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1 INTRODUCAO

1.1 HIPERTENSAO PULMONAR

A hipertensdo pulmonar (HP) é uma doenca crbnica, de rapida evolucdo e mau
prognostico (Hoeper e Granton, 2011), caracterizada por uma pressdo média da artéria
pulmonar (MPAP) > 25 mmHg durante cateterismo cardiaco em repouso (Hoeper et al.,
2013). Trata-se de uma doenca que pode ocorrer de forma isolada ou associada a outras
condigdes, como a doencas do coracdo esquerdo e as doencas pulmonares obstrutivas cronicas
(Moreira et al., 2014).

A classificacdo mais atual da HP, apresentada em 2013, no V Simposio Mundial de
Hipertensdo Pulmonar, a divide em cinco grupos (Tabela 1) que compartilham semelhancas

nos mecanismos fisioldgicos e abordagens terapéuticas (Simonneau et al., 2013).



Tabela 1. Classificacdo da hipertensdo pulmonar, apresentada no V Simpdésio Mundial de Hipertensdo Pulmonar,
em Nice, na Franca. Retirado e adaptado de Simonneau et al., 2013.

Classificacéo atualizada da Hipertensdo Pulmonar

1. Hipertensao arterial pulmonar (HAP)
1.1. HAP idiopatica
1.2. HAP hereditaria
1.2.1. BMPR2
1.2.2. ALK-1, ENG, SMAD9, CAV1, KCNK3
1.3. HAP induzida por drogas e toxinas
1.4. HAP associada com:
1.4.1. Doencas do tecido conjuntivo
1.4.2. Infeccdo por HIV
1.4.3. Hipertensao portal
1.4.4. Doenca cardiaca congénita
1.4.5. Esquistossomose
1'. Doenga pulmonar veno-oclusiva e hemangiomatose capilar pulmonar
1". Hipertensdo pulmonar persistente do recém-nascido
2. Hipertensdo pulmonar causada por doencas do coracao esquerdo
2.1. Disfuncdo sistdlica
2.2. Disfuncédo diastolica
2.3. Doenga valvar
2.4. Outras doengas congénitas que levam a disfuncdo cardiaca primaria
3. Hipertensédo pulmonar causada por doenca pulmonar e/ou hipoxia
3.1. Doenga pulmonar obstrutiva cronica
3.2. Doenga intersticial pulmonar
3.3. Outras doencas de padrdo misto (restritivo e obstrutivo)
3.4. Desordens respiratorias do sono
3.5. Doengas que cursam com hipoventilagdo alveolar
3.6. Exposicdo crbnica a grandes altitudes
3.7. Doengas do desenvolvimento pulmonar
4. Hipertensdo pulmonar tromboembdlica cronica
5. Hipertensdo pulmonar com mecanismos multifatoriais ou ndo esclarecidos
5.1. Alteracdes hematologicas: anemias, cronicas hemoliticas, doencas
mieloproliferativas, esplenectomia
5.2. Doengas sistémicas: sarcoidose, histiocitose pulmonar, linfangioleiomiomatose
5.3. Disturbios metabdlicos: tireoidopatias, doengas de deposito
5.4. Outros: embolizacdo tumoral, mediastinite fibrosante, insuficiéncia renal cronica e
hipertenséo pulmonar segmentar

BMPR2 = receptor do tipo 2 da proteina morfogénica 6ssea; ALK-1 = receptor-like de activina cinase-1; ENG =
endoglina; SMAD9; CAV1 = caveolina-1;HIV = virus da imunodeficiéncia humana.
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1.2 HIPERTENSAOARTERIAL PULMONAR
1.2.1 Definicao

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP), uma das classificacdes da HP, apresenta-se
como uma doenca de remodelamento vascular que gera aumento da resisténcia vascular
pulmonar (RVP) (Malenfant et al., 2013). A etiologia precisa permanece desconhecida,
todavia o dano inicial a vasculatura pulmonar, que ocorre de forma idiopatica ou associado a
doencas ou exposi¢des a drogas, € um dos gatilhos iniciais as alteracdes encontradas (Chin e
Rubin, 2008).A HAP pode ser sub-classificada em: HAP idiopéatica, HAP hereditaria, HAP
induzida por drogas e toxinas e HAP associada a doengas. Devido aos sintomas iniciais serem
inespecificos, o diagndstico da HAP comumente é realizado j& em fases avancadas. A
apresentacdo clinica desta doenca se da principalmente por dispneia, fadiga, fraqueza,
intoleréncia ao esforgo, angina, pré-sincope, sincope e edema de extremidades (Chin e Rubin,
2008; Crosswhite e Sun, 2010). Assim, o diagnostico geralmente é estabelecido quando ja
existe comprometimento do ventriculo direito (VD), levando a insuficiéncia cardiaca direita e
morte prematura (Malenfant et al., 2013). Os efeitos patoldgicos gerados no VD, resultante de
doengas que acometam a estrutura ou funcdo pulmonar, caracterizam o quadro denominado
cor pulmonale (Shujaat et al., 2007).

A ecocardiografia é usualmente o primeiro exame que indica possibilidade de HAP, e
0 uso associado a técnicas de Doppler podem auxiliar nessa suspeita. Além disso, o
eletrocardiograma também pode ser util na suspeita de HAP ao indicar desvio de eixo ou
hipertrofia de VD. Contudo, o diagnostico preciso e a determinacdo da severidade da doenca
sO sdo alcangados apds o exame invasivo de cateterismo cardiaco direito (Chin e Rubin,
2008).

1.2.2 Epidemiologia

A HAP é uma doenca rara e estima-se que sua incidéncia mundial ocorra em torno de
10 a 52 casos por milh&o de habitantes (Peacock et al., 2007; Kiely et al., 2013), com maior
incidéncia na sexta década de vida,sendo a predominancia do sexo feminino bastante variavel
(Hoeper e Gibbs, 2014). Uma revisdo mais recente (Hoeper et al., 2016) estima que 100 mil
adultos sejam afetados pela HAP, numeros que ndo incluem aquelas associadas a
esquistossomose e a infeccdo por HIV, importantes em certas regies do mundo, como no
Brasil e no continente africano (Graham et al., 2010). Em territdrio nacional, a HAP associada

a esquistossomose € uma das formas mais prevalentes da doenca, juntamente com a idiopatica
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(Lapa et al., 2009). O mesmo estudo demonstrou que 8% dos pacientes com esquistossomose
apresentaram HAP, caracterizando a infeccdo por S. mansoni um importante fator de
desenvolvimento da doenca, possivelmente devido ao estimulo inflamatorio causado pelo
parasita (Graham et al., 2010).

Em estudos, a alteragdo hemodindmica cardiaca direita, o sexo masculino, a RVP alta
e a limitacdo de exercicio foram descritos como fatores intimamente ligados ao aumento da
mortalidade em pacientes com HAP (Benza et al., 2010; Humbert et al., 2010). O estado
funcional do coracdo é um importante fator prognostico da doenca, sendo mais relevante que
0s niveis de pressdo arterial pulmonar (Tuder et al., 2013).Em geral, a sobrevivéncia média
dos pacientes é de aproximadamente 10 anos com o tratamento, em comparagdo a uma

sobrevida de 2,8 anos quando néo tratados (Mcgoon et al., 2013; Ogawa et al., 2014).

1.2.3 Fisiopatologia

Devido aos mecanismos que envolvem vasoconstricdo e remodelamento de pequenas
artérias e arteriolas pulmonares, com subsequente aumento do ténus vascular e RVP, a HAP é
descrita como uma irregularidade circulatoria (McLaughlin et al., 2015). Seu mecanismo
patogénico ndo e conhecido pelo fato da doenca ser multifatorial (Simonneau et al., 2013).
Acredita-se, porem, que uma inflamacdo inicial na vasculatura pulmonar leve ao desbalango
entre as moléculas vasoconstritoras — como a endotelina-1 — e as vasodilatadoras — como 0
oxido nitrico (NO). Esse desbalanco promove aumento da espessura da tdnica
média,remodelamento da tunica adventicia e formacdo da neointima (Figura 1).0
envolvimento de células inflamatdrias, macréfagos e linfocitos, também ja foi descrito como
caracteristico da HAP, principalmente na forma idiopatica (Cool et al., 1999; Humbert et al.,
2004). O infiltrado inflamat6rio é encontrado na regido perivascular e junto ao tecido

conjuntivo dos vasos (Tuder e Voelkel, 1998).
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Figura 1. Esquema representando os fatores que influenciam no remodelamento vascular na hipertenséo
arterial pulmonar. Retirado e adaptado de (Montani et al., 2014)
Em decorréncia da vasoconstrigdo e do aumento da RVP, ha aumento da po6s-carga do

VD. Para que ocorra a reducdo do estresse de parede e manutencdo da funcdo sistolica,

segundo a Lei de Laplace (Figura 2), por via compensatoria, o VD sofre hipertrofia (Bogaard
et al., 2009).

NORMAL HAP

Lei de Laplace: o = P I)'(\ f

Onde:
O = estresse de parede
P = pressdo intraluminal
r =raiointerno da camara
h = espessura da parede da camara

Figura 2. Estrutura do ventriculo direito em situagdo normal, & esquerda, e na HAP, a direita. VD = ventriculo
direito; VE = ventriculo esquerdo; HAP = hipertenséo arterial pulmonar. Retirado e adaptado de Bogaard et al.,
2009.
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A cémara ndo é capaz, contudo, de sustentar essa sobrecarga de pressdo a longo prazo.
Visto isso, ha diminuicdo da forca de contracdo por modificag¢Oes estruturais e funcionais nos
cardiomidcitos, e o VD dilata (Gerges et al., 2015). Uma vez que o VD tem sua fracdo de
ejecdo diminuida por ndo conseguir vencer a pressdo pulmonar aumentada, ocorre uma
hipertrofia mal-adaptativa que leva, através de diversos mecanismos, a insuficiéncia cardiaca
direita. Os mecanismos que levam da hipertrofia ventricular direita a dilatacdo da cAmara nédo
estdo bem descritos, todavia, acredita-se que a ativacdo neuro-hormonal, o estresse oxidativo
e a apoptose estejam envolvidos (Bogaard et al., 2009). Visto isso, 0 entendimento do
envolvimento de moléculas vasoativas se torna importante uma vez que a vasculatura

pulmonar est4 intimamente associada ao desenvolvimento da doenca.
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1.3 MOLECULAS VASOATIVAS

Agentes vasoativos sdo importantes para o controle e regulacdo do ténus, da
reatividade e da estrutura vascular. Entre essas moléculas estdo a endotelina (ET) e o 0xido
nitrico (NO) (Callera et al., 2007; Baliga et al., 2013), cujas a¢des na disfuncdo endotelial,
remodelamento e inflamacdo vascular ja foram descritos estarem envolvidos na patogénese de

diversas doengas, incluindo a HAP (Callera et al., 2007).

1.3.1 Endotelina

As endotelinas constituem uma familia de peptideos que se apresentam em
3isoformas: endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3). A ET-1, com 21
aminoacidos, é a isoforma predominante em mamiferos e difere de ET-2 e ET-3 por 2 e 6
aminoacidos, respectivamente (Shao et al., 2011; Miyagawa e Emoto, 2014). As endotelinas
sdo secretadas como pré-pro-endotelina, e sua conversdo em ET é feita por enzimas
conversoras de endotelina, localizadas na membrana plasmatica de células endoteliais e de
musculo liso pulmonares (Shivakumar e Kartha, 1992). Entre as células que secretam ET
estdo células epiteliais, macrofagos, fibroblastos, cardiomidcitos, neurénios e células
endoteliais, com destaque para as Ultimas. No tecido pulmonar, a producdo pelas células
endoteliais ocorre devido a um estimulo em resposta ao aumento de pressdo vascular, ou
estresse de cisalhamento (Callera et al., 2007). A sintese é estimulada por noradrenalina (NA),
insulina e hipoxia e inibida por NO, peptideo natriurético atrial e prostaciclinas (Kedzierski e
Yanagisawa, 2001).

A ET-1 apresenta como funcéo principal a vasoconstricdo na circulagdo sistémica e
pulmonar, uma vez que é reconhecida como um dos principais moduladores da homeostase
vascular. Um estudo, em ratos que receberam injecdo de ET-1 radioativa, foi observada
distribuicdo majoritaria do peptideo no tecido pulmonar (Fukuroda et al., 1994). Além disso,
a ET-1 estimula a producdo de fatores de crescimento (Pedram et al., 1997) e apresenta
atividade mitogénica em celulas de musculo liso vascular (Zamora et al., 1993).

Os receptores A (ET-A) e B (ET-B) da endotelina sdo do tipo associados a proteina G
e distinguem entre si quanto as suas localizacbes e aos segundos mensageiros ativados
(Miyagawa e Emoto, 2014). O ET-A é encontrado nas células do musculo liso vascular e é
seletivo para ET-1 e ET-2. Por outro lado, o ET-B é encontrado tanto em células do musculo
liso vascular quanto em células endoteliais e liga todas isoformas de ET (Galié et al., 2004).

Quando as ET ligam nos receptores do endotélio, a resposta é a producdo de NO e
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prostaciclina, e quando ligam nos receptores de células do musculo liso medeiam
vasoconstricdo e proliferacdo celular, além de estimular inflamacdo local (Zamora et al.,
1993; Baliga et al., 2013). Sun e colaboradores (2014) demonstraram que, ap6s a ligacao de
ET-1 em ET-A, ha inducdo de fosforilagdo da dxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e
consequente translocacdo dessa enzima da membrana plasmética para a mitocéndria,
diminuindo a biodisponibilidade de NO. Apesar dessa a¢do dubia na vasculatura, a acdo
predominante da ET-1 é a vasoconstritora.

A meia-vida da ET-1 plasmatica é curta — menos de um minuto —, e sua acédo
fisiologica é dita autdcrina ou paracrina. A regulacdo dos niveis de ET-1 é feita,
principalmente, pela circulagdo pulmonar (mais de 50%) (Callera et al., 2007; Baliga et al.,
2013; Miyagawa e Emoto, 2014). Ratos que foram administrados com um antagonista
seletivo de ET-B apresentam diminuicdo de 95% na ligacdo de ET-1 no tecido pulmonar,
indicando a importancia desse receptor no clearance da endotelina (Fukuroda et al., 1994).

Devido & sua agdo vasoconstritora, a ET-1 tem sido estudada em doencas
cardiovasculares (Kedzierski e Yanagisawa, 2001). Os niveis plasmaticos de ET-1 em
individuos saudaveis ndo sdo detectados devido a baixa quantidade e ao clearance pulmonar.
Todavia, em pacientes hipertensos, inclusive com HAP, esses niveis estdo elevados, sendo até
correlacionados a severidade da doenca (Baliga et al., 2013; Miyagawa e Emoto, 2014).
Ademais, niveis elevados de ET-A e reduzidos de ET-B sdo descritos na HAP, tanto em
modelos animais quanto em pacientes (Davie et al., 2002; Miyagawa et al., 2014).Além disso,
a medida da razdo dos receptores ET-A/ET-B aumentada é encontrada na HAP e esta
associada a proliferacdo da musculatura lisa e ao remodelamento vascular (Kuc et al., 2014).
Sendo assim, o efeito vasoconstritor da ET, juntamente com a diminui¢do do clearance pelo
ET-B, contribuem para o desenvolvimento e agravamento da HP (Kedzierski e Yanagisawa,
2001; Miyagawa e Emoto, 2014).

Estudos clinicos demonstraram correlacdo entre os niveis séricos de ET-1 com
aumento de RVP em pacientes com HAP (Callera et al., 2007). Animais knock-out para ET-1
demonstraram, em estudo de HAP, presséo arterial diminuida, indicando o importante papel
desse peptideo na manutencéo do ténus vascular (Miyagawa e Emoto, 2014).

Atualmente, hd alguns antagonistas de receptores de endotelina-1 disponiveis na
clinica para o tratamento da HAP. Apesar dos efeitos benéficos, como melhora na capacidade
em exercicio, frequéncia cardiaca (FC) e parametros ecocardiograficos, o uso desses

antagonistas demonstraram também toxicidade hepética e retencdo de liquidos em grande
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parte dos pacientes. Devido a isso e ao fato de que o aumento de ET-1 pode ser tanto causa
como consequéncia da doenca, novas abordagens medicamentosas sdo sugeridas para o

tratamento da hipertensao arterial pulmonar (Galié et al., 2016).

1.3.2 Oxido nitrico

O oxido nitrico (NO) é um gas soluvel, altamente lipofilico e considerado um radical
livre (Crosswhite e Sun, 2010). Sua sintese ocorre nas células do endotélio vascular, na
presenca de oxigénio molecular e a partir da oxidacdo de L-arginina (Stuehr, 1999). Essa
reacdo é catalisada pela familia de enzimas 6xido nitrico sintase (NOS), das quais trés
isoformas sdo conhecidas: NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) e NOS induzida
(iNOS). As duas primeiras sdo produzidas constitutivamente por células endoteliais e
neuronais, respectivamente, sendo estimuladas por aumento nos niveis de Ca*". A iNOS, por
outro lado, é produzida por macréfagos pulmonares em resposta a citocinas inflamatdrias e
ndo é regulada pelos niveis de Ca®*. Enquanto a iNOS e nNOS s&o solliveis e encontradas
principalmente no citosol, a eNOS, por sua vez, esta associada a membrana plasmatica
(Pacher et al., 2007; Crosswhite e Sun, 2010). Além de produzir NO sob condicdes basais, as
eNOS tém sua producdo incrementada pelo estresse de cisalhamento produzido pelo fluxo
sanguineo sob as células endoteliais vasculares (Cerqueira e Yoshida, 2002). Recentemente,
outras fontes enddgenas de NO tém sido descritas, como nitritos (NO") e nitratos (NO3),
indicando que esses podem ser precursores de NO em situagbes patolégicas em que a
atividade das NOS estdo prejudicadas (Lundberg et al., 2008).A sinalizacdo do NO é
autocrina e paracrina, uma vez que sua meia-vida e gradiente de difusdo sdo limitados por
reacOes de conversdo em nitrato, atraves de hemoglobina e mioglobina, e interagdo com
outros radicais, como o anion superoxido (Pacher et al., 2007; Lundberg et al., 2008).

O oxido nitrico liberado no lumen do vaso é um importante regulador da homeostase
vascular. Além de ser um potente vasodilatador (Lundberg et al., 2008), é um importante
inibidor da agregacdo e adesdo plaquetéria na parede vascular, atua igualmente na inibicdo de
leucdcitos no endotélio, além de inibir a proliferacdo das células da musculatura lisa vascular
e a resposta inflamatoria (Delbin et al., 2009; Crosswhite e Sun, 2010). Ao se ligar em
receptores no musculo liso, 0 NO estimula a producdo do segundo mensageiro guanosina
monofosfato ciclica (GMPc). Esse leva a defosforilagdo da cadeia leve da miosina. A
dissociacdo da ligacdo miosina-actina leva ao relaxamento muscular e a dilatagdo do

vaso(Crosswhite e Sun, 2010), tornando o NO, entdo, um dos responsaveis pela regulacdo da
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pressdo sanguinea (Cerqueira e Yoshida, 2002). Devido aos seus efeitos, o estudo do NO esta
frequentemente associado ao da ET-1, visto que essas moléculas vasoativas apresentam acoes
opostas.

Apesar de apresentar acOes fisiologicas que atuem na homeostase dos vasos, 0 NO
também esté associado a inimeras doencas cardiovasculares. Na HAP, o desequilibrio entre
vasodilatadores e vasoconstritores esta associado a reducdo da disponibilidade de NO, visto
que este € o principal vasodilatador pulmonar (Crosswhite e Sun, 2010). Sistemas onde ocorre
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, como o anion superéxido (0"),
demonstraram, também, diminuicdo nos niveis de NO(Cerqueira e Yoshida, 2002). Isso se
deve ao fato de que o NO se combina com o O, de forma rapida sem a necessidade de
enzimas para catalisar a reacdo (Figura 3). O produto dessa combinacdo é o peroxinitrito
(ONOO), um poderoso oxidante altamente instavel (Pacher et al., 2007; Delbin et al., 2009).
Em situacOes fisioldgicas, a formacdo de ONOO™ é muito baixa, devido aos mecanismos de
eliminacdo de NO e O, serem eficientes. Contudo, em certas doencas, 0s mecanismos de
defesa ndo sdo suficientes para conter os niveis desses substratos, de forma que um aumento
de 10 vezes em suas concentracfes acarreta um aumento de 100 vezes na concentracdo de

peroxinitrito (Pacher et al., 2007).

Oxidacao direta
V

05+ NO — ONOO ——> ONOOCO2 — CO3 ‘NO,

2:NO,~— \\

+ N02
"OONO, N,O3 —

: :

O,+ NO»y 2NO, Nitrosilacdo

ONOOH —>HO - + -NO,

Figura 3. Interagdo entre anion superdéxido (O,7), 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOO") e seus efeitos
deletérios através dos mecanismos destacados em fundo amarelado. Retirado e adaptado de Pacher et al.,
2007.
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A estabilidade do peroxinitrito € maior em comparacdo a moléculas parecidas, e
sugere-se que essa caracteristica seja importante para seu papel patogénico, uma vez que ele
difunde por mais tempo pelos tecidos até alcancar alvos com que apresenta maior afinidade.
Entre esses alvos estdo proteinas, que sofrem nitrosilacdo (Figura 3), e lipideos, que sofrem
peroxidacdo (Kyaw et al., 2004). Além desses efeitos deletérios, o peroxinitrito também é
capaz de oxidar acidos nucléicos e ativar o fator nuclear kappa B (NF-kB), fatores de
crescimento e citocinas, levando a danos celulares por meio do remodelamento vascular e
estimulacdo do processo inflamatério (Delbin et al., 2009).

O NO, portanto, esta diretamente associado ao O,", importante oxidante em sistemas
bioldgicos. Dessa forma, o estresse oxidativo deve ser estudado juntamente com o

metabolismo do éxido nitrico.
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1.4 ESTRESSEOXIDATIVO

O oxigénio é uma molécula essencial para o funcionamento do organismo, mas
também é toxico (Gerschman et al., 1954) devido a sua capacidade de formar radicais livres
(RL). Os RL séo produtos do metabolismo normal, derivados tanto de fontes enddgenas
(mitocdndrias, peroxissomos, reticulo endoplasmatico) quanto exdgenas (poluicdo, fumaca,
metais pesados, drogas, radiacdo) (Phaniendra et al., 2015). Por definicdo, radical livre é todo
aquele atomo ou molécula que apresenta um ou mais elétrons desemparelhados em sua
camada de valéncia. 1sso o torna instavel e reativo, além de possuir meia-vida curta (Kyaw et
al., 2004; Phaniendra et al., 2015). Devido a essa reatividade, os RL podem reagir
rapidamente com outros compostos, levando a oxidagdo ou reducdo dos mesmos, o que acaba
por desestabiliza-los de modo a interferir em suas caracteristicas primarias (Phaniendra et al.,
2015).

Além dos radicais livres, outras moléculas também apresentam alta reatividade. O
termo espécies reativas engloba tanto essas moléculas reativas ndo radicalares quanto os
radicais livres (Kyaw et al., 2004; Dinh et al., 2014). As espécies reativas de oxigénio (ERO)
e de nitrogénio (ERN) também séo geradas por fontes enddgenas ou exdgenas (Phaniendra et
al., 2015) e apresentam papel tanto fisioldgico como patolégico. Quando em concentra¢des
baixas, ERO e ERN estdo envolvidos fisiologicamente na defesa do organismo pelo sistema
imune, em vias de sinalizacdo celular, respostas mitogénicas e regulacéo redox do organismo.
Contudo, em altas concentracdes, as espécies reativas geram estresse oxidativo e nitrosativo,
causando dano a biomoléculas, como lipideos, proteinas e DNA (Phaniendra et al., 2015; Siti
etal., 2015).

Estresse oxidativo é o estado de desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor
dos primeiros, que leva a efeitos nocivos no organismo (Sies, 1997; Dinh et al., 2014). Entre
os oxidantes, estdo as ERO, como anion superoxido (O,"), radical hidroxil (OH") e peréxido
de hidrogénio (H,0,) e as ERN, como peroxinitrito (ONOQO") e 6xido nitrico (NO). Entre as
fontes dessas espécies estdo as enzimas xantina oxidase, oxigenases, peroxidases, NOS,
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase entre outras (Figura 4) (Kyaw
et al., 2004; Siti et al., 2015).

Os sistemas de defesa antioxidantes sdo capazes de se adaptar a alteragdes nos niveis
de oxidantes a fim de manter o balan¢o oxidantes/antioxidantes (estado redox). As reservas
antioxidantes podem ser enzimaticas ou ndo-enzimaticas. As reservas enzimaticas incluem a

superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa



20

redutase (GR). Entre as reservas ndo-enzimaticas, destaca-se a glutationa reduzida (GSH)
(Delbin et al., 2009; Brito et al., 2015).

Cadeia respiratéria

eNOS

Xantina oxidase

Citocromo P450 Ciclo-oxigenase

NADPH-oxidase

.. Superoxido
02" —— H,0> H,0,+2 GSH
dismutase I
Glutationa Glutationa
Catalase peroxidase redutase
H,0+ 0, H>0O GSSG

Figura 4. Sistema de enzimas pré e antioxidantes. eNOS = éxido nitrico sintase endotelial; RE = reticulo
endoplasmatico; NADPH = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato; O,” = anion superéxido; H,O, =
peréxido de hidrogénio; H,O = 4gua; O, = oxigénio molecular; GSH = glutationa reduzida; GSSH =
glutationa oxidada. Retirado e adaptado de Delbin et al., 2009.

Existem trés isoformas de SOD em mamiferos: 1) SOD-1, enzima citosolica que
contém Cu e Zn; 2) SOD-2, enzima mitocondrial que contém Mn; e 3) SOD-3, enzima
extracelular que também contém Cu e Zn (Poljsak, 2011). A SOD atua dismutando 0 O, em
H.0, e O,. O perdxido de hidrogénio formado apresenta meia-vida longa, pode atravessar
membranas celulares e gerar danos as estruturas celulares. A interacdo do H,O, com metais de
transicdo livres leva a formacdo de OH’, provavelmente a ERO que induz mais alterages nos
sistemas biolégicos (Miller, 2012).

A metabolizacdo do H,O, pode ser realizada por peroxidases, como CAT e GPx. A
CAT, presente nos peroxissomos, promove a catalise do H,O, em H,0 e O,, enquanto a GPx,
presente no citosol e nas mitocondrias, catalisa a reagdo H,O, + 2 GSH->GSSG + 2 H,0
(Figura 4) (Murphy et al., 2011). Portanto, ambas CAT e GPx impedem o acumulo de
peréxido de hidrogénio, impedindo a formacdo do radical hidroxil, contra o qual ndo ha
sistemas enzimaticos de defesa (Yu, 1994).

O estresse oxidativo esta relacionado a diversas doengas, inclusive a HAP (Delbin et
al., 2009; Brito et al., 2015). Ademais, a ET-1 é dita estimular a producdo do &nion
superdéxido (Kowalczyk et al., 2015). Estudos tém avaliado a atividade e a expressao das
enzimas SOD, CAT e GPx na busca de relacdes de causa e consequéncia na doencga, assim
como intervencdes que possam interferir nessas reservas antioxidantes, a fim de melhorar o
quadro dos doentes (Souza-Rabbo et al., 2008; Ludke et al., 2010).



21

1.5 HIPERATIVIDADE SIMPATICA NA HIPERTENSAO PULMONAR

O sistema nervoso autdbnomo (SNA) apresenta grande influéncia sobre o sistema
cardiovascular, tanto pela ativacdo do sistema nervoso simpatico (SNS), secretando
noradrenalina e adrenalina, quanto pela ativacdo do sistema nervoso parassimpatico (SNP),
secretando acetilcolina (Angelis et al., 2004). O SNS, muitas vezes ativado pelos
barorreceptores localizados nos grandes vasos, € responsavel pela modulacdo de efeitos
cardiovasculares, tais como aumento da FC (cronotropismo positivo), aumento de
contratilidade cardiaca (inotropismo positivo), melhora no relaxamento cardiaco (lusitropismo
positivo), venoconstricdo e constricdo de vasos de resisténcia (Triposkiadis et al., 2009;
Lymperopoulos et al., 2013). As fibras simpaticas distribuem-se pelos atrios e ventriculos, e
por todos os vasos dos diferentes tecidos (Triposkiadis et al., 2009). A ativacédo do SNP, por
outro lado, tem como efeitos a diminuicdo do inotropismo e da FC. Ademais, nos vasos que
possuem inervacdo vagal, ocorre o relaxamento indireto dos vasos, por meio da ativacdo da
eNOS(Lymperopoulos et al., 2013). Ja as fibras parassimpaticas estdo predominantemente
localizadas nos atrios (Triposkiadis et al., 2009).

Em situagcdes em que ha lesdo miocardica, a ativacdo aguda do SNS ocorre como uma
resposta adaptativa com a finalidade de restaurar ou manter o debito cardiaco e niveis
pressoricos, assim como manter a homeostase vascular (Angelis et al., 2004). Desta forma,
apesar da hiperatividade simpatica ser inicialmente adaptativa,ela pode se estender quando
ndo héa recuperacdo da funcdo cardiaca normal. Essa situacdo, a longo prazo, leva a efeitos
deletérios e acelera a progressdo da doenca instalada (Triposkiadis et al., 2009). Rubin
(Rubin, 2015) descreve que 0s receptores p-adrenérgicos também atuam sobre a vasculatura
pulmonar, gerando proliferacdo celular endotelial e inflamacdo, e assim aumentando a
gravidade da HAP.

Essa hiperatividade do SNS se traduz no envolvimento de duas catecolaminas que
medeiam tais efeitos: noradrenalina (NA) e adrenalina (AD) (Velez-Roa et al., 2004). Os
mecanismos pelos quais esses hormonios atuam podem ser: 1) liberacdo de noradrenalina nos
nodos sinoatrial e atrioventricular e no ganglio estrelado esquerdo, pelo qual a catecolamina
atinge o ventriculo esquerdo; 2) liberacdo de adrenalina na circulacdo, pela medula adrenal,
afetando o0 miocardio e os vasos periféricos; e 3) liberacdo de ambas catecolaminas proximo a
vasos sanguineos e cardiomidcitos, agindo de forma parécrina (Triposkiadis et al., 2009;
Lymperopoulos et al., 2013).
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NA e AD ligam-se especificamente a receptores adrenérgicos (RA) transmembrana.
Os RA, todos eles associados a proteina G, podem ser divididos em dois grupos: receptores a-
adrenérgicos (a-1 e a-2) e receptores B-adrenérgicos (B1, B2 e 3).0s receptores o estdo mais
presentes nas artérias (pulmonares, aorta, coronarias e mesentéricas) do que no coracao, e sua
ativacdo por NA e AD é um importante fator de regulacdo do fluxo sanguineo por meio da
vasoconstri¢do (Triposkiadis et al., 2009).0 miocardio saudavel apresenta ambos receptores o
e B, sendo 80% de predominancia do receptor 1. No coracdo insuficiente, a propor¢ao dos
receptores B2 aumenta, podendo representar até 50% do total dos RA (Triposkiadis et al.,
2009).

Os receptores B cardiacos, mais especificamente Bl e P2, sdo responsaveis pelos
efeitos simpaticos supracitados, sendo sua ativacdo o mecanismo fisiologico mais potente
para aumentar o desempenho cardiaco (Triposkiadis et al., 2009). Esses receptores, quando
ligados & NA ou AD, agem de diversas formas a fim de aumentar a disponibilidade de Ca**
intracelular, promovendo assim seus efeitos inotropicos positivos.Os receptores B3, que
representam apenas 5% dos receptores cardiacos, sdo praticamente inativos em situacGes
fisioldgicas. Todavia, em situacdes de aumento de estimulo simpatico, eles sdo acionados e
atuam suavizando os efeitos de Bl e B2, uma vez que os receptores B3 produzem efeitos

inotrépicos negativos (Triposkiadis et al., 2009; Lymperopoulos et al., 2013).

1.6 BLOQUEADORES ADRENERGICOS

Devido as importantes fungdes no controle da fun¢do cardiovascular, os receptores 3-
adrenérgicos tém sido alvo de estudo e tratamento de diversas doencas, como a insuficiéncia
cardiaca (IC) (White e Reinhart, 2009; Bandyopadhyay et al., 2015; Black-Maier et al.,
2015).0s antagonistas desses receptores, chamados de B-blogqueadores, séo classificados em
trés geracdes: primeira geracdo, antagonistas nao seletivos que ligam tanto em 1 quanto em
B2; segunda geragéo,que apresentam maior afinidade pelo receptor B1 que pelo B2; e terceira
geragdo: antagonistas ndo-seletivospl e p2 que apresentam também acdo vasodilatadora por
bloqueio dos receptores a-1. De forma geral, todos B-bloqueadores apresentam propriedades
cronotropicas e inotrépicas negativas (LOpez-Senddn et al., 2004; Lymperopoulos et al.,
2013).

Entre os efeitos protetores dos B-bloqueadores podemos citar: 1) inibicdo dos efeitos
cardiotoxicos de catecolaminas; 2) atenuag¢do da vasoconstricdo, do crescimento celular e de

sistemas pré-apoptoticos (como o da ET-1); 3) melhora do fluxo coronariano; 4) restauragao
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de reflexos dos barorreceptores e quimiorreceptores; 5) melhora do desempenho cardiaco (por
meio da reducdo de frequéncia cardiaca e demanda por oxigénio) 6) estimulacdo da enzima
eNOS através da acdo em B3 (Triposkiadis et al., 2009; Lymperopoulos et al., 2013).

Por muitas décadas, o uso de B-bloqueadores em pacientes com IC foi contraindicado,
devido as acbes cronotrépicas e inotrépicas negativas desses farmacos. Acreditava-se que,
apos a administracdo aos pacientes, esses apresentariam diminuigdo no débito cardiaco (DC)
e, consequentemente, piora do quadro clinico (Batlouni e Albuquerque, 2000; White e
Reinhart, 2009). Apesar de, agudamente, esses farmacos apresentarem certo grau de
descompensacdo e piora dos sintomas, com doses iniciais baixas e com aumento gradual, héa
blogueio da estimulacdo simpética nociva e diminuicdo da progressdo da doenca de forma
efetiva (White e Reinhart, 2009).Segundo a Il Diretriz Brasileira de Insuficiéncia Cardiaca
Crbnica (Bocchi et al., 2009), o uso de B-bloqueadores determina beneficios ndo s6 na
reducdo dos sintomas, mas nas reinternacdes e 6bitos, atuando na reducdo da progressdo da

disfuncéo ventricular esquerda e no remodelamento adverso.
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1.7 BUCINDOLOL

O bucindolol é um B-bloqueador lipofilico, sintetizado no final da década de 1970
(Kreighbaum et al., 1980). E metabolizado pelo figado por meio do citocromo P450,
principalmente a isoforma 2D6, assim como a maioria dos B-bloqueadores (Black-Maier et
al., 2015). Denominado B-blogueador de terceira geragdo, atua em receptores Bl e B2 e
apresenta atividade antagonista adicional em o-1, contribuindo para um efeito vasodilatador
(Tabela 2). O bucindolol apresenta propriedade simpatolitica, ou seja, reduz os niveis de NA
sistémica, uma caracteristica tinica quando comparado a outros B-bloqueadores (Batlouni e
Albuguerque, 2000). No coracdo humano, a droga ndo apresenta atividade simpatomimética
intrinseca (ASI) (Brixius et al., 2001; Black-Maier et al., 2015).

Tabela 2. Propriedades farmacologicas de seis 3-bloqueadores.

FArmaco Antagonismo Antagonismo  Antagonismo Redgc;élo Qe NA _Ac;f'?lo
em Bl em (2 ema -1 sistémica antioxidante
Nebivolol ++++ + 0 0 0
Metoprolol ++++ ++ 0 0 0
Atenolol ++++ ++ 0 0 0
Bisoprolol ++++ + 0 0 0
Carvedilol ++++ ++++ +++ 0 +
Bucindolol ++++ ++++ + +++ 0

Sinal "+" indica acdo positiva e sinal "0" indica ac8o ausente. NA = noradrenalina. Retirado e adaptado de
Batlouni eAlbuquerque, 2000 e Black-Maier et al., 2015.

Ensaios clinicos em pacientes com IC demonstraram que o bucindolol melhora a
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, a contratilidade e 0 DC sem aumentar o consumo de
oxigénio do miocéardio, além de exibir cronotropismo negativo e melhorar o relaxamento
diastolico (White e Reinhart, 2009; Bandyopadhyay et al., 2015; Black-Maier et al., 2015).

1.7.1 Bucindolol e HAP

Atualmente ndo ha recomendagio de uso de B-bloqueadores para o tratamento da HAP
(Rubin, 2015; Galié et al., 2016). Os tratamentos existentes incluem bloqueadores de canais
de célcio, inibidores da fosfodiesterase, estimuladores de GMPc e analogos de prostaciclinas.
Como terapia de suporte, sdo indicados também anticoagulantes ou antiplagquetarios,

diureticos,oxigénio e cardioténicos, como a digoxina (Rubin, 2015; Galié et al., 2016).
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Apesar disso, estudos com B-bloqueadores, incluindo bucindolol, tém sido realizados
tanto em modelos animais de HAP quanto em pacientes, visto que o receptor 3-adrenérgico
parece ser um alvo promissor para a terapia da doenca (Perros et al., 2015; Rubin, 2015).
Esses estudos demonstraram melhora na fungdo cardiaca e retardo na progressdo para a
insuficiéncia do VD de pacientes com HAP (Van Campen et al., 2013; Bandyopadhyay et al.,
2015; Rubin, 2015).

Resultados recentes do nosso grupo de pesquisa, utilizando o modelo experimental de
HAP (induzida por dose Unica de monocrotalina 60 mg/kg, i.p.) e tratamento com bucindolol
(2 mg/kg, i.p. por 7 dias), demonstraram que o B-bloqueador promoveu efeitos na funcéo
sistélica. Foi observado aumento do DC e volume sistélico, que se relacionaram com a
melhora da contratilidade. Este farmaco foi capaz de atenuar as alteracdes hemodinamicas
(pressao sistdlica e diastolica final do VD), congestdo pulmonar e elevacdo da mPAP, sinal
classico da HAP. A manifesta modulacdo do sistema nervoso autbnomo cardiaco e vascular,
através da reducdo do componente simpatico e aumento do componente parassimpatico,
ocasionada pelo bucindolol foi 0 mecanismo para a atenuagdo da disfuncdo do VD observada

pela patologia (Lima-Seolin, 2015).

1.8 MODELO EXPERIMENTAL DE HAP

O modelo mais utilizado para mimetizar a HAP é gerado atraves da administracao de
monocrotalina (Polonio et al., 2012). A monocrotalina € um alcaloide pirrolizidinico presente
nas plantas Crotalaria spectabilis (Figura 5A), facilmente encontradas em pastagens e
plantacdes, uma vez que crescem abundantemente em zonas tropicais e subtropicais (Ryan et
al., 2013).A monocrotalina é metabolizada no figado pelo citocromo P450 (subtipo CYP3A4)
em seu metabolito ativo, a dehidromonocrotalina(Figura 5B), um agente alquilante altamente
reativo que interage com o DNA e proteinas celulares.Acredita-se que um dos alvos do
metabdlito seja o complexo | da cadeia respiratdria, e que esse teria maior afinidade pelos
tecidos pulmonar e hepatico. Além disso, o transporte da dehidromonocrotalina pelos
globulos vermelhos, do figado para o pulmédo, aumentam a liberacdo do metabodlito no

endotélio pulmonar (Mingatto et al., 2007).
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metabolizado
pelo CYP-450

monocrotalina dehidromonocrotalina

Figura 5. A) Foto da flor da Crotalaria spectabilis. Retirado e adaptado de Gomez-Arroyo et al., 2011. B)
Representacdo da metabolizagdo da monocrotalina em dehidromonocrotalina pelo CYP-450. Retirado e
adaptado de Pereira et al., 1998.

O modelo de inducdo de HAP por meio da administracdo subcutdnea ou
intraperitoneal de monocrotalina (60 mg/kg, dose Unica) em ratos € o mais utilizado na
pesquisa sobre a doenga (Meyrick e Reid, 1979; Farahmand et al., 2004; Ryan et al., 2013).
Se trata de um método simples, rapido e de baixo custo que, apesar de ndo mimetizar
perfeitamente a HAP humana, apresenta muitas similaridades funcionais, bioquimicas e
histologicas as apresentadas por pacientes. A a¢do do metabolito da monocrotalina promove,
em ratos, o insulto inflamatdrio inicial da HAP, desencadeando diversos fatores observados
também em humanos (Tuder e Voelkel, 1998). Entre esses fatores se destacam hipertrofia do
VD, aumento da espessura da camada média da artéria pulmonar, aumento da mPAP e
inflamacdo vascular pulmonar (Gomez-Arroyo et al., 2012; Polonio et al., 2012). Devido a
isso, 0 modelo de monocrotalina pode ser considerado fiel o suficiente para o estudo da HAP
humana (Ryan et al., 2013).



27

Em ratos, as alteragdes endoteliais e 0 aumento de ERO podem ser observados 4 dias
apos a injecdo de monocrotalina (Ryan et al., 2011), enquanto alteragfes na camada média da
vasculatura pulmonar sdo observadas sete dias ap0s a aplicacdo da droga (Meyrick e Reid,
1979). Ap6s mais uma semana, 0s animais ja apresentam hipertrofia do ventriculo direito e
mPAP aumentada, caracterizando a instalacdo da doenca. Além disso, a administracdo da
monocrotalina induz, em ratos, anormalidades na sinaliza¢do do Oxido nitrico, dano ao DNA,
ativacdo de fatores de crescimento e presenca de infiltrado inflamatorio vascular (Gomez-
Arroyo et al., 2012; Polonio et al., 2012; Ryan et al., 2013)

Nosso grupo de pesquisa possui experiéncia prévia na utilizagdo desse modelo
experimental. Ludke e colaboradores (2010) observaram que a administracdo intraperitoneal
de monocrotalina em ratos Wistar machos levou ao remodelamento vascular, caracterizado
pela degeneracdo endotelial e hipertrofia da camada média vascular pulmonar. A instalacdo da
HAP foi observada pela hipertrofia do VD e presenca aumentada de lipoperoxidagdo no
pulmdo dos animais. Além disso, alteragdes na expressdo da enzima eNOS foram encontradas
no pulmao, sugerindo alteracdo na sinalizacdo induzida por éxido nitrico. Em outro estudo,
Colombo e colaboradores (2013) avaliaram os efeitos, no coragdo, do exercicio fisico em
animais que receberam monocrotalina. Os mesmos parametros, alem de elevacdo na mPAP,
foram encontrados, evidenciando a reprodutibilidade do modelo. Em pesquisa mais recente
(Lima-Seolin, 2015), foram avaliados os efeitos do bucindolol na modulagdo do
remodelamento do VD e parametros funcionais cardiacos no mesmo modelo, porém sem a

avaliacdo do tecido pulmonar.
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2 JUSTIFICATIVA

A HAP é uma doenca rara e de progressdo rapida, que apresenta etiologia
multifatorial. Devido aos sintomas iniciais serem inespecificos,0 diagnostico geralmente é
realizado em fases avancadas, onde a terapéutica tem eficcia limitada (Hoeper e Granton,
2011; Simonneau et al., 2013), sendo o tempo médio de sobrevida ap6s o diagndstico de
pouco maior que 10 anos (Ogawa et al., 2014). A doenca é ocasionada, principalmente,pelo
remodelamento da vasculatura pulmonar e pelo aumento da espessura da tunica média, com
consequente aumento progressivo da RVP e aumento da mPAP (MclLaughlin et al.,
2015).Devido a isso, 0 VD fica sobrecarregado e o quadro de IC é instalado, constituindo a
principal causa de morte dos pacientes (Bogaard et al., 2009; Gerges et al., 2015).

Apesar dos avancos em relacdo a opcOes de tratamento atuais, as terapias nao
demonstram efeitos sobre a reversdo desta doenca (Hoeper et al., 2016). Portanto, visto que a
hiperatividade simpatica é fator importante na progressdo da doenca, sendo correlacionada
com a capacidade funcional do coracdo e progndstico dos pacientes (Miyagawa e Emoto,
2014),sua modulacéao através da administragdo de B-blogueadores surge como uma alternativa
de tratamento interessante na tentativa de manter a funcao cardiaca e prevenir a progressao da
doenga (White e Reinhart, 2009).

Um estudo, em modelo experimental, apontou efeitos benéficos do B-bloqueador
bucindolol, droga ainda ndo utilizada na clinica (Galié et al., 2016), tanto na prevencdo da
progressdo da doenca como na reversdo de parametros classicos da HAP, como: melhora da
funcdo do VD, diminuicdo da resisténcia vascular pulmonar e aumento da atividade
parassimpatica (Lima-Seolin, 2015). Contudo, esse estudo avaliou somente o sistema
cardiovascular dos animais. Em vista de obter novas informagbes sobre 0os mecanismos

envolvidos na atuacao deste beta-bloqueador, o estudo do tecido pulmonar é essencial.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar, no tecido pulmonar, mecanismos responsaveis pela redu¢do da RVP

promovida pelo bucindolol em modelo de HAP.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a presenca ou auséncia de infiltrado inflamatério na artéria pulmonar;

- Avaliar a espessura da artéria pulmonar;

— Mensurar o nivel de lipoperoxidacdo em homogeneizado de tecido pulmonar,
por meio da quantificacdo dos produtos reagentes ao acido tiobarbitdrico (TBARS);

- Mensurar a atividade e imunocontetdo das enzimas antioxidantes SOD, CAT e
GPx em homogeneizado de tecido pulmonar;

- Avaliar o imunoconteddo das proteinas ET-A, ET-B e eNOS em

homogeneizado de tecido pulmonar.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Beta-blogueador bucindolol modula a razdo dos receptores ETA/ETB e reverte o
aumento de espessamento da artéria pulmonar em modelo de hipertensdo arterial

pulmonar induzida por monocrotalina
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1 RESUMO

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) é caracterizada pela hipertrofia da tdnica
média, que leva ao remodelamento vascular com subsequente aumento da resisténcia vascular
pulmonar (RVP) e pressdo media da artéria pulmonar (mPAP). Em resposta ao aumento da
poés-carga, o ventriculo direito (VD) sofre hipertrofia e consequente insuficiéncia cardiaca
(IC). Hoje sabe-se que o uso de B-bloqueadores atenua a progresséo da IC. Visto isso, 0
objetivo desse estudo foi avaliar o desempenho do p-blogueador bucindolol sobre
componentes do sistema de sinalizacdo das moléculas vasoativas Oxido nitrico (NO) e
endotelina-1 (ET-1), enzimas antioxidantes no tecido pulmonar e hipertrofia da artéria
pulmonar no modelo experimental de HAP induzida pela monocrotalina.

Para tal, ratos Wistar machos foram divididos em 4 grupos: controle, monocrotalina,
bucindolol e monocrotalina+bucindolol. HAP foi induzida através de dose Unica de
monocrotalina (60 mg/kg,i.p.). Apds 2 semanas, os animais foram tratados por 7 dias com
bucindolol (2 mg/kg, i.p.) ou veiculo. Ao final do tratamento, foram coletados os pulmdes e a
artéria pulmonar. No tecido pulmonar foram avaliadas atividade e expressdao de enzimas
antioxidantes, lipoperoxidacdo e expressao dos receptores A (ET-A) e B (ET-B) da ET-1 e da
enzima oxido nitrico sintase endotelial (eNOS). Na artéria pulmonar (AP), foram avaliados a
espessura da camada média e o infiltrado inflamatério.

O B-bloqueador bucindolol ndo apresentou efeitos sobre o estresse oxidativo, contudo
foi capaz de reverter 0 aumento da espessura da parede da artéria pulmonar, possivelmente
através da modulacdo da expressao do receptor A de endotelina-1. Portanto, esse poderia ser
um dos mecanismos de atuacdo da droga que explique os efeitos funcionais benéficos

encontrados nos animais com HAP.

Palavras-chave: bucindolol; monocrotalina; endotelina-1; eNOS; pulmao.
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2 INTRODUCAO

A hipertensdo arterial pulmonar (HAP) é uma doenca crbnica rara, com incidéncia
estimada de 10 a 52 casos por milhdo de pessoas. E caracterizada pelo desequilibrio entre
moléculas vasoativas, como endotelina-1 (ET-1) e O&xido nitrico (NO), causando
remodelamento vascular pulmonar, com subsequente aumento da resisténcia vascular
pulmonar (RVP) e pressio média da artéria pulmonar (mPAP)* 2. Em resposta ao aumento da
pés-carga® *, o ventriculo direito (VD) hipertrofia a fim de manter a funcdo sistélica. Esse
estresse de parede sustentado contribui para diversos fatores que levam o VD a insuficiéncia
cardfaca (IC)* °. Sabe-se que a modulag&o do sistema nervoso auténomo (SNA), em resposta
ao aumento da pos-carga € um bom fator de prognéstico na HAP, mas que, a longo prazo, a
hiperatividade do sistema nervoso simpético (SNS) acelera a progressio desta doenca’.

O bucindolol é um bloqueador adrenérgico que atua em receptores Bl e B2 e apresenta
atividade de antagonista adicional em ol, contribuindo para um efeito vasodilatador®.
Ademais, o bucindolol apresenta propriedade simpatolitica, caracteristica Unica quando
comparado a outros p-bloqueadores, e ndo demonstra evidéncias de atividade
simpatomimética intrinseca (ISA) no coragdo humano®.

Em recente pesquisa, Lima-Seolin'® demonstrou melhora na funcéo sistélica do VD
associada a reducdo da RVP (30%) e da mPAP (25%) em modelo de HAP, o que esta
relacionado através da reversdo do desequilibrio autondémico causado pela monocrotalina. O
tratamento com bucindolol foi capaz de reduzir a componente simpatico e aumentar a
componente parassimpatico, no entanto, seus efeitos sobre o tecido pulmonar sao
desconhecidos. E sabido que a ET-1 se encontra aumentada na HAP e se correlaciona
diretamente com a severidade da doenca'. Através da acio sobre seu receptor do tipo A (ET-
A), a ET-1 medeia vasoconstricdo e proliferacdo do musculo liso vascular e estimulacdo de
inflamacdo local. Por sua vez, seu receptor do tipo B (ET-B) medeia vasodilatacdo através da
producdo de 6xido nitrico (NO)™. Assim, alteracBes na expressdo de seus receptores e o
aumento da razdo ET-A/ET-B estdo associados ao remodelamento vascular prejudicial®.
Niveis diminuidos do vasodilatador NO estdo igualmente relacionados a este aumento da
proliferacdo celular e inflamacdo local™. Sugere-se que as espécies reativas de oxigénio
(ERO) atuem como segundos mensageiros intracelulares, mediando o remodelamento
encontrado nas arterfolas e artérias pulmonares™. A reducéo das reservas antioxidantes tem
sido associada a HAP, uma vez que a menor atividade das enzimas antioxidantes esta

relacionada com o aumento do dano tecidual, como a lipoperoxidacdo®® *'.
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Tomando como base os beneficios neuro-hormonais do beta-bloqueador bucindolol
descritos por Lima-Seolin®®, o presente estudo visou avaliar quais 0s mecanismos
responsaveis pela reducdo na pos-carga, avaliando os efeitos deste fArmaco sobre o estresse
oxidativo e sistemas de sinalizacdo das moléculas vasoativas ET-1 e NO no parénquima
pulmonar e sobre o remodelamento da artéria pulmonar promovido pela HAP.

3 METODOS
3.1 Aprovagdao etica

Todos procedimentos realizados nesse estudo estdo de acordo com as recomendagdes
da Diretiva 2010/63/EU do Parlamento Europeu relativa a protecdo dos animais utilizados
para fins cientificos e de acordo com os padrdes éticos do Comité de Etica no Uso de Animais

da UFRGS (protocolo de aprovagdo nimero 26244).

3.2 Desenho experimental

Ratos Wistar machos pesando 180 + 5 g foram utilizados. Os animais, provenientes do
Centro de Reproducéo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS,
receberam &gua e racdo comercial ad libitum e foram mantidos em temperatura (20 a 25°C) e
umidade (70%) controladas e ciclo claro-escuro de 12 horas. Um total de 36 ratos foram
utilizados. O tamanho amostral (n) para cada experimento esta indicado na descricdo de cada
resultado apresentado. Os animais foram divididos em 4 grupos: 1) CTR: animais que ndo
receberam monocrotalina e ndo receberam tratamento com bucindolol; 2) BCD: animais que
ndo receberam monocrotalina e foram tratados com bucindolol; 3) MCT: animais que
receberam monocrotalina e ndo receberam tratamento com bucindolol; e 4) M+B: animais que

receberam monocrotalina e foram tratados com bucindolol.
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_ _ tratamento _
Grupos 1°dia 14°dia «—> 21°dia
7 dias
Salina Veiculo Eutanasia
Salina Bucindolol Eutanasia
Monocrotalina Veiculo Eutanasia
Monocrotalina Bucindolol Eutanasia

l

Coleta de drgaos:
- parénquima pulmonar
- artéria pulmonar

Figura 1.Desenho experimental do estudo, evidenciando o periodo da injecdo de monocrotalina e do tratamento
com bucindolol. CTR = grupo controle; MCT = grupo monocrotalina; BCD = grupo bucindolol; M+B = grupo
monocrotalina + bucindolol.

Os grupos monocrotalina (MCT e M+B) receberam dose Unica intraperitoneal (i.p.) de
monocrotalina (60 mg/kg) (Sigma-Aldrich; St Louis, MO, EUA). Os animais controle (CTR e
BCD) receberam 0 mesmo volume de solucéo salina'® *°. Apés 2 semanas, os animais foram
tratados por 7 dias com bucindolol (2 mg/kg, i.p.) (Santa Cruz Biotecnology; CA, EUA) ou
veiculo (1% DMSO, 2% Tween 20, NaCl0,9%)®. Ao final do tratamento, os animais foram
anestesiados com cetamina(90 mg/kg, i.p.) e xilasina (10 mg/kg, i.p.)** e decapitados, com
subsequente coleta dos orgdos (pulmdes e artéria pulmonar) (Figura 1). A quantificacdo de

todos experimentos foi realizada por um observador cego ao desenho experimental.

3.3 Preparacao dos tecidos

As amostras de parénquima pulmonar destinadas as andlises bioquimicas foram
homogeneizadas por 40 segundos em Ultra-turrax com solucéo de KCI 1,15% e fluoreto de
fenil metil sulfonila (PMSF) 1 mM. Apds centrifugacdo do homogeneizado a 3000 rpm por
20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi congelado em freezer (-80°C) até realizacdo das
medidas®.

As amostras de parénquima pulmonar destinadas as analises de expressdo proteica

foram homogeneizadas conforme previamente descrito® 2.
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3.4 Determinacéo da concentragao proteica
A concentracdo de proteina no homogeneizado de pulmdo foi determinada pelo
método de Lowry?, utilizando albumina de soro bovino como padrdo. A medida foi efetuada

em espectrofotdmetro a 625 nm e os resultados expressos em mg/ml.

3.5 Atividade enzimatica

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi avaliada por meio da auto-oxidacao do
pirogalol, medida a 420 nm®. Os resultados foram expressos em unidades de SOD/mg de
proteina. A atividade da catalase (CAT) foi avaliada por meio do consumo de perdxido de
hidrogénio em cubetas de quartzo®’, medida a 240 nm. Os resultados foram expressos em
nmol/min/mg de proteina. A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi mensurada por
meio do consumo de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), medida a 340

nm?. Os resultados foram expressos em nmol/min/mg de proteina.

3.6 Lipoperoxidacao

A peroxidacdo lipidica foi medida colorimetricamente por meio da medida das
substancias reativas ao 4cido tiobarbittrico (TBARS)* *°. O homogeneizado foi misturado
com o acido tiobarbitdrico (TBA) 0,8% e aquecido em banho-maria a 95°C por 60 minutos.
Nessas condigdes, o TBA reage com os peroxidos lipidicos do tecido para formar
malondialdeido (MDA), que € medido a 532 nm. Os resultados foram expressos em nmol de

MDA/mg de proteina, utilizando o coeficiente de extin¢cdo molar do MDA de 1,56 M/cm.

3.7 Analise da expressao proteica por Western Blot

As membranas foram processadas para a imunodeteccdo utilizando os seguintes
anticorpos primarios: receptor A da endotelina-1 (ET-A; 69 kDa), receptor B da endotelina-1
(ET-B; 50 kDa), 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS; 140 kDa), superdxido dismutase 1
(SOD-1; 23 kDa), catalase (CAT; 64kDa), e glutationa peroxidase (GPx; 22kDa) (Abcam,
Cambridge, MA, BD Biosciences, Billerica, MA ou Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA). A ligacdo do anticorpo primario foi detectada pela conjugacdo dos anticorpos
secundarios ligado a peroxidase de rabanete. A quimiluminescéncia emitida foi detectada por
filmes autorradiograficos que foram analisados utilizando o software ImageJ (Wayne

Rasband, Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD,
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USA). A densidade optica de cada amostra foi normalizada de acordo com o imunocontetdo
de a-actinina (100 kDa) ou GAPDH (40 kDa).

3.8 Histologia

As artérias pulmonares foram imersas em formalina 4% e tamponadas por 24 horas.
Em seguida, as amostras foram incluidas em parafina, em processamento de tecidos
overnight. As laminas histoldgicas foram preparadas contendo cortes com 3 um de espessura
e coradas por hematoxilina-eosina (HE) e pela coloracdo de Tricromio de Masson" 3% %,
analisadas em microscépio 6ptico Leica, modelo DME com camera fotografica acoplada,
modelo EC 3 (Leica Microsystems Inc.; New York, USA). As laminas de artéria pulmonar
foram analisadas em separado por dois médicos patologistas quanto a presenca de infiltrado
inflamatorio e espessura da camada média vascular. O resultado final de cada amostra foi

expresso pela média entre os valores dos dois observadores.

3.9 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Sigma Plot (versdo
12.0). O tamanho amostral foi calculado a partir de dados da literatura e estudos anteriores do
nosso grupo de pesquisa a fim obter o = 0,05 e poder estatistico de 95%. Foi feito teste de
normalidade Shapiro-Wilk e os dados paramétricos foram analisados através de ANOVA de
duas vias com pos-teste de Student-Newman-Keuls. Os dados foram expressos como média +
desvio padréo. As varidveis categoricas foram analisadas de forma descritiva e apresentadas
como frequéncia relativa. A associagdo entre as variaveis foi calculada através do coeficiente
de correlacdo de Pearson. Diferengas foram consideradas estatisticamente significativas

quando a probabilidade do erro a foi menor que 0,05 (P<0,05).

4 RESULTADOS
4.1 Enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas antioxidantes esta expressa na tabela 1. A atividade da SOD
aumentou 12% nos grupos que receberam monocrotalina (MCT e M+B) em relagdo aos
grupos controle(CTR e BCD) (P=0,041). O grupo MCT apresentou atividade desta enzima
aumentada (18%) em relacdo ao seu controle (CTR) (P=0,032), o que nao foi observado
comparando os grupos M+B e BCD (P=0,408).



37

Tabela 1. Atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) em homogeneizado de pulm&o de ratos Wistar machos.Os animais receberam injecéo Unica de
monocrotalina (60 mg/kg. i.p.) ou salina e ap6s 14 dias foram tratados com bucindolol (2 mg/kg/dia, i.p.) ou
veiculo durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental.

Atividade das enzimas

- CTR MCT BCD M+B
antioxidantes
SOD (U/mg proteina) 4,53 £ 0,65 5,35+0,39 -V 5,23+0,79 5,55+ 0,54 «
CAT (nmol/min/mg proteina) 6,67 + 1,38 6,89 + 2,12 7,38 + 1,68 6,66 + 0,63

GPx (nmol/min/mg proteina) 0,021 £0,008 0,035 +0,009 -V 0,030 £ 0,004 0,031 £ 0,008 «

Os dados estdo expressos como meédia + desvio padrdo de 4 a 6 animais por grupo. Foi aplicada a analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. CTR: animais que receberam
solucdo salina e veiculo; BCD: animais que receberam solucdo salina e bucindolol; MCT: animais que
receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolol.

* Grupos MCT ¢ M+B diferem significativamente em relagdo aos grupos CTR ¢ BCD (SOD: P=0,041; GPx:
P=0,037).

V Grupo MCT difere significativamente em relacdo ao grupo CTR (SOD: P=0,032; GPx: P=0,007).

Ndo foram encontradas diferencas significativas entres os grupos em relacdo a
atividade da CAT. Por outro lado, a atividade da GPx esteve aumentada (29%) nos grupos
que receberam monocrotalina (MCT e M+B) em relacdo aos controles (CTR e BCD)
(P=0,037). Assim como para a SOD, o grupo MCT apresentou maior atividade (65%) em
relacdo ao seu controle (P=0,007), o que ndo foi observado comparando os grupos M+B e
BCD (P=0,803).

A expressdo das enzimas antioxidantes SOD-1, CAT e GPx foi avaliada (Figura 2).
Contudo, ndo foram observadas diferencas significativas entres 0s grupos para as trés enzimas
(P>0,05).
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Figura 2. Expressdo de enzimas antioxidantes em homogeneizado de pulméo de ratos Wistar machos. A)
superoxido dismutase 1 (SOD-1), B) catalase (CAT) e C) glutationa peroxidase (GPx). Os animais receberam
injecdo Unica de monocrotalina (60 mg/kg. i.p.) ou salina e ap6s 14 dias foram tratados com bucindolol (2
mg/kg/dia, i.p.) ou veiculo durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. Os
dados estdo expressos como média + desvio padrdo de 3 a 5 animais por grupo. Foi aplicada a analise de
variancia (ANOVA) de duas vias. Ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos
(P>0,05).CTR: animais que receberam solucéo salina e veiculo; BCD: animais que receberam solucdo salina e
bucindolol; MCT: animais que receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam
monocrotalina e bucindolol.

4.2 Lipoperoxidacao

A peroxidacdo lipidica foi avaliada através da formacdo de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS) (Figura 3). Ndo foram observadas diferencas significativas
entre os grupos (P>0,05).
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Figura 3. Medida de lipoperoxidagéo, avaliada pelo método das substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico
(TBARS) em homogeneizado de pulmado de ratos Wistar machos. Os animais receberam injecdo Unica de
monocrotalina (60 mg/kg. i.p.) ou salina e ap6s 14 dias foram tratados com bucindolol (2 mg/kg/dia, i.p.) ou
veiculo durante 7 dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. Os dados estdo expressos
como média + desvio padrdo de 4 a 6 animais por grupo. Foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) de duas
vias. Ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos (P>0,05).CTR: animais que receberam
solucdo salina e veiculo; BCD: animais que receberam solugdo salina e bucindolol; MCT: animais que
receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolol.

4.3 Expressao de receptores da ET-1 e da enzima eNOS

No grupo MCT, foi encontrada uma maior expresséo (95%) de ET-A (Figura 4A) em
relacdo ao grupo CTR (P=0,007). O bucindolol foi capaz de reverter esse aumento, uma vez
que o grupo M+B apresentou expressédo significativamente menor (32%) que o grupo MCT
(P=0,044). A expressdo de ET-B (Figura 4B) foi menor (43%) nos animais que receberam
monocrotalina (MCT e M+B) em relacdo aos controles (CTR e BCD) (P<0,001).
Separadamente, o grupo MCT teve menor expressdo (49%) de ET-B que o grupo CTR
(P=0,001), assim como o grupo M+B em relacdo ao grupo BCD (38%) (P=0,005).

A medida da razdo de ET-A/ET-B (Figura 4C) esteve bastante aumentada (140%) nos
animais que receberam monocrotalina (MCT e M+B) em relacdo aos controles (CTR e BCD)
(P<0,001). O grupo MCT apresentou maior razdo (328%) ET-A/ET-B em relacdo ao grupo
CTR (P<0,001), o que nédo foi observado comparando os grupos M+B e BCD (P=0,352). O
grupo M+B, contudo, teve menor razdo (50%) ET-A/ET-B do que o grupo MCT (P=0,001),

indicando um efeito protetor do bucindolol quanto ao remodelamento vascular.
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Figura 4. Expressédo de receptores da ET-1 e eNOS em homogeneizado de pulmao de ratos Wistar machos. A)
receptor A da ET-1 (ET-A), B) receptor B da ET-1 (ET-B), C) razdo entre a expressao de ET-A/ET-B e D) 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS). Os animais receberam inje¢do Unica de monocrotalina (60 mg/kg. i.p.) ou
salina e apo6s 14 dias foram tratados com bucindolol (2 mg/kg/dia, i.p.) ou veiculo durante 7 dias. Resultados
foram medidos ao final do protocolo experimental. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo de 3 a
5 animais por grupo. Foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls.CTR: animais que receberam solucdo salina e veiculo; BCD: animais que receberam solucéo
salina e bucindolol; MCT: animais que receberam monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam
monocrotalina e bucindolol.

* Grupos MCT e M+B diferem significativamente em relagdo aos grupos CTR ¢ BCD (ET-B: P<0,001; Raz&o
ET-A/ET-B: P<0,001; eNOS: P<0,001).

V Grupo MCT difere significativamente em relacdo ao grupo CTR (ET-A: P=0,007; ET-B: P=0,001; Razdo
ET-A/ET-B: P<0,001; eNOS: P<0,001).

t Grupo M+B difere significativamente em relacdo ao grupo MCT (ET-A: P=0,044; Razdo ET-A/ET-B:
P=0,001).

* Grupo MCT+BCD difere significativamente em relacdo ao grupo CTR+BCD (ET-B: P=0,005; eNOS:
P<0,001).

Quanto a expressdo da enzima eNOS (Figura 4C), os grupos que receberam
monocrotalina (MCT e M+B) apresentaram diminuicao (76%) em relacdo aos controles (CTR
e BCD) (P<0,001). O tratamento com bucindolol ndo foi capaz de reverter essa diminuicao de

expressdo da eNOS dos animais M+B em relagdo aos do grupo MCT (P=0,919).
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4.4 Parametros histoldgicos

Cortes histoldgicos de artéria pulmonar foram analisados quanto a espessura da parede
da artéria pulmonar e a presenca de infiltrado inflamatério. A medida de espessura foi feita
subtraindo a menor espessura da maior espessura do vaso, de modo que o0 valor expresso se
refere ao delta de espessura da parede vascular (Figura 5A e 5C). O grupo MCT apresentou
maior espessura (46%) que o grupo CTR (P=0,003). Interessantemente, o bucindolol foi
capaz de reverter esse aumento de espessura da camada média, visto que o grupo M+B
apresentou menor espessura (33%) que o grupo MCT (P=0,014).

Dos grupos que receberam monocrotalina (MCT e M+B), 67% dos animais
apresentaram presenca de infiltrado inflamatério (Figura 5B e 5D), enquanto no grupo CTR o
percentual foi de 17% e no grupo BCD nenhum animal apresentou células inflamatorias na
artéria pulmonar. O bucindolol parece ndo reverter a inflamacdo local instalada pela
monocrotalina, visto que ambos grupos (MCT e M+B) apresentaram 67% dos animais com
infiltrado inflamatdrio neste tecido.
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Figura 5. Parametros histoldgicos da artéria pulmonar de ratos Wistar machos.A) Espessura da camada média
(diferenca entre espessura maior e espessura menor de cada anel), em mm. Os dados estdo expressos como
média * desvio padrdo de 6 a 10 animais por grupo. Foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) de duas vias,
seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. B) Presenca de infiltrado inflamatério nos anéis.C e D)Fotos
representativas de cortes histoldgicos de artéria pulmonar,corados com HE, aumento de 10x, dos grupos MCT e
M+B, onde as setas indicam infiltrado inflamatério. Os dados estdo expressos pela percentagem de animais, 6 a
9 animais por grupo, com presenca de infiltrado inflamatorio. As variaveis categdricas foram analisadas de modo
descritivo e estdo apresentadas como frequéncia relativa.Os animais receberam injecdo Unica de monocrotalina
(60 mg/kg. i.p.) ou salina e ap6s 14 dias foram tratados com bucindolol (2 mg/kg/dia, i.p.) ou veiculo durante 7
dias. Resultados foram medidos ao final do protocolo experimental. CTR: animais que receberam solucéo salina
e veiculo; BCD: animais que receberam solucdo salina e bucindolol; MCT: animais que receberam
monocrotalina e veiculo; MCT+BCD: animais que receberam monocrotalina e bucindolol.

V Grupo MCT SEM BCD difere significativamente em relagdo ao grupo CTR SEM BCD (P=0,003).
+ Grupo MCT+BCD difere significativamente em relagdo ao grupo MCT SEM BCD (P=0,014).



4.5 Correlacoes

Foram encontradas correlacdes (Tabela 2) entre diversos resultados ja apresentados. A
atividade de GPx e SOD estiveram correlacionadas significativamente de maneira positiva
(P=0,001). Ademais, a atividade de GPx esteve correlacionada de maneira negativa com a
lipoperoxidacdo medida pelo TBARS(P=0,009). A expressdo de ET-A e a razdo ET-A/ET-B
estiveram correlacionadas positivamente com a espessura da camada média vascular
(P=0,044 e P=0,040, respectivamente). Outra correlacdo inversa encontrada foi entre a

expressdo da eNOS e a presenca de infiltrado inflamatério (P=0,006).

Tabela 2. Correlagdes entre resultados obtidos.

Fatores n r P
Atividade de GPx e atividade de SOD 22 0,624 0,001
Atividade de GPx e TBARS 22 -0,539 0,009
Expressdo de ET-A e espessura da camada média vascular 14 0,545 0,044
Razdo ET-A/ET-B e espessura da camada média vascular 11 0,624 0,040
Expressdo da eNOS e presenga de infiltrado inflamatério 14 -0,689 0,006

n = nimero amostral; r = coeficiente de correlagdo; GPx = glutationa peroxidase; SOD = superdxido dismutase;
ET-A = receptor A da endotelina-1; ET-B = receptor B da endotelina-1; eNOS = dxido nitrico sintase endotelial.
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5 DISCUSSAO

Esse estudo demonstra, pela primeira vez, os efeitos do B-bloqueador bucindolol sobre
a expressdo dos receptores da endotelina-1 (ET-A e ET-B) e sua relacdo com a espessura da
parede da artéria pulmonar em modelo de HAP. O bucindolol foi capaz de diminuir a razdo
dos receptores ETA/ETB na vasculatura pulmonar e assim, reverter o remodelamento da
artéria pulmonar.

O modelo experimental de HAP induzida por monocrotalina reproduz as principais
caracteristicas da HAP idiopética em humanos®. A administracio deste alcaloide vegetal leva
a disfuncdo endotelial e consequente remodelamento das artérias e arteriolas pulmonares,
resultando no aumento na RVP e mPAP®*. O aumento da RVP induz uma sobrecarga ao VD,
que sofre hipertrofia mal-adaptativa e evolui para IC, quadro denominado cor pulmonale®. De
fato, as alteracBGes bioquimicas, morfologicas e de imunoconteddo observadas no presente
estudo estdo de acordo com a literatura, confirmando que este modelo foi reproduzido com
sucesso’®*. As alteracOes encontradas no VD sdo o0 alvo das pesquisas atuais, sendo escassos
os estudos que demonstrem a perda da homeostase do tecido pulmonar e sua modulacédo a
partir de novas abordagens terapéuticas. Nesse estudo, foram avaliados os efeitos do B-
bloqueador bucindolol sobre componentes do sistema de sinalizagdo das moléculas vasoativas
e enzimas antioxidantes do tecido pulmonar em modelo de HAP.

A administracdo da monocrotalina promove um dano as artérias e arteriolas
pulmonares, e as consequéncias desse processo sdo a producdo prejudicada de NO e

aumentada de ET-1%°

. A producdo diminuida de NO foi observada através da menor
expressdo de eNOS no pulméo dos animais com HAP. Essa enzima estimula a sintese da
molécula vasodilatadora e anti-inflamatéria NO no endotélio vascular.Sabe-se que 0s
receptores da ET-1, ET-A e ET-B, tém papel importante na progressdo da doenca. O ET-A
teve sua expressao aumentada no tecido pulmonar dos animais que receberam monocrotalina.
Visto que o ET-A esta presente nas células do musculo liso vascular e medeia vasoconstricéo,
a ligacédo da ET-1 a esse receptor parece ser um dos mecanismos desencadeadores da doenca,
0 que esta de acordo com a literatura®’. Por outro lado, foi encontrada menor expressdo de
ET-B, receptor associado ao clearance da ET-1 e a vasodilatacdo. Esses resultados sugerem
aumento de ET-1 circulante no tecido pulmonar®® desses animais e, consequentemente, maior
estimulo para a proliferacdo da musculatura lisa e ac&o inflamatéria local** *.0 aumento na
razdo ET-A/ET-B, encontrada nos animais que receberam monocrotalina, estd igualmente

13; 39

relacionado ao maior remodelamento vascular De fato, foi observado aumento
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significativo na espessura da parede da artéria pulmonar desses animais, parametro
diretamente associado a hipertrofia da tunica media, ao remodelamento da adventicia e a
formacédo de neointima®*.

Niveis aumentados de ET-1 e diminuidos de NO também estdo associados a elevados
niveis de O, 'na HAP, acarretando a perda do equilibrio redox e consequente estresse
oxidativo*®” *. Entre os mecanismos de defesa antioxidante que metabolizam o O, esta a
SOD*, cuja atividade foi aumentada nos animais que receberam monocrotalina. Um aumento
na atividade de SOD sugere um aumento de seu produto, H,O,, advindo da dismutagdo do
0O.". As enzimas GPx e CAT impedem o acumulo de H,0,, promovendo sua catalise até
H,O®. Na avaliacdo da atividade dessas enzimas, foi encontrado aumento de atividade da
GPx nos animais que receberam monocrotalina, porém nao foram observadas diferencas entre
0s grupos na atividade da CAT. Foram avaliadas também a expressdo dessas trés enzimas,
porém ndo foram observadas diferencas entre os grupos. Sabe-se que a enzima GPx €
estimulada na presenca de estresse oxidativo leve. Caso isso ndo ocorra, a CAT € a enzima
que atua sobre o H,O, quando em maiores concentragdes*’. Sendo assim, nesta janela
temporal de 21 dias, ndo podemos afirmar que houve estresse oxidativo pulmonar, uma vez
que as defesas enziméticas também estavam elevadas. Corroborando com esta afirmacéo esta
a avaliacdo da lipoperoxidacgdo, provocada, entre outros, pelo aumento dos niveis de O,", que
néo foi alterada nos animais com HAP.

Modelos experimentais demonstram beneficios do uso de B-bloqueadores na HAP,

10; 45 46 Nao obstante a

contudo, as respostas encontradas, a longo prazo, sdo incertas
evidéncia substancial de seus efeitos benéficos associados a possivel hipotensdo sistémica,
seu uso atualmente ndo é recomendado®” *3. Todavia, em recente pesquisa, o bucindolol
promoveu, atraveés da modulacdo do SNA, melhora da funcéo sistolica e foi capaz de atenuar
as alteracdes hemodindmicas sem causar hipotensdo nos animais, além de promover reducao
na mPAP e RVP% ¥,

No presente estudo, os animais com HAP tratados com bucindolol apresentaram
reducdo nos niveis de ET-A. Porém, o tratamento ndo alterou a expressdo de ET-B. Esses
resultados, contudo, levaram a uma diminuicao significativa na razdo ET-A/ET-B nos animais
tratados com o PB-bloqueador, indicando uma possivel reversdo do remodelamento vascular
adverso e espessamento vascular. Isso, de fato, foi observado, uma vez que o grupo M+B
apresentou menor espessura da artéria pulmonar em relacdo ao grupo MCT*. O infiltrado

inflamatorio, observado na artéria pulmonar dos animais que receberam monocrotalina, ndo
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foi diminuido pelo bucindolol. Relacionada ao aumento do infiltrado inflamatorio esta a
diminuicdo da expressdo da eNOS encontrada nos animais com HAP. O produto dessa
enzima, o NO, é uma molécula com propriedades anti-inflamatorias, e sua modulagdo também
ndo ocorreu ap6s o tratamento com bucindolol. Esse resultado era esperado, uma vez que o -
bloqueador ndo atua em B3, receptor relacionado a modulagdo da eNOS*. Da mesma forma,
o0 tratamento ndo alterou a atividade e a expressao das enzimas antioxidantes, assim como 0s
niveis de lipoperoxidacdo, resultado esperado visto que o bucindolol ndo apresenta atividade
antioxidante®.

O presente estudo demonstra que o B-bloqueador bucindolol foi capaz de reverter o
aumento da espessura da parede da artéria pulmonar, possivelmente através da modulagdo da
expressao do receptor A de endotelina-1. Provavelmente, este € o mecanismo pelo qual o
bucindolol atua na diminuicdo da mPAP e da RVP, encontrados por Lima-Seolin'®. Mais
estudos sdo necessarios para avaliacdo dos exatos mecanismos pelos quais o bucindolol
exerce seus efeitos cardioprotetores, observados em estudos prévios do nosso grupo™. A
avaliacdo dos niveis plasmaticos de ET-1, acompanhado da mensuracdo dos niveis do anion
superdxido e reatividade da artéria pulmonar poderdo acrescer no entendimento dos efeitos

benéficos do bucindolol em animais com hipertenséo arterial pulmonar.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nesse trabalho foi possivel observar alteracdes estruturais da tdnica média da artéria
pulmonar e presenca de células inflamatdrias nesse vaso nos animais que receberam
monocrotalina. O B-bloqueador bucindolol foi capaz de reverter 0 espessamento da camada
média da artéria pulmonar, porém nao teve influéncia sobre o infiltrado inflamatério na AP
dos animais tratados. Quanto a expressdo dos receptores da endotelina-1 no parénquima
pulmonar, o ET-A esteve aumentado nos animais que receberam a monocrotalina, parametro
que foi revertido pelo tratamento com bucindolol. O ET-B esteve diminuido nos animais que
receberam monocrotalina, porém o bucindolol ndo teve influéncia na expressdo desses
receptores. A razdo ET-A/ET-B esteve aumentada nos animais doentes, sendo um indicativo
de proliferacdo da musculatura lisa e de remodelamento vascular. O bucindolol foi capaz de
reverter essa medida, indicando menor remodelamento e diminuicdo da camada muscular. A
monocrotalina levou a diminuicdo na expressdo de eNOS, parametro que nao sofreu alteracao
apos administracdo do bucindolol. Acerca da atividade de enzimas antioxidantes, 0s animais
doentes apresentam maior atividade da SOD e da GPx, porém nenhum alteracdo na atividade
da CAT. O tratamento com bucindolol ndo afetou a atividade enzimatica. Se houve alteracédo
na atividade enzimatica, por outro lado, ndo foram observadas alteragfes quanto a expresséo
das enzimas SOD-1, CAT e GPx. Tanto a monocrotalina quanto o bucindolol ndo
promoveram alteracao nos niveis de lipoperoxidagéo.

As perspectivas desse trabalho incluem a dosagem da ET-1 no plasma, medida de
nitritos e nitratos plasmaticos, avaliacdo da reatividade vascular da artéria pulmonar,
avaliacdo da sobrevida dos animais tratados com bucindolol, avaliagdo da atividade simpética

e parassimpatica e dosagem sérica de noradrenalina e adrenalina.
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the submitted manuscript is likely to lead to requests for revision of the work or, at worst, rejection.

BEFORE YOU BEGIN

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
https://www.elsevier.com/publishingethics and https://www.elsevier.com/journal-authors/ethics.

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that
the work described has been carried out in accordance with The Code of Ethics
of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving
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humans, http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html; Uniforrn Regquirements
for manuscripts submitted to Biomedical journals, http://www.icmje.org. Authors should include a
statement in the manuscript that informed consent was obtained for experimentation with human
subjects. The privacy rights of human subjects must always be observed.

All animal experiments should be carried out in accordance with the U.K. Animals (Scientific
Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments,
or the National Institutes of Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications
No. 8023, revised 1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such
guidelines have been followed. All animal studies need to ensure they comply with the ARRIVE
guidelines. More information can be found at http://www.nc3rs.org.uk/page.asp?id=1357.

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including
any financial, perscnal or other relationships with other people or organizations within
three vyears of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or
be perceived to influence, their work. See also https://www.elsevier.com/conflictsofinterest.
Further information and an example of a Conflict of Interest form can be found at:
http://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/supporthub/publishing.

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

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

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

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

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

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive
License Agreement' (for more information see https://www.elsevier.com/OAauthoragreement).
Permitted third party reuse of open access articles is determined by the author's choice of user license
(see https://www.elsevier.com/openaccesslicenses).
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Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. For more
information see https://www.elsevier.com/copyright.

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

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors
to comply with their funder's open access policies. Some authors may also be reimbursed
for associated publication fees. To learn more about existing agreements please visit
https://www.elsevier.com/fundingbodies.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

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

e An open access publication fee is payable by authors or on their behalf (e.g. by their research
funder or institution).

Subscription

» Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our universal access programs (https://www.elsevier.com/access).

+ No open access publication fee payable by authors.

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

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

Creative Commons Attribution (CC BY)

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

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

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

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

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

This journal has an embargo period of 12 months.
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The Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) is an online platform offering free
lectures, interactive training and professional advice to support you in publishing your research. The
College of Skills training offers modules on how to prepare, write and structure your article and
explains how editors will look at your paper when it is submitted for publication. Use these resources,
and more, to ensure that your submission will be the best that you can make it.

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific
English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop (http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
(http://support.elsevier.com) for more information.

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

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

PREPARATION

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

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

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

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

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

Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text
in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file.
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Use of word processing software

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

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

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

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

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

Results
Results should be clear and concise.

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

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

Appendices

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

o Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

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

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

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

The abstract should have 100-200 words.

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

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

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

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

Chemical compounds studied in this article

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

More information is available at: https://www.elsevier.com/PubChem.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

General points

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

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

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

* Use a logical naming convention for your artwork files.

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

* For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

¢ Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.
A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

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

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

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

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi
is required.

Please do not:

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

¢ Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

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

Figure captions

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

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

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

Citation in text

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

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

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full citation
details are not yet known, but the article is available online. A DOI is guaranteed never to change,
SO you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a citation using DOI
for an article not yet in an issue is: VanDecar 1.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M.
(2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal
of Geophysical Research, http://dx.doi.org/10.1029/2001JB000884i. Please note the format of such
citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

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

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

Reference management software

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

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

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

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

Reference formatting

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

Reference style

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

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

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

Examples:

Reference to a journal publication:

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

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

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

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

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

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

Supplementary material can support and enhance your scientific research. Supplementary files
offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Please note that such items are published online exactly
as they are submitted; there is no typesetting involved (supplementary data supplied as an Excel
file or as a PowerPoint slide will appear as such online). Please submit the material together with the
article and supply a concise and descriptive caption for each file. If you wish to make any changes to
supplementary data during any stage of the process, then please make sure to provide an updated
file, and do not annotate any corrections on a previous version. Please also make sure to switch
off the '"Track Changes' option in any Microsoft Office files as these will appear in the published
supplementary file(s). For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers access to
relevant databases that help to build a better understanding of the described research. Please refer
to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See https://www.elsevier.com/databaselinking for more
information and a full list of supported databases.

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

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

¢ E-mail address
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* Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

* Keywords

« All figure captions

» All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

¢ Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)

Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white

* Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

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

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

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used
for sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the
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