PDI (mmHg) 0,6 0,4 0,3+0,5 -0,16 + 0,6™ 2,4 +0,2**%&
PDF (mmHg) 8,0+0,7 6,9+0,8 9,7 +0,5" 10,4 +0,9
dP/dT(+) (mmHg/s) 6.630+104 5.552 + 151* 5.715+124% 5.611+141
dP/dT (-) (mmHg/s) -6.456+65 -6.030 + 444* -5.223+157% -5.582+142

**p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relagéo ao grupo OVX e *#p<0,01

indica diferenca estatisticamente significante do grupo OVX em relagdo ao grupo CON.
%n<0,01 indica diferenca estatisticamente significante do grupo OVX+MCT em relacédo ao

grupo MCT.
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4.0 - PESOS UMIDO E SECO DE CORACAO"

Na figura 7 apresentamos os valores dos pesos Umido e seco corrigido pelo peso
corporal do ventriculo direito dos animais dos grupos CON (n=12), MCT (n=14), OVX (n=14)
e OVX+MCT (n=14). Inicialmente podemos observar um aumento significativo do peso
umido dos grupos MCTs em relagdo aos seus respectivos grupos controles. A saber, MCT
vs CON (0,95£0,04** vs 0,51+0,02 mg/100g, respectivamente. **p<0,01) (Figura 7A) e
OVX+MCT vs OVX (0,88%0,07** vs 0,42+0,02 mg/100g, respectivamente. **p<0,01).
Alteragbes semelhantes foram observadas em relagdo ao peso seco. A saber, MCT vs CON
(0,24£0,01** vs 0,13+0,004 mg/100g respectivamente. **p<0,01), assim como um aumento
significativo do grupo OVX+MCT em relagdo ao grupo OVX (0,22+0,02** vs 0,11+0,004

mg/100g, respectivamente. **p<0,01) (Figura 7B).

Na figura 8 apresentamos os valores de peso Uumido e seco corrigido pelo peso
corporal do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos CON (n=12), MCT (n=14), OVX
(n=)14 e OVX+MCT (n=14). Em relagdo ao peso umido, podemos observar um aumento
significativo do grupo OVX+MCT em relagdao ao grupo OVX (236x12** vs 195+4 mg/100g,
respectivamente. **p<0,01) (Figura 8A). Em relacdo ao peso seco, também observamos um
aumento do VE do grupo OVX+MCT quando comparado ao grupo OVX (57+3* vs 511
mg/100g, respectivamente. *p<0,05). Por outro lado, uma redugao do grupo OVX+MCT foi
observado quando comparado ao grupo MCT (57+3% vs 64+2 mg/100g, respectivamente.

%p<0,05) (Figura 8B).

Na figura 9 apresentamos os valores do indice Pulmonar dos grupos CON, MCT,
OVX e OVX+MCT. Podemos observar um aumento do indice Pulmonar do grupo MCT em
relagdo ao grupo CON (0,36%0,01** vs 0,23+0,001 mg/100g respectivamente. **p<0,01),
assim como do grupo OVX+MCT em relagdo ao grupo OVX (0,38+0,02** vs 0,21+0,007

mg/100g, respectivamente. **p<0,01).

! Os valores absolutos dos pesos timido e seco do VD e VE estdo apresentados no apéndice 1.
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Figura 9 — Valores do indice Pulmonar em relacdo aos grupos controle (CON),
monocrotalina (MCT), ooforectomizados (OVX) e ooforectomizado monocrotalina
(OVX+MCT). **p<0,01 indica diferenga estatisticamente significante dos grupos MCTs em
relagéo ao respectivo grupo CON.
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5.0 — VALORES BASAIS DE PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM) E FREQUENCIA
CARDIACA (FC)
Na figura 10 apresentamos os valores basais de PAM e FC dos grupos CON (n=10),
MCT (n=10), OVX (n=8) e OVX+MCT (n=5). Podemos observar inicialmente que houve uma
reducado significativa da PAM no grupo OVX em relacdo ao grupo CON (98+3" vs 11343
mmHg, respectivamente. #p<0,01), assim como do grupo OVX+MCT quando comparado ao
grupo MCT (85+5%% vs 114+3 mmHg, respectivamente. *¥p<0,01 e *p<0,01). Também
observamos que ouve uma redugao da PAM do grupo OVX+MCT quando comparado ao
grupo OVX (855" vs 98+3 mmHg, respectivamente. *p<0,05). Em relacdo a FC, podemos
observar que o grupo MCT apresentou um aumento quando comparado ao grupo CON
(395+£14* vs 366+8 bpm, respectivamente. *p<0,05), assim como o grupo OVX+MCT quando

comparado ao grupo OVX (425+10* vs 389115 bpm, respectivamente. *p<0,05).

Observamos também que o grupo OVX apresentou valores significativamente
reduzidos, quando comparado ao grupo CON, de presséo arterial sistolica (PAS) (120+4" vs
139+3 mmHg, respectivamente. *p<0,01) (Figura 11A) e de pressdo arterial diastélica
(PAD) (81+4"* vs 94+ 5 mmHg, respectivamente. *p<0,05) (Figura 11B). O grupo OVX+MCT
também apresentou reducdo da PAS e PAP tanto em relacdo ao grupo OVX quanto em
relagdo ao grupo MCT. A saber, PAS (98+3**%% vs 120+4 vs 140+5 mmHg, respectivamente.
**p<0,01 e ¥¥p<0,01) e PAP (26x3*** vs 382 vs 45+3 mmHg, respectivamente. *p<0,05 e
%p<0,01). Por outro lado, a PAD apresentou-se reduzida no grupo OVX+MCT somente em

relagdo ao grupo MCT (72+6%% vs 95+4 mmHg, respectivamente. 44p<0,01).
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*p<0,05 indica diferenca estatisticamente significante dos grupos MCTs em relacdo aos

respectivos grupos controles. #p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante do grupo
OVX em relagao ao grupo CON. ¥*p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante do grupo

OVX+MCT em relacao ao grupo MCT.
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Figura 11 — Valores basais de PAS (A), PAD (B) e de PAP (C) dos grupos controle (CON),
monocrotalina (MCT), ooforectomizado (OVX) e ooforectomizado monocrotalina
(OVX+MCT). **p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante dos grupos MCTs em
relagdo aos respectivos grupos controles. *p<0,01 indica diferenca estatisticamente
significante do grupo OVX em relacdo ao grupo CON. **p<0,01 indica diferenca
estatisticamente significante do grupo OVX+MCT em relagao ao grupo MCT.
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6.0 - AVALIACAO AUTONOMICA
Na figura 12 apresentamos os valores de FC antes e apds os bloqueios com atenolol
e metil-atropina dos grupos controle (CON) (n=10), monocrotalina (MCT) (n=10),
ooforectomizados (OVX) (n=8) e ooforectomizados monocrotalina (OVX+MCT) (n=5). Estes
bloqueios foram utilizados a fim de obtermos uma estimativa da atuagédo dos componentes

simpatico e parassimpatico sobre o coragao.

Podemos observar inicialmente no grupo CON a predominancia do componente
parassimpatico sobre o simpatico nos animais deste grupo, a qual foi invertida em todos
demais grupos, onde a predominancia do componente simpatico foi verificada. Com isso,
podemos observar que o bloqueio com Atenolol revelou uma atividade simpéatica
significantemente maior no grupo MCT comparado ao CON (-73£9** vs -35+4 bpm,
respectivamente. **p<0,01), no grupo OVX+MCT comparado ao OVX (-1131£6™* vs-76+12
bpm, respectivamente. **p<0,01), no grupo OVX comparado ao CON (-76+9** vs -35+4 bpm,
respectivamente. *#p<0,01), assim como no grupo OVX+MCT comparado ao grupo MCT (-

113+6%% vs -73+9 bpm, respectivamente. #4p<0,01).

Observamos também que o bloqueio combinado (atenolol + metil-atropina) mostrou uma
atividade bastante atenuada do componente parassimpatico no grupo OVX+MCT. Uma
atenuacao significante do componente parassimpatico foi observada também no grupo MCT
comparado ao CON (268" vs 53+10 bpm, respectivamente. **p<0,01), no grupo
OVX+MCT comparado ao OVX (1£1** vs 61 bpm, respectivamente, **p<0,01), no grupo
OVX comparado ao CON (6+1* vs 53+10 bpm, respectivamente. #p<0,01), assim como do

grupo OVX+MCT comparado ao MCT (1+1%* vs 26+8 bpm, respectivamente. #4p<0,01).
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Figura 12 — Valores de frequéncia cardiaca (FC) basal (B), ap6s bloqueio com Atenolol (A)
e apos bloqueio com Atenolol + Metil-Atropina (A+ monocrotalina M) em relagdo aos grupos
controle (CON), monocrotalina (MCT), ooforectomizado (OVX) e ooforectomizado
(OVX+MCT). **p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante dos grupos MCTs em
relacéo ao respectivo grupo CON. *#p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante do
grupo OVX em relacdo ao grupo CON. *¥%p<0,01 indica diferenca estatisticamente
significante do grupo OVX+MCT em relagédo ao grupo MCT.
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7.0- REGISTROS VENTILATORIOS

Na figura 13, apresentamos os valores de volume corrente (Vc), frequéncia
respiratéria (FR), volume-minuto (Vmin) e ventilagao alveolar (V) dos animais dos grupos
CON (n=9), MCT (n=9), OVX (n=9) e OVX+MCT (n=8). Inicialmente podemos observar que
o OVX+MCT apresentou valores significativamente menores de V¢ em relacdo aos grupos
OVX e MCT (1,36+0,06% vs 2,160,11 vs 2,04+0,08 mL, respectivamente. ¥p<0,01) (Figura
13A). Foram observados também aumentos significativos de FR do grupo OVX+MCT em
relacdo ao grupo OVX (153+8** vs 99+4 cpm, respectivamente. **p<0,01) (Figura 13B). Em
relagdo ao Vmin, observamos que o grupo MCT apresentou um aumento significativo em
relacdo ao grupo CON (258+15* vs 204+7 mL.min, respectivamente. *p<0,05), assim como
também apresentou um aumento significativo da Va em relagdo ao grupo CON (193*+9 vs
150£7 mL.min, respectivamente. *p<0,05). Entretanto, o grupo OVX+MCT apresentou
valores significativamente menores de Vmin (p<0,05) e Va (p<0,01) quando comparado ao

grupo MCT. A saber: Vmin (212+19) e VA (135£15) (Figura 13C).
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Figura 13 — Valores de Volume Corrente (V¢) (A), Frequéncia Respiratéria (FR) (B) e de
Volume-Minuto (Vmin) (C) em relacdo aos grupos controle (CON), monocrotalina (MCT),
ooforectomizado (OVX) e ooforectomizado monocrotalina (OVX+MCT). *p<0,05 **p<0,01
indica diferenca estatisticamente significante dos grupos MCTs em relagdo ao respectivo
grupo CON. *¥p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante do grupo OVX+MCT em
relacado ao grupo MCT.
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8.0 - GASOMETRIA

Na figura 14 apresentamos os valores da pressao parcial de O, no sangue arterial
(Pa0,) e da porcentagem de saturagdao de hemoglobina (%Sat Hb) dos grupos CON (n=8),
MCT (n=9), OVX (n=7) e OVX+MCT (n=7). Inicialmente, podemos observar uma diminui¢cao
significativa nos niveis de PaO, do grupo MCT comparado ao CON (84+2** vs 952 mmHg,
respectivamente. **p<0,01) e do OVX+MCT comparado ao OVX (85+3** vs 9312 mmHg,
respectivamente. **p<0,01) (Figura 14A). Observamos também que a % Sat Hb também foi
menor significantemente no grupo MCT comparado ao CON (93+2** vs 9712 %,
respectivamente. **p<0,01), no grupo OVX+MCT comparado ao OVX (89%£1* vs 9311 %,
respectivamente. *p<0,05), no grupo OVX+MCT comparado ao MCT (89+1% vs 93+2 %,
respectivamente. ¥p<0,05), assim como do grupo OVX comparado ao grupo CON (93+0,9*

vs 97+02 % respectivamente. *p<0,05) (Figura 14B).

Na figura 15 apresentamos os valores do potencial hidrogeniénico (pH), pressao
parcial de diéxido de carbono no sangue arterial (PaCO,) e dos ions bicarbonato (HCOz3)
dos animais dos grupos CON (n=8), MCT (n=9), OVX (n=7) e OVX+MCT (n=7). Podemos
observar que nao houveram diferengas significativas dos valores de pH e de HCO3 nos
grupos estudados (Figura 15A e C). Entretanto, observamos um aumento significativo da
PaCO, no grupo MCT se comparado ao CON (37+0,5** vs 33+0,7 mmHg, respectivamente.

**p<0,01) (Figura 15B).
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Figura 14 — Valores gasométricos da Pressao parcial de Oxigénio no sangue arterial (PaOy)
(A) e da porcentagem de saturacdo de hemoglobina (%Sat Hb) (B) em relacao aos grupos
controle (CON), monocrotalina (MCT), ooforectomizado (OVX) e ooforectomizado
monocrotalina (OVX+MCT). *p<0,05 **p<0,01 indica diferenga estatisticamente significante
dos grupos MCTs em relacdo ao respectivo grupo CON. *p<0,05 indica diferenca
estatisticamente significante do grupo OVX em relacdo ao grupo CON. ¥p<0,05 indica
diferenca estatisticamente significante do grupo OVX+MCT em relagéo ao grupo MCT.
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Figura 15 — Valores gasométricos do potencial hidrogeniénico (pH) (A), da pressao arterial
de diéxido de carbono (PaCO,) (B) e do bicarbonato (HCO3) (C) em relacdo aos grupos
controle (CON), monocrotalina (MCT), ooforectomizado (OVX) e ooforectomizado
monocrotalina (OVX+MCT). **p<0,01 indica diferenga estatisticamente significante dos
grupos MCTs em relacao ao respectivo grupo CON.
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9.0 — REFLEXOS CARDIOVASCULARES
9.1 — Avaliacao do barorreflexo

Na figura 16 apresentamos as barocurvas e a primeira derivada logistica sigmoidal
dos grupos CON (n=8), MCT (n=9), OVX (n=9) e OVX+MCT (n=4). Podemos observar que
nos grupos MCTs, a barocurva sigmoidal apresenta uma alteracdo significativa na sua
inclinacao (slope) se comparada aos respectivos grupos controles (Figura 16A). Esta
alteragao pode ser melhor visualizada na Figura 16B, através da primeira derivada logistica
sigmoidal, onde plotamos os valores do ganho barorreflexo maximo em fung¢do dos valores
de PAM. Podemos observar uma significativa diminuigdo do ganho médio do grupo MCT em
relagdo ao grupo CON (-3,63+0,5 vs -6,37+0,7 bpm.mmHg™, respectivamente. *p<0,05) e
do grupo OVX+MCT tanto em relacdo ao grupo OVX (-1,54+0,7 vs -4,36 bpm.mmHg™,
respectivamente. *p<0,05) assim como do grupo OVX+MCT em relagao ao grupo MCT (-

1,54+0,7 vs -3,63 bpm.mmHg", respectivamente. ¥p<0,05).

Na tabela Il apresentamos a média dos dados dos parametros das barocurvas, bem
como dos ganhos médios do barorreflexo dos grupos CON (n=8), MCT (n=9), OVX (n=7) e

OVX+MCT (n=4).

Considerando-se as significativas alteragdes observadas no ganho barorreflexo dos grupos
estudados, fizemos uma avaliagdo da magnitude maxima das respostas pressoras induzidas
pela Fenilefrina e depressoras induzidas pelo Nitroprussiato de Sédio, tendo em vista que as
respostas de FC sao reflexas a estes estimulos. Estes resultados estdo apresentados nas
figuras 17 e 18. Observamos que a magnitude das respostas pressoras a Fenilefrina foi
semelhante entre os grupos e suficiente para estimular efetivamente os barorreceptores,
apesar do grupo OVX+MCT apresentar um valor significativamente menor que o grupo OVX
(40£1* vs 50+£3 mmHg, respectivamente. *p<0,05). Os grupos MCT e CON apresentaram os
seguintes valores: 49+2 vs 48+4 mmHg (Figura 17A). Na figura 17B apresentamos as

bradicardias reflexas e conforme pode ser observado o grupo MCT apresentou valores
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significativamente menores que o CON (-119+25** vs -186+18 bpm, **p<0,01), e 0 grupo
OVX+MCT apresentou valores menores tanto em relagdo ao OVX, como em relagcdo ao
grupo MCT (OVX+MCT= -29+11**%%; OVX= -146+12; MCT= -119+25 bpm). O grupo OVX

também apresentou valores menores que o grupo CON (p<0,05).

Na figura 18 observamos que a magnitude das respostas depressoras ao
Nitroprussiato de Sédio foram similares, embora o grupo OVX tenha apresentado diferenga
significativa em relacéo ao grupo CON (-46+3" vs -53+3 mmHg. *p<0,05 respectivamente)
(Figura 18A). Em relacado as taquicardias reflexas (Figura 18B), observamos uma atenuagao
significativa apenas no grupo OVX+MCT em relagao aos grupos OVX e MCT (OVX+MCT=
10+3**%; OVX= 69+7; MCT= 50+13 bpm. **p<0,01 e ¥p<0,05). O grupo CON apresentou os

seguintes valores: 7110 bpm.
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Figura 16 — Barocurvas sigmoidais (A) e a primeira derivada logistica sigmoidal (ganho
maximo) (B) dos grupos (CON), monocrotalina (MCT), ooforectomizado (OVX) e
ooforectomizado monocrotalina (OVX+MCT). *p<0,05 indica diferengca estatisticamente
significante dos grupos MCTs em relagdo ao respectivo grupo CON. ¥p<0,05 indica
diferenca estatisticamente significante do grupo OVX+MCT em relagéo ao grupo MCT.



73

Tabela Ill — Valores de pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), platdés de
bradicardia e taquicardia, amplitude, PAs, € ganho médio dos animais dos grupos CON,
MCT, OVX e OVX+MCT.

Grupos

Parametros CON MCT ovX OVX+MCT
PAM (mmHg) 10745 96+7 99+4 79454
FC (bpm) 426+15 41313 43046 372+17*
Plat6é de bradicardia (bpm) 257+18 308+14 305+11 341125
Platé de taquicardia (bpm) 495417 463+13 501+4 373+18**8&
Amplitude (bpm) 237+27 155417 19549 31+8**8&
PAso (mmHg) 12746 11346 103+5" 91+11
Ganho médio (bpm.mmHg™) -6,37+0,7 -3,62+0,5* -4,35+0,7 -1,53+1,75%

PAso, pressao arterial média no ponto médio da curva. *p<0,05 **p<0,05 indica diferenca
estatisticamente significante dos grupos MCTs em relacdo aos respectivos controles. *p<0,05
indica diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo CON. ¥<0,05 e **<0,01 indica
diferenca estatisticamente significante em relagéo ao grupo MCT.
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Figura 17 — Variagbes da pressao arterial média induzidas induzida pela fenilefrina (A) e
bradicardias reflexas (B) dos grupos controle (CON), monocrotalina (MCT),
ooforectomizados (OVX) e ooforectomizado monocrotalina (OVX+MCT). *p<0,05 e **p<0,01
indica diferenga estatisticamente significante dos grupos MCTs em relagao aos respectivos
grupos controle. *p<0,05 indica diferenca estatisticamente significante do grupo OVX em
relacdo ao grupo CON. *¥p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante do grupo
OVX+MCT em relagao ao grupo MCT.
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grupo CON ¥p<0,05 indica diferenga estatisticamente significante do grupo OVX+MCT em
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relagéo ao grupo MCT.
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9.2 — Avaliacao do Reflexo Bezold-Jarisch

Na figura 19 apresentamos os valores das alteracdes de PAM e FC em resposta a
injecdo de fenilbiguanida em animais dos grupos CON (n=8), MCT (n=9), OVX (n=9) e
OVX+MCT (n=4). Inicialmente, podemos observar na Figura 19A, foram encontradas
redugdes significativas na PAM nas doses de 6 pg/Kg dos grupos MCT em relagcdo ao CON
(-46+3* vs -59+4 mmHg, respectivamente. *p<0,05) e do grupo OVX em relagao ao CON (-
44+5% vs -59+4 mmHg, respectivamente. *p<0,05). Na dose de 12 pg/Kg dos grupos MCT
em relagao ao grupo CON (-58+4* vs -69+4 mmHg, respectivamente. *p<0,05) e OVX+MCT
tanto em relacdo ao grupo OVX (-37+2** vs -59+4 mmHg, respectivamente. **p<0,01)
quanto em relagdo ao grupo MCT (-37+2%* vs -58+4 mmHg, respectivamente. **p<0,01). Na
dose de 24 ug/Kg também foram observadas atenuacao dos grupos MCT em relagcdo ao
CON (-62+3* vs -75£3 mmHg, respectivamente. *p<0,05) e do grupo OVX+MCT tanto em
relacdo ao OVX (-39+£3** vs 7215 mmHg, respectivamente. **p<0,01) quanto em relagdo ao
MCT (-39+3%% vs -62+3 mmHg, respectivamente. *¥p<0,01). Por outro lado, foi observado
uma redugao significativa na FC no grupo OVX+MCT tanto em relagdo ao grupo OVX
quanto em relacdo ao grupo MCT em todas as doses de fenilbiguanida (Figura 19B). A
saber, 1,5 pg/Kg (OVX+MCT= -42+13**%%; QOVX= -176+24 e MCT=-194+34 bpm,
respectivamente. **p<0,01 e *¥p<0,01), 3 (OVX+MCT= -48+7**%%; OVX= -210+23 e MCT= -
286+28 bpm, respectivamente. **p<0,01 e *¥p<0,01) 6 (OVX+MCT= -42+4**%%: OVX= -
245+24 e MCT= -295+27 bpm, respectivamente. **p<0,01 e *¥p<0,01) 12 (OVX+MCT= -
66+7**%%: OVX=-276+16 e MCT= -317+23 bpm, respectivamente. **p<0,01 e *¥p<0,01) e 24
(OVX+MCT= -119+5**%&; QVX= -300+21 e MCT= -320+17 bpm, respectivamente.

**p<0,01 e *¥p<0,01).
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Figura 19 — Variacdo de pressao arterial média (APAM) (A) e variacdo de frequéncia
cardiaca (AFC) (B) a estimulagéo de fenilbiguanida nas doses de 1,5; 3; 6; 12 e 24 ug/Kg IV
em ratas dos grupos (CON), monocrotalina (MCT), ooforectomizado (OVX) e
ooforectomizado monocrotalina (OVX+MCT). *p<0,05 e **p<0,01 indica diferenca
estatisticamente significante dos grupos MCTs em relacdo ao respectivo grupo CON.
*p<0,05 indica diferenca estatisticamente significante do OVX em relagdo ao grupo CON.
%p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante do OVX+MCT em relagéo ao grupo
MCT.
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10 — Avaliacao Histologica

Observa-se que tanto no grupo CON quanto no grupo OVX o aspecto morfolégico
apresenta-se semelhante, sendo facilmente observado os bronquiolos com os ramos
musculares menores da artéria pulmonar e os sacos alveolares e alvéolos (Figuras 20A, B,
C e D). Nos animais tratados com MCT o aspecto morfoldégico apresenta-se também
semelhante independente da ooforectomia. Os pulmbes dos grupos MCTs apresentaram
hipertrofia evidente da camada muscular dos ramos da artéria pulmonar junto aos
bronquiolos (Figuras 20E, F, G e H). A espessura da parede, a relagdo diametro
interno/diametro externo (DI/DE) e a relagdo parede/limen desses ramos arteriais estao
representados na figura 21. Tanto a espessura quanto a relagdo parede/lumen estao
significativamente aumentados nos grupos OVX+MCT e MCT, sem diferenca significativa
entre eles. A saber: espessura da parede: MCT vs CON (0,29+0,01** vs 0,18+0,01 pm,
respectivamente. **p<0,01) e OVX+MCT vs OVX (0,29+0,01** vs 0,19 + 0,01 um,
respectivamente. **p<0,01) (Figura 21A); relagéo parede/lumen: MCT vs CON (0,74+0,05**
vs 0,29+0,08 pm, respectivamente. **p<0,01) e OVX+MCT vs OVX (0,74+0,05™ vs
0,31+0,01 um, respectivamente. **p<0,01) (Figura 21C). Em relacao aos valores da relagéao
DI/DE os grupos MCTs apresentaram valores significativamente menores quando
comparado a seus grupos controles. A saber: MCT vs CON (0,41+1,7** vs 642 um,
respectivamente. **p<0,01) e OVX+MCT vs OVX (41£1,8** vs 62+2 um, respectivamente.

**p<0,01) (Figura 21B).

A observagdo do interior dos lobos pulmonares mostrou um acentuado
desenvolvimento de parede muscular nos ramos pulmonares terminais, situados junto aos
sacos alveolares e alvéolos nos animais tratados com MCT (Figura 22E, F, G e H). Esses
vasos sao pouco evidenciaveis, se ndo estdo cheios de sangue, em pulmbes dos grupos
CON e OVX (Figuras 22A, B, C e D). Para determinar a muscularizagdo dos ramos terminais

da artéria pulmonar, que possuem as arteriolas evidentes, foi feita a contagem de vasos nas
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areas préximas aos sacos alveolares. Os resultados visualizados na figura 23 mostram
claramente que o0s numeros de ramos arteriais evidenciaveis nos grupos MCTs é
significativamente maior quando comparado aos seus respectivos grupos controles. A saber:
MCT vs CON (2,9+0,3 vs 0,8+0,3 nimero de vasos/mm?, respectivamente) e OVX+MCT vs

OVX (31,1 vs 0,9+0,8 nimero de vasos/mm?, respectivamente).



Figura 20 - Fotomicrografia em menor e maior aumento do parénquima pulmonar
dos grupos CON (A e B), OVX (C e D), MCT (E e F) e OVX+MCT (G e H)
destacando um ramo da artéria pulmonar. Colora¢do HE.
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Figura 21 - Valores de espessura da parede vascular (A), da relacdo diametro
interno/diametro externo (%)(B) e da relagao diametro interno/espessura de parede (C) dos
ramos distais das artérias pulmonares dos grupos CON, MCT, OVX e OVX+MCT.**p<0,01
indica diferenca estatisticamente significante dos grupos MCTs em relagdo ao respectivo
grupo CON.
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Figura 22- Fotomicrografia em menor e maior aumento do parénquima pulmonar dos
grupos CON (A e B), OVX (C e D), MCT (E e F) e OVX+MCT (G e H) destacando um
aumento do numero de vasos sanguineos e muscularizagcdo dos mesmos. Coloracao
HE.
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Figura 23 — NOmero de ramos arteriolares terminais/mm® dos grupos (CON),

monocrotalina (MCT), ooforectomizado (OVX) e ooforectomizado monocrotalina
(OVX+MCT). **p<0,01 indica diferenga estatisticamente significante dos grupos MCTs em
relagéo ao respectivo grupo CON.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que a HAP induzida pela MCT
em ratas promoveu significativas alteragdes cardiovasculares, respiratérias e
autondmicas caracterizadas por hipertrofia do VD, elevacdo do indice pulmonar,
aumento das pressdes desenvolvidas pelo VD (PSmax, PDI e PDF), taquicardia,
aumento da atividade do componente simpatico e atenuacdo do parassimpatico,
aumento do Vmin, hip6xia, hipercapnia e atenuacdo do ganho barorreflexo. A
analise morfolégica pulmonar por sua vez, mostrou uma elevacao significativa da
relacao espessura de parede/limen, além de muscularizacao dos ramos arteriolares
terminais. Por outro lado, o grupo de ratas ooforectomizadas e tratadas com MCT
nao apresentou um agravamento destes parametros morfolégicos pulmonares se
comparados ao grupo MCT, mas uma piora no quadro da HAP foi observado devido
ao aumento adicional da PSmax do VD, PDI e PDF, assim como da atividade do
componente simpatico e reducao adicional do componente parassimpatico, além de
hipotensdo arterial, reducdo do Vc e da Va, taquipnéia, maior reducdo do ganho
barorreflexo e atenuacao do RBJ, além das demais alteragdes observadas no grupo

MCT.

1.0 - Avaliacao do peso corporal e eficacia da ooforectomia

A avaliacdo semanal do peso corporal mostrou um significativo ganho de
peso nos grupos OVXs em relagdo aos demais grupos. Estes resultados estdo em
acordo com outros estudos da literatura (Tofovic et al., 2006; Wegorzewska et al.,
2008). Foi proposto por Naaz et al. (2002) que o tecido adiposo é altamente

responsivo aos receptores estrogénicos (RE-a e RE-B), havendo um papel mais
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importante para os ER-a neste tecido. Heine et al. (2000) sugeriram anteriormente
que o estrogénio regula a quantidade de tecido adiposo branco de forma inibitéria
através dos RE-a, sendo que a auséncia deste receptor causaria hipertrofia e
hiperplasia dos adipdcitos, resisténcia a insulina e intolerancia a glicose em ambos
os sexos. Estes dados corroboram os achados do presente estudo em relacéo a
ooforectomia, onde a deficiéncia dos horménios sexuais femininos resultaria no
aumento de peso corporal, provavelmente devido a hipertrofia e/ou hiperplasia dos

adipdcitos. No entanto, este parametro nao foi avaliado no presente estudo.

Por outro lado, o grupo OVX+MCT apresentou um menor ganho de peso
corporal se comparado ao grupo OVX, e ainda uma redugcdo do peso corporal a
partir da 32 de aplicacdo da MCT. Uma hipo6tese para explicar este achado seria o
fato desses animais apresentarem um elevado esfor¢o respiratorio (trabalho) devido
a patologia de base, como pode ser observado pela avaliacdo respiratéria, onde
observamos hipo6xia, hipercapnia, diminuicdo do Vc, Va e taquipnéia. Este fato
poderia estar contribuindo para um gasto energético elevado, e consequentemente,
um menor ganho de peso corporal, mesmo estando ooforectomizado. Neste
contexto, o grupo MCT, apesar de apresentar a HAP, ndo mostrou alteracdes
respiratérias na mesma magnitude. Isto poderia explicar o fato do seu peso corporal
nao apresentar diferenca em relacdo ao seu respectivo grupo controle. Com isto,
poderiamos sugerir que a auséncia dos horménios sexuais femininos agrava o

quadro respiratorio da HAP.

No que tange o tempo de instalacdo da HAP pela MCT entre os sexos,
estudos anteriores do nosso laboratdério mostraram que em ratos machos, séo

necessarias 3 semanas, enquanto que em fémeas intactas (ndo ooforectomizadas)
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sdo necessarias 4 semanas®. Este fato também foi observado por outros autores
(Tofovic et al., 2005) e provavelmente esta relacionado ao efeito protetor conferido

pelos hormdnios sexuais femininos.

A eficacia da ooforectomia em nossos estudos pode ser verificada pelo peso
dos uteros. Observamos que os grupos OVXs apresentaram valores
significativamente menores em comparagcdao aos grupos nao ooforectomizados. A
utilizacdo do peso uterino para mostrar a eficacia deste procedimento cirargico tem
sido aceita na literatura, a qual foi adotada por varios autores (Medlock et al., 1994;
Nutall et al., 1998). Como esperado, a reducédo do peso decorre da deficiéncia dos
hormonios sexuais femininos. Esta observacao foi relatada por Medlock et al. (1994)
que demonstrou que o tratamento de reposicdo hormonal por 3 dias de estrogénio e
progesterona, em ratas ooforectomizadas ha 7 dias, promoveu um ganho do peso

uterino de aproximadamente 25%.

Desta forma, no presente estudo a reducdo do peso uterino observado nos
animais dos grupos OVXs reflete, como esperado, uma deficiéncia dos horménios
sexuais femininos. Este parametro foi utilizado neste estudo como um indice de
efetividade da ooforectomia. No grupo OVX+MCT, este procedimento cirirgico

(ooforectomia) realizado previamente a injecdo subcutanea de MCT.

2.0 - indice pulmonar e avaliacao histologica

A instalagdo da HAP foi avaliada no presente estudo através do indice de

Fulton ou indice Pulmonar. Este indice tem sido rotineiramente utilizado na literatura

2 No apéndice 2 mostramos o indice pulmonar de ratas tratadas com MCT por 3 semanas.

Observamos que neste periodo a HAP ainda nado esté instalada.
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para se verificar a existéncia de hipertrofia ventricular direita nos animais submetidos
a HAP, cuja hipertrofia constitui-se num dos principais sinais desta doenca. Para
tanto, a determinacdo deste indice & baseada na relacdo entre os pesos dos

ventriculos e do septo interventricular, isto €, VD/VE+septo.

No presente estudo, observamos que o indice Pulmonar foi significativamente
aumentado nos grupos tratados com MCT, ou seja, o grupo MCT e grupo
OVX+MCT, nao havendo diferenca estatistica entre estes grupos. Isto poderia
sugerir que a ooforectomia por si ndo promoveu um incremento na hipertrofia do VD
induzida pela MCT. Além disso, sugere que o tratamento com MCT foi eficaz em

promover a hipertrofia do VD e, consequentemente, a instalacdo da HAP.

Contudo, a instalacdo da HAP também pode ser verificada pela medida da
PSmax do VD, a qual foi significativamente aumentada nos grupos MCTs; assim
como as pressoes diastdlicas iniciais e finais. As possiveis causas da génese destes
aumentos serdo discutidas detalhadamente a seguir. De qualquer forma, estes
achados também foram relatados por outros estudos da literatura (Nishida et al.,
2004; Yuyama et al. 2004; Tofovic et al., 2006, Raoul et al. 2007; Nishida et al.,

2009).

Além das evidéncias funcionais da instalacdo da HAP, nosso estudo também
avaliou alguns parametros morfométricos dos pulmdes dos diversos grupos de
animais. Estas analises mostraram que nos grupos tratados com MCT ocorreu uma
significativa hipertrofia da camada média dos ramos distais da artéria pulmonar,
acompanhadas de uma reducao também significativa do limen destas artérias. Esta
reducéao foi da ordem de 36% para o grupo MCT e 34% para o grupo OVX+MCT em

relacdo aos seus respectivos controles. Se considerado a relacdo espessura da
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parede/limen, observamos que houve um aumento desproporcional entre estas
variaveis, isto é, houve muito mais hipertrofia da camada média do que reducédo do
limen. Estes dados mostram também que a deficiéncia dos hormdnios sexuais

femininos nao influenciou nas alteragcdes morfométricas entre os grupos MCTs.

As analises histologicas mostraram ainda que os grupos MCTs apresentaram
um importante aumento do numero de vasos muscularizados nas regides lobulares
dos ramos distais da artéria pulmonar. Este possivel rearranjo vascular poderia ser
uma consequéncia do efeito da MCT nestes vasos pulmonares, o qual ja foi descrito

anteriormente por King et al. (1994).

3.0 - Avaliacao Respiratéria e Gasométricas

No presente estudo, utilizando a técnica de pletismografia de corpo inteiro,
fizemos a avaliacado de Vc, FR, Vmin e Va. Esta técnica, descrita por Malan (1973),
permite a avaliagdo respiratoria do animal de forma nédo-invasiva e sem o efeito de
anestésico. Nossos resultados mostraram que o Vc foi alterado apenas no grupo
OVX+MCT, onde se apresenta significativamente reduzido. Por outro lado, em
relacdo a FR, esta apresentou-se alterada (taquipnéia) apenas neste mesmo grupo.
O Vmin por sua vez foi significativamente aumentada nos grupos MCTs em relacéo
aos seus respectivos grupos controles. Obviamente que as diferencas estatisticas
observadas neste Ultimo parametro, principalmente no grupo MCT, séao
consequéncias das tendéncias de alteracoes das demais variaveis, ou seja, Vc e
FR. Entretanto, no caso do grupo OVX+MCT, é notavel que a ooforectomia parece

ser o fator que agravou o quadro respiratério destes animais, pois ao contrario do
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grupo MCT, o qual apresentou um aumento da Va, este por sua vez apresentou uma

significativa reducao.

A gasometria realizada no presente estudo mostrou, por sua vez, a existéncia
de hipoxemia nos grupos MCTs, com uma reducao da percentagem de saturacao da
Hb mais acentuada no grupo OVX+MCT. Além disso, uma hipercapnia foi observada
apenas no grupo MCT. Apesar de haver uma tendéncia para esta resposta no grupo
OVX+MCT, esta nao apresentou significancia estatistica em relacdo ao seu

respectivo grupo controle (grupo OVX), mas sim em relacao ao grupo CON (p<0,05).

Contudo, o conjunto dos resultados da avaliagao respiratoria e gasométrica
sugere que os grupos MCTs deflagram mecanismos compensatoérios, 0os quais
podem ser observados pelos valores do Vmin e Va. Porém, uma certa depressao
respiratéria (hipoventilacao) parece ocorrer no grupo OVX+MCT, uma vez que
apenas neste grupo, observamos uma diminui¢cdo do Vc e aumento da FR, o que
sabidamente aumenta o volume do espaco morto por minuto € consequentemente

reduz a ventilagao alveolar, conforme demonstramos.

Deve ser enfatizado que estas ratas ooforectomizadas, ao perderem a acao
dos horménios sexuais femininos, passam a apresentar o quadro de HAP de forma
semelhante aos machos. No entanto, neste estudo elas estariam num estagio mais
avancado da HAP, isto é, com uma semana a mais, visto que os machos a
desenvolvem em 3 semanas. Isto poderia explicar este quadro respiratério mais
agravado se comparado aos demais grupos deste estudo, assim como suas
repercussdes cardiovasculares e autondmicas. Um possivel quadro de insuficiéncia
cardiaca direita deve ser considerado, a qual sera abordada adiante nesta

discussao.
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Por outro lado, uma questédo adicional a ser considerada refere-se a elevacao
da FR dos grupos MCTs, apesar da significancia estatistica ter sido observada

apenas no grupo OVX+MCT.

As alteracbes ventilatérias tém sido pouco estudadas na HAP experimental,
particularmente em ratas, e varios mecanismos permanecem por serem elucidados,
principalmente sobre suas implicacées sobre o sistema cardiovascular. Relatos
subjetivos de “taquipnéia” em ratos tratados com MCT foram descritos nos estudos
de Nihei et al. (2005), porém sem uma quantificacdo deste e de outros parametros
ventilatérios. Outro relato subjetivo de aumento na FR no modelo de HAP induzida
por MCT foi documentado anteriormente por Brown et al. (1998), o qual observou
uma ‘respiragdo rapida e superficial’”, além da ocorréncia de um aumento das
“dificuldades respiratorias”. Estes autores correlacionam estes achados com uma
diminuicdo na densidade dos adrenoceptores-B> nos pulmdes desses animais.
Sabidamente, a estimulacdo destes receptores causa broncodilatacdo e aumenta a
concentragdo de adenosina monofosfato em mastocitos e basdfilos, reduzindo a
liberagédo de mediadores inflamatérios, tais como citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento (Barnes, 1999). Assim, a diminuicdo dos receptores nos pulmdes nesse
modelo poderia trazer implicagcdes respiratérias importantes, uma vez que a
broncoconstricdo poderia diminuir o fluxo aéreo para os alvéolos pulmonares,
promovendo um quadro de hipoxemia e/ou hipercapnia, que seria compensada
reflexamente com uma elevacdo da FR, tal como a observada em nosso estudo,

além de um maior esforgo respiratério.

Um sistema de medida ventilatéria utiizando a técnica da
pletismografia de corpo inteiro em ratos também foi utilizado por Gardner et al.

(2004), o qual nao observou aumentos das variaveis ventilatérias (FR, Vc e Vmin),
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contrastando com nossos resultados. Entretanto, estes ratos foram avaliados 10 dias
apos o tratamento com MCT, enquanto que o tempo de tratamento dos nossos
animais foi de 4 semanas, o que poderia ter contribuido para a instalacao incompleta

do quadro de HP, bem como os achados subsequentes.

As seguintes hipbteses poderiam explicar os achados da avaliagéo
respiratéria, juntamente com as alteracbes gasométricas (hipoxemia) encontradas
no presente estudo: a) estreitamento progressivo das artérias pulmonares pela MCT,
b) ativacao dos quimiorreceptores periféricos em decorréncia da hipoxemia e c)

elevagao dos niveis de serotonina plasmatica.

Em relacdo a primeira hipbtese, o estreitamento dos vasos pulmonares pela
MCT promove uma diminuicdo da area transversa do leito vascular pulmonar, e
consequentemente, um aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo e um prejuizo da
relacao ventilacao-perfusdo, acarretando hipéxia e aumento da FR, numa tentativa

do animal reverter este quadro.

Por outro lado, a ativacdo dos quimiorreceptores periféricos, um dos mais
importantes mecanismos reflexos que promove ajustes cardiorrespiratorios, deve ser
considerada. A hipoxemia constitui um dos principais estimulos para ativacdo dos
quimiorreceptores periféricos, os quais promovem um aumento da FR (Marshall et

al., 2000; Haibara et al., 2002).

Em relacdo a serotonina [5-Hidroxitriptamina (5-HT)], este neurotransmissor
tem sido envolvido na patogénese da HP. Comparados com individuos controle,
pacientes com HAP apresentam um aumento na concentragdo plasmatica de 5-HT e

diminuicdo de suas concentracdes plaquetarias. Niveis plasmaticos de 5-HT também
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estdo elevados em pacientes com HAP induzida por fenfluramine (anorexigeno)

(Newman et al., 2004).

Sabe-se que a serotonina é um potente constritor das artérias pulmonares, e
a sua liberacado nos pulmées ou a inibicdo da recaptacao de substancias vasoativas,
€ provavelmente o principal fator na constricdo dos vasos pulmonares associados
com ventilacdo hipdxica, edema pulmonar e embolismo pulmonar (Houston e
Vanhout, 1986). Sob condi¢gdes normais, o leito vascular pulmonar ndo esta exposto
a concentracdes plasmaticas excessivas de 5-HT, devido a habilidade das plaquetas
em armazenar grandes quantidades de serotonina, e porque a serotonina plasmatica
€ rapidamente metabolizada pela monoamina oxidase endotelial no figado e
pulmbes (Hart e Block, 1989). Dessa forma, concentragdes plasmaticas aumentadas
de serotonina na HAP poderiam potencializar os efeitos da MCT, promover um
aumento da resisténcia das arteriolas pulmonares e diminuicao do fluxo sanguineo,

acarretando hipoxemia e, reflexamente, aumentar a FR.

Alguns estudos da literatura tém enfatizado o papel da serotonina no
processo do remodelamento vascular pulmonar, entretanto, o mecanismo pelo qual
a 5-HT afeta a vasculatura pulmonar é ainda tema de debate. Embora tenha sido
demonstrado previamente que a superexpressao do transportador da 5-HT (5-HTT)
tenha sido associada com hiperplasia de musculo liso vascular pulmonar em
pacientes com HAP (Eddahibi et al., 2001), estudos em modelos animais evidenciam
que nao somente o 5-HTT, mas também varios tipos de receptores 5-HT (5-HT g, 5-
HToa E 5-HTog), podem contribuir para o processo de remodelamento vascular

(Keegan et al., 2001; Launay et al., 2002).
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Contudo, apesar das alteracOes respiratérias encontradas neste estudo, deve
ser considerada também uma fragueza dos musculos inspiratérios e expiratorios,
como ja demonstrado por alguns estudos realizados em pacientes com HAP (Meyer

et al., 2005; Bauer et al., 2007).

4.0 - Avaliacao Autondmica

No presente estudo fizemos a avaliacdo da atividade autonémica cardiaca
simpatica e parassimpatica através dos bloqueios Bi-adrenérgico com atenolol e

muscarinico com metil-atropina.

A avaliagdo autonémica mostrou que o tratamento com MCT promoveu uma
inversdo na atividade dos componentes simpatico e parassimpatico, ou seja, de
vagoténicos passaram a simpatotonicos. Este predominio da atividade simpéatica
também foi observado no grupo submetido a ooforectomia (grupo OVX). Além disso,
um aumento adicional na atividade deste componente foi observado no grupo
OVX+MCT. Por outro lado, a atividade do componente parassimpatico apresentou-

se atenuada no grupo OVX e praticamente ausente no grupo OVX+MCT.

Varios fatores poderiam estar envolvidos nesta disautonomia, tais como: a)
modulacdo do sistema respiratério sobre o sistema cardiovascular b) estimulacao
dos quimiorreceptores periféricos ¢) atenuacdo do ganho barorreflexo e d) reducéo

da modulacgéo central do estrogénio em ratas ooforectomizadas.

Inicialmente, uma interacdo entre os sistemas respiratério e cardiovascular
deve ser considerada. O controle do ritmo cardiaco e respiratério é regulado

sinergicamente com o intuito de promover uma adequada ventilacdo-perfusdo ao



95

nivel pulmonar, assegurando uma troca gasosa eficiente (Spyer e Gourine, 1990).
Anatomicamente, o0s circuitos neuronais vagais pré-ganglionares cardiacos e 0s
circuitos pré-simpaticos estao localizados nas regides ventrolaterais do bulbo,
préximos aos circuitos neuronais respiratérios. Existe uma integracao
cardiorrespiratéria, que pode ser demonstrada pela flutuacdo da FC, conhecida
como “arritmia sinusal respiratéria”, na qual a frequéncia de disparo dos neurbnios
cardio-vagais aumenta durante a expiracdo e reduz durante a inspiracao, resultando
em bradicardia e taquicardia, respectivamente. Isto pode ser explicado pelo fato dos
neurdnios vagais pré-ganglionares, localizados no nucleo ambiguo (NA), receberem
potentes descargas inibitérias durante a inspiracao e descargas excitatorias durante

o periodo pés-inspiratério (Spyer e Gourine, 1990).

A associacao entre a atividade inspiratéria e a inibicdo da bradicardia também
€ observada quando certas areas cerebrais sdo estimuladas. Ou seja, certas areas
que promovem inibicdo da bradicardia, também promovem elevacédo da atividade
respiratéria, enquanto que a estimulacdo de outras areas promove bradicardia e
apnéia. Em gatos anestesiados, a estimulacdo da area de defesa hipotalamica, por
exemplo, promove elevacdo do fluxo sanguineo muscular, aumenta a descarga
simpatica e aumenta a atividade respiratéria com taquipnéia ou inspiracdo

sustentada (Lopes e Palmer, 1976).

Outro fator importante a ser considerado, diz respeito a distensdo pulmonar.
De acordo com Lopes e Palmer (1976), quando ocorre a distensdo pulmonar, a
descarga pulmonar aferente impede o desenvolvimento de bradicardia pela
estimulagdo do nervo do seio carotideo. Segundo Abboud e Thames (1979), na
musculatura lisa das vias aéreas existem receptores que quando ativados, enviam

sinais ao SNC através de fibras vagais do tipo A, resultando em taquicardia por
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inibicdo da atividade eferente vagal. Os mecanismos envolvidos nesta inibicao
reflexa dos neurbnios cardio-vagais pelo estiramento pulmonar ainda nao estao

completamente esclarecidos.

Além dos mecanismos descritos acima, as consequéncias fisicas da
respiracdo induzindo alteragdes na pressao intra-toracica, levam a alteracées na
pressao transmural nos vasos sanguineos intra-toracicos e no coracao, afetando
diretamente o RV, o DC e a resisténcia pulmonar e aértica, sugerindo que alteracdes
no sistema respiratério afetam diretamente o sistema cardiovascular (Sampaio,

2001).

Por outro lado, a ativacdo de alguns mecanismos de regulacéao
cardiovascular, tais como os quimiorreceptores periféricos, causa uma bradicardia
primaria que pode ser minimizada por um efeito secundario da estimulagdo da
respiracdo (Daly e Scott, 1958 Apud Haymet e Mccloskey, 1975). Os efeitos da
atividade dos quimiorreceptores periféricos sobre o sistema respiratério sdao bem
documentados na literatura, e ha evidéncias em ratos que a atividade expiratéria

também pode ser elevada pela estimulagéo de tais receptores (Eldridge, 1978).

A estimulacédo dos barorreceptores também causa uma bradicardia reflexa, a
qual é bem conhecida (Hering, 1927 Apud Haymet e Mccloskey, 1975). Alguns
estudos foram realizados para avaliar os efeitos da estimulagdo dos baro e
quimiorreceptoras nas diferentes fases do ciclo respiratério. Tem sido mostrado que
a estimulacdo de ambos os receptores causa bradicardia por ativacdo dos neurénios
cardio-vagais pré-ganglionares somente nas fases pds-inspiratoria ou expiratéria do
ciclo respiratério. Um estimulo equivalente durante a inspiracdo nao € efetivo. Ha

evidéncias de que ha certo grau de convergéncia destes sinais (inputs) no nucleo do
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trato solitario (NTS). Enquanto os sinais provenientes dos barorreceptores inibem a
atividade inspiratéria, sinais dos quimiorreceptores periféricos estimulam

potencialmente a inspiracédo (Spyer e Gourine, 1990).

De fato, estudos anteriores de Haymet e McCloskey (1975) investigaram a
influéncia da estimulacdo dos baro e dos quimiorreceptores sobre a FC durante o
ciclo respiratorio em caes. Seus resultados mostraram que os estimulos dos baro e
quimiorreceptores causam bradicardia reflexa quando ocorre durante a expiracao,
mas nao influencia a FC quando estimulados durante a inspiracao. Outros estudos
enfocando as atividades baro e quimiorreceptoras mostraram que uma leve
estimulacdo destes reflexos, quando aplicados durante a fase inspiratéria, néao
promove bradicardias reflexas. Em contrapartida, quando tais estimulos sao
executados durante a expiracdo, uma pronta bradicardia pode ser observada
(Davidson et al., 1976). Entretanto, a bradicardia reflexa resultante da estimulagao
dos baro e quimiorreceptores periféricos é completamente abolida em animais com
pulmbes inflados, mesmo quando o estimulo é aplicado durante a expiracao,
sugerindo que a distensao pulmonar parece exercer um papel inibitdério sobre esta

integracao cardiorrespiratoria, em caes (Potter, 1981).

Haymet e McCloskey (1975) avaliaram o efeito da estimulagdo dos
quimiorreceptores periféricos sobre a FC de caes durante um periodo de apnéia
apos 2 minutos de hiperventilacao artificial. Seus achados mostraram que um breve
estimulo dos quimiorreceptores periféricos aplicado num periodo tardio da apnéia foi
mais efetivo em evocar bradicardia do que quando liberado no inicio da apnéia.
Quando o estimulo foi aplicado durante o periodo de hiperventilacdo continua
artificial, este nao foi efetivo em evocar bradicardia, confirmando a hipétese de que a

distensdao pulmonar, neste caso, causada pela hiperventilacdo artificial, exerce um
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efeito inibitério sobre a diminuicdo da FC. Assim, pode-se concluir que existem
interacdes importantes entre os sistemas cardiovascular e respiratério, ndo sé pela
proximidade anatémica dos circuitos neuronais no SNC responsaveis pelo controle
de suas atividades, mas também por influéncias da mecénica respiratéria e das
alteragbes hemodinamicas resultantes. Contudo, deve ser enfatizado que estes
estudos foram realizados em cades sendo necessarios estudos adicionais em ratas

para verificarmos se estes mecanismos se comportam de forma similar.

Um outro fator a ser considerado refere-se a estimulagdo dos
quimiorreceptores periféricos, 0os quais estao localizados apenas nos corpusculos
carotideos em ratos (Sapru e Krieger, 1979). Estes receptores sao ativados
fisiologicamente pela hip6xia, hipercapnia e reducdo do pH, desencadeando
alteracées cardiovasculares caracterizadas por hipertensdo arterial sistémica
(simpato-excitacdo) e bradicardia (parassimpato-excitacao), bem como respostas
respiratérias caracterizadas por hiperpnéia e taquipnéia (Haibara et al., 1995).
Considerando o presente estudo, as respostas hipdxicas observadas nos grupos
MCT e OVX+MCT poderiam estar promovendo a estimulacdo destes receptores,
cujas respostas autondmicas quimiorreflexas estariam participando também da

génese desta disautonomia.

Por outro lado, levando-se ainda em consideracao a participacao dos reflexos
cardiovasculares na modulacdo das respostas autonOmicas, a participacdo do
barorreflexo ndo pode ser descartada. E amplamente conhecido que este reflexo
participa da regulagdo da pressao arterial momento-a-momento promovendo
simpato-inibicdo, assim como parassimpato-excitacdo. No presente estudo,
observamos uma significativa atenuagao da sensibilidade (ganho) barorreflexo, tanto

no grupo MCT, como no grupo OVX+MCT. Apesar do grupo OVX apresentar uma
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reducao deste parametro, esta ndo apresentou uma significancia estatistica. Estas
reducdes da sensibilidade barorreflexa, por sua vez, promoveriam um prejuizo da
modulacdo autonémica, resultando em simpato-excitacdo, bem como inibicdo do
componente parassimpatico, as quais poderiam contribuir de forma significante para

as disautonomias observadas neste estudo.

Por fim, um fator que merece destaque refere-se ao papel do estrogénio na
modulacdo autonémica ao nivel do SNC. Estudos anteriores de Saleh et al. (2000)
mostrou que a microinjecdo de estrogénio no NTS, RVLM? e espaco intratecal
promoveu hipotensao e redugédo da atividade simpatica e bradicardia, bem como um
aumento da atividade parassimpatica quando o estrogénio foi microinjetado no NTS
e NA em ratas ooforectomizadas, submetidas ou ndo a reposi¢cao hormonal. Além
disso, estudos adicionais de Saleh e Connell (2000) mostraram que estes efeitos
parassimpaticos foram abolidos pela microinjecdo do antagonista seletivo dos
receptores de estrogénio, ICl 182,780, no NA de ratas ooforectomizadas, enquanto
gue a microinjecdo deste antagonista no espaco intratecal bloqueou as respostas
simpato-excitatorias do estrogénio. Estes estudos sugerem que este hormdnio
possui um papel modulador da a regulacdo autonémica ao nivel do SNC através dos
seus préprios receptores. Estes achados, no contexto do presente estudo, poderiam
sugerir, por sua vez, que a inibicdo do componente parassimpatico nos grupos
ooforectomizados, seria devido a uma inibicdo do ténus desse componente ao nivel
do NA. Contudo, no grupo OVX+MCT, onde observamos o quadro mais severo de
disautonomia, esta seria devido a combinacao dos varios descritos previamente, ou

seja, interacdo dos sistemas cardiorrespiratério, ativacdo dos quimiorreceptores

A sigla RVLM, originria do inglés, foi utilizada neste estudo para denominar a “Area Bulbar
Ventrolateral Rostral”.
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periféricos, atenuacdo do barorreflexo e deficiéncia dos hormbnios sexuais

femininos.

5.0 - Alteracoes Hemodinamicas da HAP e Ooforectomia

As alteracbes hemodinamicas promovidas pela HAP foram avaliadas
funcionalmente pela medida das pressdes ventriculares, pressoes arteriais e de FC.
Inicialmente, em relacdo ao VD, observamos uma elevacdo da PSmax nos grupos
MCTs em relacao aos seus respectivos grupos controles. Estes resultados estdo de
acordo com estudos da literatura envolvendo a HAP induzida por MCT (Nagaya et
al., 2003; Nishida et al., 2004; Hongo et al., 2005; Hessel et al., 2006; Li et al., 2006).
Observamos também uma diferenca da PSmax entre os grupos MCTs, ou seja, 0
grupo ooforectomizado que recebeu MCT (OVX+MCT) apresentou valores
significativamente maiores inclusive em relacdo ao grupo MCT. Por outro lado, deve
ser salientado que o grupo OVX por si sé, apresentou uma elevacdo da PSmax em
relacdo ao grupo CON, sugerindo que os hormbnios sexuais femininos atuariam de
forma inibit6ria sobre o inotropismo ventricular. Poderia ser sugerido que a elevacao
da PSmax observada no grupo MCT foi uma consequéncia do aumento da pés-
carga do VD em decorréncia do aumento da resisténcia vascular arterial pulmonar
(RVAP), devido a acéao direta da propria MCT sobre a vasculatura pulmonar. Além
disso, a ocorréncia da hipoxia observada nestes animais também pode contribuir na

modulagao da PSmax. Estes efeitos seréo discutidos a seguir.

Inicialmente, em relagdo aos efeitos da MCT sobre a vasculatura pulmonar, a
andlise morfolégica pulmonar destes animais mostrou uma elevagédo da relagdo

espessura da parede/lumen devido a hipertrofia da camada média muscular e
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diminuicdo do lumen. Estes achados estdo de acordo com outros estudos na
literatura (Stenmark, et al., 2009; Nagaya, et al., 2003; Li, et al., 2006; Tofovic et al.,
2008). E sabido que a MCT é um alcaléide que atua preferencialmente sobre o
endotélio arterial pulmonar, lesando-o (Lafranconi et al., 1984; Yan et al., 1996) e
causando o espessamento das arteriolas pulmonares. Com isso, ocorre um aumento
da resisténcia ao fluxo sanguineo pulmonar, que por sua vez promove um aumento
das pressdes da camara cardiaca direita. Este aumento de pds-carga promove
cronicamente alteragdes estruturais desta camara, levando aos sinais caracteristicos
da HAP, ou seja, hipertrofia de VD, aumento da PSmax, fadiga, dispnéia e sincope.
Contudo, o mecanismo preciso pelo qual a MCT promove estas alteracbes ainda
nao & conhecido. Recentes experimentos do nosso laboratério mostraram que a
hipertrofia da camada média foi revertida em ratos SHR tratados com MCT pelo
tratamento crénico com captopril, 0 que sugere que o sistema renina angiotensina

pode estar envolvido nestas respostas (dados nao publicados).

Por outro lado, a hipdxia observada nos grupos MCTs é outro fator que deve
ser considerado como coadjuvante para o aumento da RVAP. A andlise gasométrica
mostrou ainda que neste grupo ocorre também uma diminuicdo significativa da
percentagem de saturacado de hemoglobina. Estes achados também foram relatados
anteriormente por Lai et al. (1991) e Schermuly et al. (2005) em ratos com HAP

induzida pela MCT.

Sabe-se que a exposicao prolongada a hip6xia alveolar esta associada como
o estreitamento do lumen da vasculatura pulmonar devido ao crescimento de células
do musculo liso, o qual pode ser evidenciado pelo espessamento da camada média
das arteriolas (Farber e Loscalzo, 2004). A hipertrofia da camada média arteriolar,

ao aumentar a RVAP, poderia estar levando a um prejuizo na oxigenagao do
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sangue, uma vez que a entrada de O, ao nivel capilar estaria reduzida devido a
diminuicdo do fluxo sanguineo, acarretando assim a hipoxemia, como observado

nestes animais.

Tem sido sugerido que a hipoxemia promove a constricdo destes vasos
através de um mecanismo que se inicia pela inibicdo de canais de K", seguido da
despolarizacdo da membrana celular e consequente entrada de Ca™ através de
canais tipo L (Ward et al, 2004). Estudos de Yuan et al (1993) ja haviam descrito
estes efeitos sobre os canais de K* voltagem-dependentes na hipdxia aguda,
inclusive sobre as células musculares lisas da artéria pulmonar de ratos, porém nao
em artérias sistémicas (mesentéricas e renais). Estudos mais recentes de Archer et
al (2001) identificaram estes canais de K* como sendo do tipo Kv1.5 sensiveis a
hipdxia nas células musculares lisas das artérias pulmonares. Além disso, outros
estudos demonstraram que a hipoxia crénica reduz significativamente a expressao
destes canais de K" (Platoshyn et al., 2001; Michelakis et al., 2002; Pozeg et al.

2003).

Contudo, sabemos que a resposta a hipoxia € diferenciada para a vasculatura
pulmonar, se considerarmos que perifericamente a hipdxia crbnica promove uma
resposta vasodilatadora (Ward et al, 2004). Esta vasoconstricido pulmonar mediada
pela hipéxia poderia ser um fator que, se somado ao espessamento da camada
média arteriolar, poderia estar contribuindo para o aumento da resisténcia pulmonar
nesse modelo de HP induzida por MCT. Nao pode ser descartada a possibilidade do
aumento da resisténcia vascular provocada pela MCT também estar potencializando
0 quadro de hipoxemia, podendo causar um mecanismo de retroalimentacéao

positiva.
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Ainda em relacdo a PSmax do VD, observamos que o grupo OVX também
apresentou uma elevacao destes valores. Como acima mencionado, esta elevacao
poderia ser decorrente da auséncia dos efeitos inibitérios do estrogénio sobre o

coracao, bem como sobre a vasculatura pulmonar.

Em relacdo aos efeitos do estrogénio sobre o coracdo, uma hip6tese para
explicar a elevagdo da PSmax do VD observada em nossos estudos seria um
possivel efeito inotrépico positivo causado pela ooforectomia. Este efeito foi sugerido
por Johnson et al (1997) em camundongos knockout para receptores de estrogénio,
onde foi verificado que a densidade dos canais de Ca™ tipo L cardiacos foram

aumentados pela reducao dos niveis séricos de estrogénio.

Por outro lado, varios estudos tém demonstrado que o estrogénio possui uma
importante acdo diretamente sobre a vasculatura pulmonar. Estas acbes ocorrem
principalmente através dos REs localizados no endotélio vascular (Venkov et al,
1996) e nas células musculares lisas (CML) (Karas et al, 1994). Sobre o endotélio
vascular, a acao nao genémica do estrogénio promove um aumento na producao de
ON e PG, (Tostes et al, 2003). Alguns estudos demonstraram que a liberacao de
ON é maior em fémeas quando comparada aos machos (Hayashi et al, 1989; Nigro
et al 1990) e que a administracao do 17B-estradiol em ratos SHR machos aumentou
a liberagdo de ON em resposta ao shear stress? (Huang, 2000). Os provaveis
mecanismos envolvidos no aumento da producdo de ON induzido pelo estradiol
incluem: estimulacao transcricional de expressao génica da 6xido nitrico sintase ON-
sintase; inibicdo da citocina que induz a reducdo da expressdo génica da NO-
sintase; aumento de L-arginina disponivel e ativacdo de segundos mensageiros

(AMPc e Ca™) (Tostes et al., 2003). Assim, poderiamos supor que nos animais dos

* Termo originario do inglés que significa “estresse de cisalhamento”.



104

grupos OVXs, a deficiéncia do estrogénio promoveria efeitos opostos, isto &,
diminuicdo da producdo de ON e PGl,, e consequentemente, uma auséncia dos
efeitos vasodilatadores sobre a vasculatura pulmonar produzidas por essas
substancias. Com isso aumento da RVAP seria esperado, além de um aumento da
pos-carga e, finalmente uma elevacdo nos valores de PSmax. Contudo, este
mecanismo isoladamente nao seria suficiente para causar a hipertrofia do VD no

grupo OVX.

Em relagdo as agdes do estrogénio sobre o endotélio vascular, devemos
considerar ainda outros possiveis mecanismos que podem causar vasoconstricdo: a)
aumento da producdo e liberacdo do FHDE; b) reducdo da expressdao dos
receptores de ET-1 pulmonar; c) diminui da formagdo de angiotensina Il e do
receptor AT-1. Contudo, deve ser salientado que na ooforectomia estas respostas
sao inibidas, sendo a resultante, um conjunto de respostas vasoconstritoras, as
quais corroborariam ao efeito final de aumento da RVAP em resposta a auséncia

dos efeitos inibitorios dos hormonios sexuais femininos.

Sobre as células musculares lisas, o estrogénio pode promover vasodilatacdo
através de diferentes mecanismos: a) efeito antagonistico ndo-gendmico dos canais
de Ca'™ e K'; b) efeito sobre a Rho-kinase e c) estimulagdo de mecanismos anti-
inflamatérios. Entretanto, apesar dos varios estudos disponiveis na literatura, os
efeitos do estrogénio sobre a vasculatura pulmonar ndo estdo totalmente
esclarecidos. Nao obstante a este fato, suas possiveis acdées nao podem ser
descartadas, pois na deficiéncia de estrogénio (ooforectomia) estes mecanismos

seriam inibidos e uma resposta vasoconstritora seria esperada.



105

Finalmente, no grupo OVX+MCT, os valores de PSmax foram maiores que
todos os demais grupos. Obviamente, estes valores elevados seriam decorrentes do
conjunto das alteracbes promovidas pela MCT e da ooforectomia
concomitantemente. Com isto, poderiamos sugerir que a auséncia dos horménios
sexuais femininos agrava a instalagéo e o desenvolvimento da HAP neste modelo de

estudo.

Um aspecto que também ndo pode ser descartado dentre todos os
mecanismos que regulam as respostas inotropicas positivas cardiacas é a atuagéao
do componente simpatico, o qual ja foi anteriormente discutido. O fato de
observarmos um aumento na atividade deste componente nos grupos MCT, OVX e
OVX+MCT deve ser considerado e poderia justificar, ao menos em parte, 0s

aumentos de PSmax do VD observado nestes grupos.

A avaliacdo da Psmax do VE mostrou que a instalacdo da HAP isoladamente
(grupo MCT) nao promoveu alteracées em relagcao ao grupo CON, assim como dos
parametros PDI e PDF. Entretanto, uma elevacdo da PSmax foi observada no grupo
OVX. Como acima mencionado, esta resposta poderia ser decorrente do aumento
da expressao dos canais de calcio do tipo L ocasionada pela reducéo dos niveis de
estrogénio. O grupo OVX+MCT, por sua vez, apresentou valores significativamente
menores quando comparado a seu respectivo grupo controle. Uma possivel
explicacdo seria a existéncia de um quadro de insuficiéncia cardiaca, o qual sera

discutido a seguir.

Em relagdo aos valores de FC e PA, nossos resultados mostraram
inicialmente que os grupos MCTs apresentaram uma significativa elevacdo dos

valores basais de FC. Algumas hip6teses para explicar estas alteracdes seriam: um
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aumento da atividade do componente simpatico e uma reducao da atividade do
componente cardio-vagal por ativagao de circuitos neuronais respiratorios centrais,
que afetam o sistema cardiovascular em resposta a hipoxia. Estes mecanismos ja
foram devidamente discutidos em detalhes previamente neste estudo. Para os
grupos OVXs deve ser considerada ainda os efeitos cardiovasculares centrais

decorrentes da deficiéncia de estrogénio, o que sera discutido a seguir.

Sobre a pressao arterial, observamos que apenas os grupos submetidos a
ooforectomia apresentaram significativas atenuacdes nos valores basais de PAM,
PAS, PAD e PP. O fato do grupo OVX ter apresentado reducdo nos valores de
pressao arterial em nosso estudo néo é conhecido. Estudos disponiveis na literatura
mostram que a ooforectomia promove, ao contrario, elevacdo da PA. Estudos

adicionais sdo necessarios para esclarecermos esta discrepancia.

Um fato que nos chamou a atencao foram os valores de PA observados no
grupo OVX+MCT. Este grupo mostrou-se diferente dos demais desde as
mensuragbes do peso corporal, onde da 3% para a 4% semana apresentou uma
reducao do peso corporal. Se considerarmos a ooforectomia, a inducao da HAP pela
MCT em fémeas, torna-se semelhante aos machos. Porém, em machos, o tempo
necessario para instalagdo da HAP & menor, isto é, 3 semanas, enquanto que em
fémeas (nao ooforectomizadas) sdo 4 semanas. Estudos realizados por Lee et al.
(1997) em ratos tratados com MCT mostraram que na 4® semana os animais
apresentaram sinais de insuficiéncia cardiaca direita. Estudos posteriores de Nihei et
al. (2005), por sua vez, mostraram que ratos tratados com MCT por 4 semanas
também apresentaram insuficiéncia cardiaca direita, cuja neurotransmissao vagal,
tanto pré- quanto pds-ganglionar, apresentam-se significativamente prejudicadas.

Desta forma, estes estudos nos sugerem que o grupo OVX+MCT poderia também
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estar apresentando um quadro de insuficiéncia cardiaca. Os estudos de Wang et al.
(2003), os quais caracterizaram a hipertrofia e insuficiéncia cardiaca em ratos,
corroboram as alteracoes de PA encontradas em nosso estudo. Contudo, também
entendemos que este grupo pode se tornar um modelo experimental de insuficiéncia
cardiaca direita decorrente de uma complicacdo da HAP, cujos mecanismos

permanecem por serem estudados.

6.0 - Avaliacao do Barorreflexo em ratas submetidas a HAP e

ooforectomia

O estudo da fungao barorreflexa tem despertado o interesse dos
pesquisadores por varias décadas e a correlacao entre a disfuncao barorreflexa e
doencas cardiovasculares € um dos aspectos mais estudados. Sabe-se que a
reducao na sensibilidade dos barorreceptores € um fator de risco independente para
a morte subita que se segue ao infarto agudo do miocardio (Fei et al., 1994).
Também estd muito bem estabelecido que tanto animais como pacientes portadores
de hipertensao arterial sistémica apresentam atenuacao importante na sensibilidade
do reflexo barorreceptor, e esta diminuicdo poderia contribuir para um aumento de
lesbes em érgaos-alvos e reagdes adversas (McCubbin et al., 1956, apud Haibara e

Santos, 2001; Eckberg et al., 1979; Grassi e Mancia, 1994).

Varios estudos na literatura tém demonstrado um prejuizo do funcionamento
barorreflexo em animais portadores de hipertrofia cardiaca esquerda (Creager e
Creager, 1994; Malpas et al., 1997; Mortara et al., 1997; Vasquez et al., 1997). A
hipertrofia miocardica esquerda e a fungdo barorreflexa foram estudadas

anteriormente por Meyrelles et al. (1998) e demonstrou-se que ratos submetidos ao
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tratamento crénico com isoproterenol, apresentaram hipertrofia miocardica esquerda
sem alteracdo de PAM e FC, porém, com diminuicao do ganho barorreflexo. A
despeito deste e de outros trabalhos, pouca énfase tem sido dada a funcéao

barorreflexa em animais com hipertrofia ventricular direita.

No presente estudo, observamos uma alteracdo da sensibilidade barorreflexa
nos animais submetidos a MCT isoladamente (grupo MCT), bem como o0s animais
submetidos a ooforectomia associada a MCT (grupo OVX+MCT). Isto poderia
significar um fator de risco para as doencas cardiacas que envolvam aspectos
relacionados a insuficiéncia cardiaca direita, assim como na prépria HAP. Estudos
anteriores em nosso laboratorio realizados em ratos com HAP induzida por MCT (3
semanas) mostraram uma significativa atenuagéo do ganho barorreflexo (Paganotti,
2006). Alguns questionamentos a respeito da génese desta disfungdo barorreflexa

na HAP permanecem por serem esclarecidos, particularmente em fémeas.

Em estudos anteriores, a funcado barorreflexa foi avaliada em fémeas
ooforectomizadas (Saleh e Connel, 2000; 2003; Saleh et al., 2000A e B; 2001).
Estes estudos mostraram que a ooforectomia prejudica significativamente a funcao
barorreflexa, enquanto que a reposicado hormonal de estrogénio restaura ou até
mesmo facilita a agao deste reflexo. Além disso, estudos mais recentes realizados
em camundongos knockout para RE-a e ooforectomizados mostraram que a
reposicado de estrogénio nado facilitou a bradicardia barorreflexa induzida pela
fenilefrina sugerindo que a acao facilitadora do estrogénio sobre a funcdo deste

reflexo depende deste subtipo de receptor estrogénico (Pamidimukkala et al., 2005).
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Alguma hipotese para explicarmos as atenuag¢des do ganho barorreflexo observadas
no presente estudo nos animais tratados com MCT seria a interagado entre reflexos

cardiovasculares (baro- e quimiorreflexo) e a deficiéncia de estrogénio.

Em relacdo a primeira hipotese, fibras aferentes dos quimiorreceptores
periféricos e dos barorreceptores arteriais terminam no NTS, que constitui uma
importante area bulbar integradora das informacbes sensoriais aferentes dos
reflexos cardiovasculares. Tem sido sugerido que as aferéncias quimiorreceptoras
poderiam alterar a fungao barorreflexa, ao nivel central, assim como aferéncias
barorreceptoras poderiam alterar a funcdo quimiorreflexa (Henry et al., 1998). A
ativagcdo do quimiorreflexo promove, além de respostas cardiovasculares e
respiratérias, uma importante resposta comportamental (Franchini et al., 1999). Esta
resposta é devido a ativacdo de um sistema hipotalamico de defesa, o qual tem sido
atribuida uma significativa relevancia deste sistema sobre o controle respiratério e
circulatério (para revisdo ver Hilton, 1982). O grupo de reagdes comportamentais
(reagdes de defesa) leva a inibicdo do barorreflexo. Em experimentos no qual a area
hipotalamica de defesa foi estimulada eletricamente, uma inibi¢do da bradicardia e
vasodilatacao periférica evocada pela estimulacdo dos barorreceptores foi
observada (Coote et al., 1979). Em outras palavras, o padrdo de resposta de defesa
predomina, e o barorreflexo é suprimido. Essa supressédo é explicada, pelo menos
em parte, por uma via do hipotalamo para o NTS, cujas sinapses ocorreriam prdéximo

ao sitio onde as fibras aferentes barorreceptoras chegam no NTS (Spyer, 1994).

Os achados da ativagdo dos quimiorreceptores suprimindo o componente de
FC do barorreflexo também foi estudado por Marshall (1981) em gatos, onde a
supressao foi observada somente quando o componente cardiovascular da reacao

de defesa estava completamente expressado. Este achado foi suportado
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posteriormente por Murata et al. (1999) em um estudo em ratos submetidos a
hipoxia, com subsequente inibicdo da resposta bradicardica barorreflexa. Assim,
podemos sugerir que a atenuagdo do barorreflexo encontrado em nosso estudo,
poderia ser devido a ativacdo do quimiorreflexo, e da consequente ativacdo das

areas de defesa hipotalamicas, pela hipdxia cronica.

Por outro lado, o grupo MCT submetido a ooforectomia apresentou uma
atenuacao barorreflexa mais acentuada que o grupo MCT intacto. Se levarmos em
conta os efeitos cardiovasculares centrais causados pela ooforectomia, esta
atenuacao barorreflexa poderia ser explicada pela inibicdo da atividade cardio-vagal,
associada a ativacado do quimiorreflexo pela hipoxia, como acima descrito. Deve ser
considerado que se este grupo de animais (OVX+MCT) de fato apresentar uma
insuficiéncia cardiaca, um prejuizo da atividade vagal, tanto pré- quanto poés-
ganglionar, estaria associada, conforme descrito por Nihei et al. (2005). Isto

agravaria ainda mais a disfuncao barorreflexa.

Por fim, a importancia dos hormdbnios sexuais femininos isoladamente na
regulacao da bradicardia barorreflexa poderia ser observada no grupo OVX, onde
apenas o procedimento de ooforectomia foi realizado, isto é, sem HAP induzida pela
MCT. Neste grupo, apesar de nao observarmos uma diferenga estatistica, o ganho
barorreflexo sofreu uma certa redugdo se comparado aos animais intactos (grupo
CON), sugerindo que os hormbnios sexuais femininos podem apresentar um
importante papel na regulacao reflexa da PA, como descrito por Pamidimukkala et

al. (2005)
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7.0 - Avaliacao do reflexo Bezold-Jarisch (RBJ) em ratas submetidas a
HAP e ooforectomia

A participacédo dos receptores cardiopulmonares na regulacao cardiovascular
tem sido estudada ao longo de todo o século passado. A inervacao aferente do
coracao é composta por fibras mielinizadas e nao-mielinizadas (Agostini et al., 1957
apud Hainsworth, 1991), as quais caminham junto aos nervos vago e simpatico. As
fibras aferentes vagais nao-mielinizadas foram identificadas nos atrios por Coleridge
et al. (1973), as quais podem ser estimuladas tanto quimica, quanto mecanicamente.
Quimicamente, estas fibras podem ser estimuladas através da veratridina,
capsaicina e fenilbiguanida, mas respondem também com elevacdes da pressao
atrial. A inervacao aferente dos ventriculos cardiacos, por sua vez, & principalmente,
mas nao totalmente, composta por fibras nervosas nao-mielinizadas (Coleridge et
al., 1964 apud Hainsworth, 1991; Thorén, 1980; Paintal, 1995).

Estudos prévios tém mostrado que os receptores ventriculares também
podem ser excitados tanto quimicamente, como mecanicamente. As areas
ventriculares mecano-sensoriais tem sido localizadas nas camadas mais profundas
do ventriculo, muito embora alguns estudos tenham demonstrado que elas estédo
concentradas na superficie da camada epicardial ou endocardial (Coleridge et al.,
1964, apud Hainsworth, 1991). Varias substancias tém sido utilizadas para estimular
quimicamente o0s receptores ventriculares. Substancias como a fenilbiguanida,
capsaicina, prostaglandina e bradicinina estimulam apenas fibras ndo-mielinizadas
(Baker et al, 1979; Kaufman et al., 1980). Em ratos, a estimulagcdo quimica com
serotonina e fenilbiguanida promove respostas hipotensoras e bradicardicas através
da estimulacdo dos receptores 5-HT3 (denominado reflexo Bezold-Jarisch), os quais

estariam principalmente localizados no atrio e ventriculo esquerdo (65%) (Donald e
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Shepherd, 1978; Ustinova e Schultz, 1994; Chianca e Machado, 1994; Vasquez,
1997). O estudo do papel funcional dos reflexos cardiopulmonares, tal como o
reflexo Bezold-Jarisch em humanos e em animais, tem sido intensificado nas ultimas
décadas devido a sua importancia nos mecanismos de regulacao cardiovascular,
juntamente com o Barorreflexo (Vasquez et al., 1997; Zanchetti e Mancia, 1991). A
sua participacao no controle da funcao circulatéria tem sido observada tanto clinica,
quanto experimentalmente. Em seres humanos, foi demonstrado que este reflexo
esta exacerbado em pacientes portadores de hipertensao arterial limitrofe (Zanchetti

e Mancia, 1991; Mark e Kerber, 1982).

Por outro lado, a aplicacdo de capsaicina e bradicinina sobre a superficie
epicardica de gatos, promoveu aumentos significativos da descarga do nervo
frénico, bradicardia e queda da PA, cujas respostas cardiovasculares foram similares
aquelas observadas pela ativacdo do RBJ (Waldrop e Mullins, 1987). Poderiamos
sugerir que a avaliacdo deste reflexo em ratos submetidos a hipertrofia ventricular
direita constitui um outro método para se avaliar o papel funcional destes receptores

no controle cardiovascular.

Os estudos que envolvem modelos de hipertrofia miocardica esquerda
mostram prejuizo do RBJ a estimulagdo com serotonina e fenilbiguanida (Ferrari et
al., 1984; Zanchetti e Mancia, 1991; Meyrelles et al., 1997). Estes achados estdo em
acordo com outros estudos de Meyrelles et al. (1994), os quais mostraram que este
reflexo esta atenuado em ratos com hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol.
Entretanto, ndo ha estudos na literatura que tenham avaliado este reflexo em
modelos de hipertrofia ventricular direita, tal como é observado em ratas tratadas

com MCT.
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A avaliacdo do RBJ em ratas com hipertrofia ventricular direita induzida por
MCT do presente estudo mostrou que a resposta hipotensora, mas nao a
bradicardica, induzida pela fenilbiguanida apresentou-se atenuada no grupo MCT,
enquanto que no grupo OVX+MCT a resposta hipotensora, e principalmente a
bradicardica, foram atenuadas. Uma hipbtese para explicar estes achados, assim
como descrito em relacdo ao barorreflexo, seria a auséncia dos efeitos dos
hormbnios sexuais femininos na facilitacdo e/ou modulagdo da atividade cardio-
vagal, isto é, na auséncia destes horménios esta atividade encontra-se prejudicada.
Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar o seu papel, uma vez

gue nao existe na literatura estudos disponiveis sobre estrogénio e o RBJ.
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CONCLUSAO

Peso Corporal e Ooforectomia

e Os animais do grupo OVX apresentaram os valores de pesos corporais
significativamente maiores ao final da 42 semana de tratamento quando comparado
aos animais dos grupos CON e OVX+MCT.

e Os animais do grupo OVX+MCT apresentou uma redug¢édo do peso corporal a partir
da 32 semana da inje¢éo de MCT.

e Os pesos do utero dos grupos OVXs apresentaram os valores significativamente
menores quando comparado aos animais dos grupos nao ooforectomizados (CON e

MCT).

Avaliacao Cardiovascular

e Os animais dos grupos MCTs apresentaram os valores significativamente mais
elevados dos pesos (imidos e secos do VD, assim como do indice Pulmonar, quando
comparados aos seus respectivos grupos controles.

e Os animais dos grupos MCTs apresentaram os valores significativamente mais
elevados de PSmax, PDI, PDF, dP/dT (+) e dP/dT (-) referentes ao VD quando
comparados aos seus respectivos grupos controles.

e Os valores de PSmax do VD do grupo OVX+MCT apresentaram-se
significativamente maiores quando comparados ao grupo MCT. O grupo OVX
também apresentou os valores de PSmax mais elevados quando comparado ao
grupo CON.

e O grupo OVX apresentou os valores significativamente maiores de PSmax do VE em

relagao ao grupo CON.
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Os grupos MCTs apresentaram os valores significativamente mais elevados de FC
quando comparado aos seus respectivos grupos controles.

O grupo OVX+MCT apresentou os valores de PAM, PAS e PAP significativamente
menores quando comparado aos grupos OVX e MCT.

O grupo OVX apresentou os valores de PAM, PAS e PAD significativamente

menores quando comparados ao grupo CON.

Avaliacao Morfométrica

Os animais dos grupos MCTs apresentaram um aumento significativo da espessura
da camada média, reducao do limen e aumento da relagéo parede/limen dos ramos
distais da artéria pulmonar quando comparados aos seus respectivos grupos
controles.

Os animais dos grupos MCTs apresentaram um aumento significativo do nimero de
vasos arteriais muscularizados quando comparados a seus respectivos grupos
controles.

Os animais dos grupos MCTs, apresentaram os aspectos morfométricos (espessura
da camada média, reducao do lumen e aumento da relagao parede/limen dos ramos
distais da artéria pulmonar) semelhantes entre eles, isto é, a ooforectomia nao

agravou as alteragcdes morfométricas.
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Avaliacao Autonomica

Os animais dos grupos MCTs apresentaram um aumento significativo do ténus
cardiaco simpatico e redugao do ténus cardiaco parassimpatico quando comparado
aos seus respectivos grupos controles.

O grupo OVX+MCT apresentou um aumento significativo do tdnus cardiaco
simpatico e reducao do tonus cardiaco parassimpatico quando comparado ao grupo
MCT.

O grupo OVX apresentou um aumento significativo do tonus cardiaco simpatico e

reducao do ténus cardiaco parassimpatico quando comparado ao grupo CON.

Avaliacao Respiratdria

O registro respiratorio evidenciou que o grupo OVX+MCT apresentou os valores de
FR significativamente mais elevados quando comparado ao grupo OVX e os valores
de V¢ significativamente menores quando comparado a este mesmo grupo.

O grupo MCT apresentou os valores de Vmin e V, significativamente mais elevados
quando comparado o grupo CON, enquanto que o grupo OVX+MCT apresentou
estes mesmos parametros significativamente reduzidos quando comparado ao grupo

MCT.
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Avaliacao Gasomeétrica

A avaliacao gasométrica mostrou que os grupos MCTs apresentaram os valores de
PaO, e de % Sat Hb significativamente reduzidos quando comparado aos seus
respectivos grupos controles.

O grupo OVX+MCT apresentou os valores de % Sat Hb significativamente
menores quando comparado ao grupo MCT, assim como o grupo OVX apresentou
este mesmo parametro significativamente reduzido em relagéo ao grupo CON.

O grupo MCT apresentou o valor de PaCO, significativamente maior quando
comparado ao grupo CON, enquanto que o grupo OVX+MCT, apesar de nao
apresentar diferenga estatistica, mostrou uma tendéncia a um aumento da PaCO,

quando comparado ao grupo OVX.

Avaliacao Reflexa

A avaliacao do barorreflexo mostrou uma atenuacao significativa da sensibilidade
(ganho) e da amplitude nos animais dos grupos MCTs. Esta avaliacdo reflexa
mostrou ainda que os animais do grupo OVX+MCT apresentaram uma atenuacao
significativa do ganho barorreflexo quando comparado aos animais do grupo MCT.

A avaliacao do reflexo Bezold-Jarisch mostrou que a resposta hipotensora, mas néao
a bradicardica, apresentou-se atenuada no grupo MCT, enquanto que no grupo
OVX+MCT a resposta hipotensora, e principalmente a bradicardica, foram

atenuadas.
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Nossos resultados mostraram que o tratamento por 4 semanas com MCT desenvolve
um quadro de hipertenséo arterial pulmonar em ratas, promovendo significativas alteracoes
cardiovasculares, respiratorias e autondmicas, as quais sdo agravadas pela ooforectomia,
sugerindo que os horménios sexuais femininos possuem uma importante funcao protetora

neste modelo de HAP.

Em relagao as variaveis cardiovasculares, o aumento das pressoes da camara direita
corroboram a instalacdo de uma hipertrofia de ventriculo direito, e apesar da ooforectomia
nao ter agravado esta hipertrofia ventricular, os valores pressoéricos apresentaram-se mais
elevados com a ooforectomia concomitante a HAP. Nossos resultados mostraram ainda que
a ooforectomia por si s6 elevou os valores presséricos intraventriculares. Os mecanismos
cardiovasculares reflexos, que apresentaram-se alterados neste modelo, foram afetados de
forma diferente entre os grupos com HAP, isto é, os animais ooforectomizados
apresentaram uma maior diminuicdo do ganho barorreflexo e uma atenuagéo da resposta
hipotensora e bradicardica do reflexo Bezold-Jarisch. A disfungdo autonémica encontrada
nos animais com HAP, caracterizada por um aumento da atividade simpatica e atenuacao
da atividade parassimpatica, e que também foi agravada pela ooforectomia, possui um
importante contexto clinico, uma vez que tais achados contribuem como um fator de risco
aumentado para o infarto do miocardio e a morte subita. O quadro de hipoxemia observado
nos animais com HAP foi acompanhado de alteragbes ventilatérias, como aumento da
ventilacdo alveolar, nos animais intactos, e redugdo da ventilagdo alveolar nos animais
ooforectomizados, sugerindo que 0s mecanismos compensatorios para atenuar o quadro de

hipoxemia encontram-se prejudicados pela deficiéncia dos hormonios sexuais femininos.

Por fim, deve ser ressaltado ainda, que os fatores alterados aqui observados,
resguardam uma grande similaridade com a clinica da HAP, o que confere a este modelo

uma ferramenta Util para o desenvolvimento de novas opgoes terapéuticas.
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Os valores absolutos dos pesos umido e seco do VD e VE.
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(ﬁgg) (r':"gg) % MCT/CON (r?l’é) % OVX/CON oz’rﬁ:"'zc)” % OVX-MCT/OVX % OVX-MCT/MCT
PESO CORPORAL (g) 224+4 229+ 8 2,2 302 +7 34,8 247 +7 -18,2 7,9
VD Peso Umido (mg) 112%5 217 +12** 93,8 127 5 13,4 217 +19** 70,9 0,0
VD Peso Seco (mg) 30 +1 54 + 3** 80,0 34 + 1 13,3 55 +4** 61,8 1,9
VE Peso Umido (mg) 471 +17 574 + 20** 21,9 586 + 12# 24.4 579 + 29 1,2 0,9
VE Peso Seco (mg) 127 + 4 151 + 6** 18,9 155 + 3* 22,0 142 + 7% -8,4 -6,0
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indice Pulmonar de ratas Wistar ndo ooforectomizadas dos grupos controle (CON) e
monocrotalina (MCT). As ratas foram tratadas com MCT por 3 semanas.
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Tabela 1: Classificacao da Hipertensao Pulmonar (Dana Point, 2008)
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1. Hipertensao arterial pulmonar (HAP)

1.1. Idiopatica

1.2. Hereditaria

1.2.1. BMPR2

1.2.2. ALK1

1.3. Induzida por drogas ou toxinas

1.4. Associada com

1.4.1 Doencas do tecido conectivo

1.4.2. HIV

1.4.3. Hipertenséo portal

1.4.4. Doengas cardicas congénitas

1.4.5. Schistossomose

1.4.6. Anemia hemolitica cronica

1.5. Hipertensao pulmonar persistente do recém-nascido

1. Doenga veno-oclusiva pulmonar (DVOP)

2. Hipertensao pulmonar devido a doenca do coracao esquerdo
2.1. Disfuncgéo sistélica

2.2. Disfungao diastélica

2.3. Doenca valvular

3. Hipertensao pulmonar devido a doengas pulmonares e/ou hipoxia
3.1. DPOC

3.2. Doenga pulmonar intersticial

3.3. Outras doencas pulmonares combinando obstrutivas com restritivas
3.4. Sindrome da apnéia do sono

3.5. Hipoventilagao alveolar

3.6. Exposicdo cronica a altas altitudes

3.7. Desenvolvimento de anormalidades

4. Hipertensao pulmonar tromboembdlica crénica

5. Hipertensao pulmonar com mecanismos multifatoriais desconhecidos

5.1. Desordens hematolégicas
5.2. Desordens sistémicas
5.3. Desordens metabdlicas

5.4. Qutros: obstrucao tumoral, mediastinite fibrosante




ANEXO Il

Tabela 2 — Principais caracteristicas histoldgicas da hipertenséo pulmonar
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Grupo 1: HAP

1.1.-1.4. Arteriopatia plexogénica pulmonar
Fase inicial:

e Hipertrofia da média
e Proliferagao celular da intima de artérias pulmonares
e Aparecimento de musculo liso em artérias que normalmente nao possuem

Fase tardia:

Fibrose laminar concéntrica da intima
Diminuicado do volume vascular luminal
Lesbes plexiformes

Recanalizacao de artérias

Necrose fibrindide

Arterites

Grupo 1’: DVOP

Congestéo do parénquima pulmonar

Hemossiderose associada com areas de congestao

Incrustacéo de elastina com sais de ferro e calcio em areas de congestao
Duplicagao da lamina elastica

Grupo 2: Hipertensao pulmonar com doenca cardiaca esquerda

Arterializacdo de grandes e médias veias pulmonares
Edema intersticial e fibrose

Hemossiderose

Hipertrofia da média

Grupo 3: Hipertensao pulmonar associada a doencas pulmonares e/ou hipoxia

3.1 e 3.3.-3.5: Vasculopatia pulmonar hipdxica

Muscularizacao de arteriolas

Hipertrofia da média de artérias pulmonares

Células musculares lisas da intima orientadas logitudinalmente
Leve hipertrofia da média de veias

3.2. Vasculopatia pulmonar associada com doenc¢a pulmonar intersticial

e Caracteristicas de vasculopatia pulmonar hipoxica
e Fibrose excéntrica da intima de artérias e em menor extensao de veias

Fibrose obliterativa de pequenas veias e vénulas, associado com areas de congestao
Anormalidades contra um fundo de tecido pulmonar normal ou quase normal
Proeminéncia de capilares, associado com aumento do numero de capilares, em alguns
casos, dificultando a distingdo de hemangiomatose capilar pulmonar (grupo 1.4.2)

Grupo 4: Hipertensao pulmonar devido a doen¢a tromboembdlica créonica ou doenca embdlica

e Obstrucao troboembdlica de artérias pulmonares distais
e Embolismo pulmonar

Grupo 5: Hipertensao pulmonar por mecanismos multifatoriais

e Alguns mostram caracteristicas de vasculopatia congestiva, alguns de caracteristicas de
vasculopatia pés-tromboembolismo, alguns com caracteristicas combinadas.
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Tabela 3 — Classificacao Funcional da Hipertensao pulmonar

Classificacao Descricao

Classificagao | Hipertensao arterial pulmonar sem limitagdo
da atividade fisica. A atividade fisica néo
provoca dispnéia ou fadiga, dor toracica, ou
sincope.

Classificacao Il Hipertensdo arterial pulmonar resultando em
leve limitag&o da atividade fisica. O paciente
fica confortavel no repouso, mas a atividade
fisica provoca dispnéia ou fadiga, dor toracica,
ou sincope.

Hipertensdo arterial pulmonar provoca grande

Classificagao Ill limitagdo da atividade fisica. O paciente fica
confortdvel no repouso, mas pequenos
esforgos provocam dispnéia ou fadiga, dor
toracica, ou sincope.

Hipertensdo arterial pulmonar  provoca

o inabilidade de realizar qualquer atividade fisica
Classificagéo IV sem sintomas. O paciente apresenta sinais de
faléncia cardiaca. Dispnéia, fadiga ou ambos

podem estar presentes mesmo no repouso, e

0 desconforto aumenta com a atividade fisica.
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ANEXO IV

Tabela 4 - Fatores de risco para desenvolvimento da hipertensado pulmonar

Drogas e toxinas
Confirmado
Aminorex
Fenfluramina
Dexfenfluramina
Oleo de colza
Bastante Provéavel
Anfetaminas
L-triptofano
Possiveis
Meta-anfetaminas
Cocaina
Agentes quimioterapicos
Desconhecido
Antidepressivos
Contraceptivos orais
Fumaca de cigarro
Condi¢coes demograficas
Confirmado
Sexo feminino
Possiveis
Gestacao
Hipertenséao sistémica
Esplenectomia
Desconhecido
Obesidade
Doencas
Confirmado
Infecgéo por HIV
Bastante Provavel
Hipertenséao portal
Doencas do tecido conjuntivo (colagenoses)
Sindrome de Eisenmenger
Possiveis

Doencas da tirebide




