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Resumo

Introducdo: Sendo uma doenca caracterizada pelo aumento da resisténcia vascular
pulmonar e disfuncéo cardiaca direita, a hipertensao arterial pulmonar (HAP) também é
marcada pela perturbacdo da homeostase redox e mitocondrial. Objetivo: Este trabalho
teve como objetivo a investigacao destas alteragBes no ventriculo direito (VD), no cérebro
e nas vesiculas extracelulares (EVs) circulantes de ratos com HAP induzida por
monocrotalina (MCT). Além disso, em camundongos com HAP induzida por MCT,
foram investigados os possiveis efeitos protetores de dois tratamentos: EVs derivadas de
células-tronco mesenquimais (MSCs) e superexpressdo da superdxido dismutase
mitocondrial (MnSOD). Métodos: Na primeira etapa deste trabalho, ratos machos foram
divididos em grupo Controle e MCT, e a doenca foi induzida pela injecdo Unica
intraperitoneal de MCT (60 mg/kg). As avaliagdes hemodinamicas e morfométricas e a
coleta dos 6rgdos foi realizada ap6s 21 dias. Ap0s isto, as EVs foram isoladas a partir do
sangue destes animais e foram preparadas, juntamente com o VD e o cérebro, para as
analises dos parametros redox e mitocondriais. Na segunda etapa, camundongos de
ambos os sexos foram divididos em grupo Controle, MCT, Controle + EVs e MCT +
EVs, a doenca foi induzida pela injecdo semanal subcutanea de MCT (60 mg/kg) e o
tratamento foi feito por injecdo intravenosa semanal de MSC-EVs (de medula 6ssea
humana) (3 x 108 particulas/ml) 24 apds cada injecio de MCT/veiculo, durante 4 semanas.
Por fim, na terceira etapa, camundongos de ambos 0s sexos transgénicos foram divididos
em grupo MnSODVE-NE (expressdo normal da MnSOD) e MnSODVE-OE
(superexpressdo da MnSOD), e a doenga foi induzida pela injecdo semanal subcutanea de
MCT (60 mg/kg) durante 4 semanas. Ao final deste periodo, em ambas as etapas, foi
realizada a ecocardiografia e os 6rgdos foram coletados para posteriores analises
morfométricas, histoldgicas e bioquimicas. Resultados e discussdo: Na primeira etapa,
foi observado um estado redox oxidativo no VD dos animais doentes, bem como o
prejuizo na funcdo de moléculas relacionadas a homeostase mitocondrial. Este mesmo
perfil foi observado nas EVs circulantes destes animais. Por outro lado, no cérebro, as
analises dos parametros redox indicaram um ambiente celular pouco oxidativo. Alem
disso, houve uma preservacdo da homeostase mitocondrial e do metabolismo energético
celular neste tecido. Na segunda e terceira etapas, ambos os tratamentos foram capazes
de impedir o desenvolvimento da HAP, uma vez que os animais do grupo MCT + EVs

(na segunda etapa) e do grupo MnSODVE-OE (na terceira etapa) ndo apresentaram



aumento significativo da resisténcia vascular pulmonar e da hipertrofia do VD,
preservando o fluxo pela artéria pulmonar e a funcdo cardiaca direita. Em ambas as
etapas, este efeito benéfico foi relacionado com as diferencas na expressdo de proteinas
envolvidas com o metabolismo energético das células, como a GSK-3f3, a FOXO1l e a
CPT1A, avaliadas no tecido pulmonar, que parecem indicar a preservacdo do
metabolismo energético normal celular pelo tratamento com as MSC-EVs e a
superexpressdo da MnSOD, ao invés da mudanca metabolica caracteristica da HAP.
Conclusao: A funcdo cardiopulmonar esta severamente afetada pela HAP, com impacto
sobre 0 metabolismo redox e mitocondrial celular no VD. Este estimulo parece alterar o
conteddo das EVs circulantes e estas, por sua vez, atuam como comunicadoras
interdrgdos para sinalizar o aumento de proteinas envolvidas na manutengdo da
homeostase redox e mitocondrial. Com base nisto, ambos os tratamentos com MSC-EVs
e com superexpressdo da MnSOD foram eficazes em proteger a funcao cardiopulmonar
e impedir o desenvolvimento da HAP, através da preservacdo do metabolismo energético
em favor da fosforilacdo oxidativa.

Palavras-chave: Hipertensdo arterial pulmonar; Vesiculas extracelulares; Disfungdo
mitocondrial; Estresse oxidativo; Células-tronco mesenquimais; Superexpressao da
MnSOD.



Abstract

Introduction: Being a disease characterized by increased pulmonary vascular resistance
and right heart dysfunction, pulmonary arterial hypertension (PAH) is also marked by
disturbance of redox and mitochondrial homeostasis. Objective: This study aimed to
investigate these changes in the right ventricle (RV), brain and circulating extracellular
vesicles (EVs) of rats with monocrotaline-induced PAH (MCT). Furthermore, in mice
with MCT-induced PAH, the possible protective effects of two treatments were
investigated: EVs derived from mesenchymal stem cells (MSCs) and overexpression of
mitochondrial superoxide dismutase (MnSOD). Methods: In the first stage of this work,
male rats were divided between Control and MCT groups, and the disease was induced
by a single intraperitoneal injection of MCT (60 mg/kg). Hemodynamic and
morphometric evaluations and organ collection were performed after 21 days. After that,
the EVs were isolated from the blood of these animals and were prepared, together with
the RV and the brain, for the analysis of redox and mitochondrial parameters. In the
second stage, mice of both sexes were divided into Control, MCT, Control + EVs and
MCT + EVs, the disease was induced by the weekly subcutaneous injection of MCT (60
mg/kg), and the treatment was performed by weekly intravenous injection of MSC-EVs
(from human bone marrow) (3 x 10° particles/ml), 24h after each MCT/vehicle injection,
for 4 weeks. Finally, in the third stage, transgenic mice of both sexes were divided into
groups MnSODVE-NE (normal expression of MnSOD) and MnSODVE-OE
(overexpression of MnSOD), and the disease was induced by the weekly subcutaneous
injection of MCT (60 mg/kg) for 4 weeks. At the end of this period, in both stages,
echocardiography was performed, and the organs were collected for further
morphometric, histological, and biochemical analyses. Results and discussion: In the
first stage, an oxidative redox state was observed in the RV of the sick animals, as well
as the impairment in the function of molecules related to mitochondrial homeostasis. This
same profile was observed in the circulating EVs of these animals. On the other hand, in
the brain, analyzes of redox parameters indicated a low oxidative cellular environment.
In addition, there was a preservation of mitochondrial homeostasis and cellular energy
metabolism in this tissue. In the second and third stages, both treatments were able to
prevent the development of PAH, since the animals in the MCT + EVs group (second
stage) and the MnSODVE-OE group (third stage) prevented the increase in pulmonary
vascular resistance and hypertrophy of the RV, preserving the flow through the



pulmonary artery and the right heart function. In both stages, this beneficial effect was
related to differences in the expression of proteins involved in the energy metabolism of
cells such as GSK-3B, FOXO1 and CPT1A, evaluated in lung tissue, which seem to
indicate the preservation of normal cellular energy metabolism performed by treatment
with MSC-EVs and MnSOD overexpression, rather than of the characteristic metabolic
change in PAH. Conclusion: Cardiopulmonary function is severely affected by PAH,
with an impact on cellular redox and mitochondrial metabolism in the RV. This stimulus
seems to alter the content of circulating EVs and these, in turn, act as interorgan
communicators to signal the increase of proteins involved in the maintenance of redox
and mitochondrial homeostasis. Based on this, both treatments with MSC-EVs and
MnSOD overexpression were effective in protecting cardiopulmonary function and
preventing the development of PAH, by preserving energy metabolism in favor of

oxidative phosphorylation.

Key words: Pulmonary arterial hypertension; Extracellular vesicles; Mitochondrial
dysfunction; Oxidative stress; Mesenchymal stromal cells; MnSOD overexpression.
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camundongos dos quatro grupos experimentais.

Figura 16. Efeito do tratamento com MSC-EVs sobre a expressao das proteinas MnSOD,
CPT1A, GSK3p e FOXO1 no tecido pulmonar de animais com HAP induzida por MCT.
Figura 17. Efeito do tratamento com MSC-EVs sobre a expressdo da SIRT1 nas EVs
circulantes dos camundongos com HAP induzida por MCT.

Figura 18. Efeito da superexpressdo da MnSOD sobre a hemodindmica da artéria

pulmonar em animais com HAP induzida por MCT.
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Figura 19. Efeito da superexpressdo da MnSOD sobre o remodelamento vascular
pulmonar em animais com HAP induzida por MCT.

Figura 20. Efeito da superexpressdo da MnSOD sobre a fungéo do ventriculo direito em
animais com HAP induzida por MCT.

Figura 21. Efeito da superexpressdo da MnSOD sobre a pressdo sistolica e a hipertrofia
cardiaca direita em animais com HAP induzida por MCT.

Figura 22. Panorama geral dos resultados apresentados neste trabalho.
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1. Introducéo

1.1. Hipertensdo pulmonar

A hipertensdo pulmonar (HP) é uma condicdo patoldgica definida pela pressédo
média da artéria pulmonar (mMPAP) maior que 25 mmHg em repouso [Fazal et al., 2021].
De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a HP foi classificada em cinco
grupos: Grupo 1 - hipertensdo arterial pulmonar (HAP); Grupo 2 — HP devido a doenca
cardiaca esquerda; Grupo 3 — HP induzida por doencas pulmonares ou hipdxia; Grupo 4
— HP causada por obstrugdes em artérias pulmonares; Grupo 5 — HP devido a mecanismos
multifatoriais ou de causa desconhecida [Fazal et al., 2021]. Estima-se que 1% da
populacdo mundial sofre com um tipo de HP, mas a incidéncia sobe para até 10% se

considerados apenas individuos com mais de 65 anos [Hoeper et al., 2016].

1.2. Hipertensao arterial pulmonar

A HAP ¢é uma doenca que pertence ao grupo 1 da HP e € definida ndo s6 pela
mPAP >25 mmHg em repouso, mas também pela pressao de oclusdo da artéria pulmonar
expiratoria final (PAWP) > 15 mmHg e resisténcia vascular pulmonar (RVP) > 3 unidades
Wood [Kovacs et al., 2018]. A HAP tem caréater progressivo e incapacitante, e acomete
de 15-50 pessoas a cada milhdo de habitantes nos Estados Unidos e na Europa [Levine,
2021], sendo considerada uma doenga rara. No restante do mundo, entretanto, a
incidéncia da doenca pode ser maior, uma vez que esta associada a esquistossomose,
doenca endémica em diversas regides e paises em desenvolvimento, e considerada uma
das principais causas de HAP em todo o globo [Piscoya Roncal et al., 2019]. No Brasil,
a esquistossomose é um grande problema de salde publica, sendo responsavel por até
25% dos casos de HAP [Piscoya Roncal et al., 2019]. Desta forma, pode-se considerar
uma maior prevaléncia da HAP no Brasil em relacdo aos Estados Unidos e Europa, mas
ainda n&o h& um cadastro nacional que permita a investigacdo epidemioldgica da doenca
no pais.

A HAP pode ser causada por diversos fatores, além da esquistossomose, e €
classificada conforme a causa associada ao seu desenvolvimento, apesar de todas as

formas apresentarem patofisiologia, caracteristicas clinicas e tratamentos similares
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[Levine, 2021; Simonneau et al., 2019]. A classificacdo da doenca estd apresentada na
tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo da hipertensdo arterial pulmonar.

1. Hipertenséo arterial pulmonar (HAP)
1.1. HAP idiopética
1.2. HAP hereditaria
1.3. HAP induzida por drogas ou toxinas
1.4. HAP associada com:
1.4.1. Doenca do tecido conjuntivo
1.4.2. HIV
1.4.3. Hipertenséo portal
1.4.4. Doencas cardiacas congénitas
1.4.5. Esquistossomose
1.5.  HAP de resposta de longo prazo aos bloqueadores dos canais de célcio
1.6. HAP com caracteristicas evidentes de PVOD/PCH
1.7.  HARP persistente da sindrome do recém-nascido

Classificacdo de acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde. PVOD: doenca veno-

oclusiva pulmonar; PCH: hemangiomatose capilar pulmonar.

A incidéncia de HAP na populacdo também varia conforme a idade, género e
etnia. De acordo com o mais recente registro REVEAL (Registro para avaliar 0 manejo
de curto e de longo prazo da HAP), feito nos Estados Unidos, a idade média dos
individuos com esta doenca € de 53 anos (+ 14 anos) e, além disso, ha uma prevaléncia
maior em caucasianos e em pessoas de sexo biolégico feminino (4,8:1 em relagdo a
pessoas de sexo biolégico masculino) [Prins and Thenappan, 2016]. Essa grande
diferenca de prevaléncia em relacdo ao género gera um paradoxo que ainda é alvo de
discussao entre pesquisadores em todo o mundo. O motivo disso é que, embora haja um
risco maior de desenvolvimento da doenga em individuos de sexo biolégico feminino, a
sobrevida destas pessoas ap0s o diagnostico também é maior [Morris et al., 2021], e
acredita-se que isto é devido a uma melhor funcgéo cardiaca observada [Keen et al., 2021].
Essas diferencas, entretanto, diminuem significativamente ap6s os 45 anos de idade,

periodo em que, geralmente, inicia-se a menopausa e a producdo de estrogénio €
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diminuida, sugerindo que este hormonio estd envolvido tanto no desenvolvimento da
HAP quanto na cardioprotegao que confere maior taxa de sobrevida para pessoas de sexo
bioldgico feminino em relagdo as de sexo bioldgico masculino [Keen et al., 2021; Morris
etal., 2021].

1.2.1. Fisiopatologia da HAP

A fisiopatologia da HAP é complexa, uma vez que envolve diversos mecanismos
que afetam diferentes tipos celulares da vasculatura pulmonar. Estas alteracdes na
vasculatura pulmonar sdo denominadas como remodelamento vascular pulmonar e séo
responsaveis pelo aumento da RVP e da mPAP, que, por sua vez, levam ao aumento da
po6s-carga imposta ao ventriculo direito (VD), promovendo hipertrofia e disfuncéo do VD
e podendo levar a insuficiéncia cardiaca [Fazal et al., 2021; Morris et al., 2021].

O remodelamento vascular pulmonar é caracterizado pelo espessamento das
camadas média e adventicia do musculo liso vascular e da muscularizacdo distal das
arteriolas pré-capilares. Além disso, ha o aparecimento de uma camada neointima, que
causa oclusdo da luz do vaso, o aparecimento de lesfes plexiformes e um progressivo
espessamento das paredes da artéria pulmonar [Fazal et al., 2021]. Pesquisadores
atribuem este espessamento ao comportamento das células do mdsculo liso da artéria
pulmonar (PASMCs), que seria semelhante ao comportamento de células cancerosas, uma
vez que ha a proliferacdo descontrolada destas células e resisténcia a apoptose [Grobs et
al., 2021]. A mudanca para este estado hiperproliferativo das células da vasculatura
pulmonar estd associada a superexpressdo de citocinas pro-inflamatérias, como a
interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e de fatores de
crescimento, ja observada em individuos com a doenca, como o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), a endotelina (ET), a serotonina (5-HT), o fator de
crescimento transformante beta (TGF-B), a angiopoietina 1 (Ang-1), o fator de
crescimento epidermal (EGF) e o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) [Fazal et al.,
2021; Grobs et al., 2021].

Além disso, outro aspecto muito importante envolvido no processo de
remodelamento vascular pulmonar ¢é a disfuncdo endotelial. As células endoteliais sdo
consideradas as principais reguladoras da funcdo e da homeostase vascular e estdo

localizadas entre o lUmen e a parede dos vasos sanguineos [Park and Park, 2015; Shimoda
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and Laurie, 2013]. Sendo assim, estas células sdo responsaveis por manter o equilibrio
entre vasoconstritores, como a endotelina 1 (ET-1), a angiotensina Il (AT-Il), o
tromboxano A2 (TXA:) e a prostaglandina H2 (PGH>), e vasodilatadores, como o éxido
nitrico (NO), o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e a prostaciclina
(PGIy) [Fazal et al., 2021; Park and Park, 2015]. Durante o desenvolvimento da HAP, este
equilibrio é prejudicado pela disfuncéo endotelial, que se reflete na reducéo da expressao
de vasodilatadores e aumento da expressdo de vasoconstritores. Dessa forma, tanto a
disfuncdo das PASMCs quanto a disfuncdo das células endoteliais contribuem para o
estado de vasoconstri¢do cronica caracteristico da HAP, levando a diminuicdo do Iimen
vascular e, consequentemente, ao aumento da resisténcia vascular pulmonar [Fazal et al.,
2021; Levine, 2021].

1.2.1.1. Disfuncéo cardiaca como consequéncia do remodelamento vascular pulmonar

Ainda que o processo patologico da HAP seja iniciado pela disfuncéo das células
musculares lisas e endoteliais pulmonares, a principal causa de morte dos pacientes se da
em razdo da insuficiéncia cardiaca iniciada no VD [Prins and Thenappan, 2016]. De fato,
a insuficiéncia cardiaca direita é, na maioria das vezes, uma consequéncia do aumento da
poOs-carga imposta pela circulacdo pulmonar ao VD, uma vez que, para ejetar o sangue
venoso a ser oxigenado nos pulmdes, esta cdmara cardiaca precisa superar a resisténcia
média dos vasos pulmonares [El Hajj et al., 2020].

Na HAP, a elevacdo da pds-carga em decorréncia do progressivo aumento da RVP
faz com que o VD precise aumentar sua forca de ejecdo. Para isso, ha um processo de
remodelamento do musculo cardiaco direito, caracterizado pela hipertrofia das fibras
[Prins and Thenappan, 2016]. Inicialmente, este processo € considerado adaptativo, ou
homeométrico, uma vez que ocorre aumento da espessura da parede ventricular de forma
compensatdria (caracterizando uma hipertrofia concéntrica, com pouca alteracdo do
didmetro do ventriculo), permitindo o aumento da contratilidade, mantendo o débito
cardiaco e minimizando o estresse de parede ventricular [Cassady and Ramani, 2020].
Esta resposta de aumento da contratilidade para se adequar ao aumento da pds-carga €
chamada de “acoplamento” entre o VD e a circulagdo pulmonar, ou, ainda, unidade de
circulacéo cardiaca-pulmonar direita [Naeije et al., 2018]. Neste contexto, o acoplamento

ventriculo-arterial ocorre quando a elastancia sistolica final, ou seja, a relacdo da variagéo
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da pressao sobre a variacdo do volume ao final da sistole, tanto do VD (Ees) quanto da
artéria pulmonar (Ea), séo iguais, fornecendo uma mecénica eficiente de ejecéo de sangue
do ventriculo para a circulagdo pulmonar e preservando a funcéo sistolica [El Hajj et al.,
2020] (Fig. 1).

No momento em que o musculo ndo tem mais capacidade de aumentar sua
contratilidade para acompanhar o constante aumento da pés-carga, 0 VD comeca a dilatar
para acomodar um maior volume sanguineo residual, desenvolvendo uma hipertrofia
excéntrica em resposta ao remodelamento mal-adaptativo, ou heterométrico, que se inicia
[Sanz et al., 2019]. A dilatagcdo do VD é acompanhada pela diminui¢do do acoplamento
ventriculo-arterial e da razdo Ees/Ea entre as elastancias do VD e da artéria pulmonar,
uma vez que a Ea fica cada vez maior (continuo aumento da RVP) e a Ees diminui (maior
volume sistolico final sem aumento da pressdo ventricular na mesma proporc¢éo) [El Hajj
et al., 2020]. Dessa forma, a funcdo sistolica € comprometida, reduzindo a fracdo de
ejecdo e o débito cardiaco, levando a insuficiéncia do VD, disfuncdo cardiaca e,
posteriormente, & morte do paciente [Prins and Thenappan, 2016] (Fig. 1).

Progressdo da fungdo e morfologia do ventriculo direito na
Hipertensdo Arterial Pulmonar: da adaptacao a insuficiéncia
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Figura 1. Funcéo e resposta do ventriculo direito (VD) frente ao aumento da resisténcia

vascular pulmonar (RVP). Traduzido e adaptado de Sanz, J. et al. J Am Coll Cardiol.
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2019;73(12):1463-1482. Em resposta ao progressivo aumento da RVP que ocorre na hipertenséo
arterial pulmonar (HAP), ha hipertrofia concéntrica do VD para aumentar a contratilidade durante
a fase homeomeétrica de adaptacdo, na tentativa de preservar o acoplamento ventriculo-arterial e
a razdo entre a elastancia sistolica final do VD e a elastancia da artéria pulmonar (Ees/Ea),
mantendo o estado compensado da funcgdo cardiaca direita. Ao longo do tempo, entretanto, essa
resposta vai se tornando insuficiente e a Ees/Ea diminui ha mesma propor¢do da diminui¢do da
fracdo de ejecdo do VD (FEVD). A diminuicdo destes parametros abaixo de 50% e 60%,
respectivamente, faz com que o coracdo direito inicie a fase de adaptacdo heterométrica, com
hipertrofia excéntrica que promove a dilatacdo do VD e o achatamento do septo interventricular
em resposta ao progressivo aumento do volume diastélico final (VDF), representando o estado

descompensado da fungdo cardiaca direita. VE = ventriculo esquerdo.

A transicdo do remodelamento adaptativo para mal-adaptativo do VD néo depende
apenas da resposta dos cardiomidcitos as alteragdes de volume e pressdo cardiaca e
pulmonar. Diversos mecanismos estdo envolvidos neste processo, como a apoptose, a
vascularizacdo inadequada do tecido, o remodelamento metabdlico, a inflamagdo e
fibrose, a ativacdo neuro-hormonal e o estresse oxidativo [Zelt et al., 2019].

1.2.1.2. Acdo da HAP para além da regido cardiopulmonar

Os efeitos prejudiciais da HAP sdo bem conhecidos e ainda muito estudados no tecido
pulmonar e cardiaco, principalmente, mas, também, nos tecidos muscular esquelético e
hepético. Por ser considerada uma doenca sistémica e apresentar disfuncdo endotelial
proeminente, considera-se que seus efeitos deletérios também podem se estender para 0s
outros 6rgdos do corpo, mesmo em menor escala [Nickel et al., 2020].

A disfuncdo renal é um desfecho comum em diversas doencas cardiovasculares, mas
é, ainda, pouco estudada na HAP, doenca do grupo 1 de classificacGes da HP, embora
tenha uma quantidade maior de dados no que se refere aos grupos 2 e 5. Apesar disso, a
prevaléncia de disfuncdo renal em pacientes com HAP ¢é alta e varia de 4 a 36% dos
pacientes. Alguns autores sugerem que esta alteracdo esta relacionada com as mudangas
hemodindmicas no VD causadas pela doenca, que elevam a pressdo atrial direita,
contribuindo para o desenvolvimento e progressdo da disfuncdo renal [Nickel et al.,
2017].
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Outro 6rgdo com intima relagdo com a circulacdo pulmonar e cardiaca é o cérebro,
que, além disso, pode ser muito sensivel a mudangas na concentracdo de oxigénio
sanguinea [Nickel et al., 2020]. De fato, altera¢es no fluxo sanguineo cerebral j& foram
reportadas em estudos clinicos com pacientes com HAP, onde observou-se que alguns
fatores como disfuncao da sensibilidade barorreflexa, aumento da atividade simpatica e
hipocapnia estavam relacionados com a diminuicdo da reatividade ao CO. e da
oxigenacéo cerebral [Malenfant et al., 2017].

1.3. Homeostase redox

Reacdes de oxidacdo-reducao (redox) sao processos quimicos fundamentais para a
regulacdo e o metabolismo das células, principalmente durante a respiracdo e a
sinalizacdo celular. Sendo assim, a constante producgdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e nitrogénio (RNS), moleculas consideradas pro-oxidantes, faz parte do
funcionamento fisiologico do organismo. Em condicdes normais, a geracdo de ROS e
RNS ¢é equilibrada pela acdo de compostos antioxidantes, que impedem o seu aumento
acima do nivel fisiol6gico necessario para a regulacdo das diversas fungdes celulares, de
forma que mantenha a chamada homeostase redox. Entretanto, o desequilibrio deste
sistema que favorece o acumulo de oxidantes em detrimento dos antioxidantes, é chamado

de estresse oxidativo [Liang et al., 2021; Luczaj et al., 2017].

1.3.1. Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

As ROS e as RNS incluem tanto os radicais livres, constituidos de uma molécula
de oxigénio ou nitrogénio instavel com elétrons desemparelhados, como as espécies nao-
radicais, consideradas mais estaveis. A relacdo das espécies mais relevantes esta listada
na tabela 2.
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Tabela 2. Identificacdo e caracterizagdo das espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio.

Nome Férmula Caracteristicas

Espécies reativas de oxigénio

Anion superdxido ery Altamente oxidante e potente na inducdo de dano
celular
Radical hidroxil -OH Altamente reativo; gerado a partir da reacdo de

Fenton ou Haber-Weiss, ou radiacdo ionizante
Oxigénio singlet 0, Molécula de oxigénio excitada; pode causar
mutacdo no DNA
Perdxido de hidrogénio H.0; Oxidante fraco, porém com alta capacidade de
causar dano oxidativo por gerar «OH
Espécies reativas de nitrogénio
Peroxinitrito ONOO Formado a partir da reacéo de *O,"com NO¢; alto
potencial oxidante
Anion nitrito NOy Pode gerar nitrosaminas, compostos toxicos que
favorecem a ocorréncia de diversas doengas
Oxido nitrico NO- Baixa reatividade com moléculas bioldgicas, mas
alta com outros radicais livres
Oxido nitroso N2O Conhecido como gés hilariante, um dos gases
que mais contribui para o efeito estufa

[Forman, 2016; Sies, 2015; Sies and Jones, 2020]

A geracdo de ROS nas células possui diversas fontes, sendo a principal delas a
utilizacdo do oxigénio (O2) pela cadeia de transporte de elétrons nas mitocondrias,
processo que ocorre normalmente em organismos aerébios [Griendling et al., 2016]. Ha&
diversas enzimas e familias de enzimas que contribuem com a geracédo intracelular de
ROS, como as enzimas NADPH oxidases (fosfato de dinucleétido de nicotinamida
adenina oxidases, que aqui sera representada pela sigla Nox), a xantina oxidase, as ciclo-
oxigenases, as enzimas do citocromo P450, as lipo-oxigenases e a 6xido nitrico sintase
(NOS desacoplada) [Senoner and Dichtl, 2019]. Além disso, reacdes quimicas que
envolvem a oxidacdo de ions de ferro, com possivel envolvimento de outros metais, como
0 cobre, cromo e cobalto, também podem contribuir para 0 aumento da producdo de ROS

(processo conhecido como reagéo de Fenton) [Griendling et al., 2016].
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1.3.2. Antioxidantes

Para manter a homeostase redox, as células possuem sistemas de defesa para

impedir um aumento incomum nos niveis de ROS e RSN. Esta defesa ¢ realizada por

compostos enzimaticos e ndo-enzimaticos [Senoner and Dichtl, 2019], alguns dos quais

estéo relacionados na tabela abaixo (tabela 3).

Tabela 3. Identificacdo e caracterizacdo de moléculas pertencentes ao sistema de

defesa antioxidante.

Nome

Caracteristicas

Compostos antioxidantes enzimaticos

Superoxido dismutase (SOD)

Catalase (CAT)

Glutationa peroxidase (GPx)

Peroxirredoxinas (Prx)

Tiorredoxinas (Trx)

Compostos antioxidantes nao-enzimaticos
Glutationa (reduzida — GSH/oxidada - GSSG)

Vitamina E/tocoferol

Vitamina A/retinol

Vitamina C/acido ascérbico

Polifendis

Catalisa a dismutacéo do anion superéxido, formando
H20;
Esta presente nos peroxissomos e catalisa a redugao
direta do H,0;
Catalisa a reducdo indireta do H,O, e peroxidos
organicos, utilizando a GSH como substrato
S&o abundantes nos eritrdcitos e agem da reducdo de
H.0,e ONOO"
Agem reduzindo residuos de cisteina oxidados e

quebrando pontes de dissulfeto

Muito importante, a razdo GSH/GSSG pode ser
usada para estimar o estado redox biolégico
Proveniente do consumo de 6leos vegetais, graos etc.
E inibidor da peroxidac&o lipidica
Proveniente do consumo de leite, ovos, cenoura etc.
Reage com espécies reativas.
Proveniente do consumo de laranja, liméo etc. Tem
acdo redutora e ajuda a regenerar a vitamina E a
partir do radical tocoferil
Compostos bioativos com papel importante na

prevencao de doencas (ex: flavonoides e resveratrol)

[Ferguson and Bridge, 2019; He et al., 2017; Jones, 2006; Sies, 1997; Stone et al., 2019;

Wang et al., 2018]
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Embora todos estes compostos antioxidantes tenham funcgdes importantes na
sinalizacdo intracelular e na manutencdo do equilibrio redox, alguns destes foram
analisados neste trabalho e serdo abordados de forma mais aprofundada a seguir.

A primeira linha de defesa antioxidante endogena das células é através da acédo
das enzimas SOD, CAT e GPx, que rapidamente reduzem o O e 0 H20z e impedem que
estas moléculas se acumulem e causem dano celular [He et al., 2017]. A SOD ¢ expressa
na maioria dos organismos aerobios e pode ser classificada de acordo com o seu local de
atuacdo na célula. Desta forma, dentro da familia da SOD existem as isoformas CuZnSOD
(SOD1) de origem citosolica, MnSOD (SOD2) de origem mitocondrial e ECSOD (SOD3)
de origem extracelular. Independente da sua origem subcelular e de seu ion cofator, a
SOD é a tnica enzima conhecida capaz de reduzir especificamente o <O, através da sua
atividade de dismutacdo que catalisa a rea¢do com este radical livre, formando oxigénio
e H2O2 (Fig. 2). Dessa forma, a importancia desta enzima nédo se da apenas pela sua a¢éo
sobre o0 anion superoxido, mas, também, sobre outras espécies reativas derivadas dele,
como o0 H202, 0 ONOO" e outros radicais livres secundarios [Wang et al., 2018].

Mesmo que 0 H20- seja mais estavel, o fato desta espécie ser precursora de outras
moléculas altamente reativas lhe confere um alto potencial oxidante e faz com que seja
necessaria a acdo de enzimas que a neutralizem [Griendling et al., 2016]. As enzimas
CAT e GPx sdo as responsaveis por catalisar a decomposicdo do H>02, mas suas a¢des
ocorrem de formas distintas. A CAT age diretamente sobre a molécula de H20;,
decompondo-a em oxigénio e agua (Fig. 2), sendo considerada crucial para a resposta
celular contra esta ROS [Nandi et al., 2019]. Entretanto, a acdo da enzima é mais eficiente
quando em alta concentracdo de H»O», sendo menos especifica quando ha baixa
concentracdo desta espécie, o que induz a acao de outras peroxidases [Sepasi Tehrani and
Moosavi-Movahedi, 2018]. Ja a acdo da GPx ocorre de forma indireta e esta ligada com
a acdo da GSH, pois esta enzima reduz os niveis de H.O- através da utilizacdo de GSH
como substrato (Fig. 2), que passa da forma reduzida para a forma oxidada (GSSG). Este
mecanismo de a¢do da GPx n&o se limita apenas ao H>O>, sendo importante catalisadora

das reacdes de reducdo de perdxidos organicos [Luczaj et al., 2017].
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Figura 2. Geracgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) a partir do oxigénio molecular
(O2) e mecanismos de acdo de moléculas antioxidantes. Durante a utilizacdo do O, no processo
de respiracdo celular, esta molécula pode ser eletronicamente excitada, formando o oxigénio
singlet (*O,), e sofrer uma reducédo incompleta, aceitando apenas um elétron (e”), formando o
radical livre anion superdxido (+O7’). Esta espécie é instavel e sofre dismutacdo espontanea em
meio aquoso, formando o perdxido de hidrogénio (H20>). A reagéo de dismutagéo do *O, também
pode ser catalisada pela enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD), Unico antioxidante
capaz de reduzir este radical livre, a qual reduz duas moléculas de *O; a cada reagdo (1:2). O
H20- por si s6 é uma espécie estavel, mas é importante que seja reduzida, devido a sua capacidade
de oxidar ions de ferro e formar o radical hidroxil (*OH), um potente radical livre (reagoes de
Fenton e de Haber-Weiss). A catalase (CAT) age diretamente sobre o H.0,, reduzindo duas
moléculas a cada reagéo (1:2), formando &gua e O,. A glutationa peroxidase (GPx) reduz o H20»
indiretamente (1:1), utilizando duas moléculas de glutationa reduzida (GSH) como substrato e
formando glutationa oxidada (GSSG) no processo. Posteriormente, a enzima glutationa redutase
converte a GSSG em GSH novamente.

Criada em BioRender.com.

Entre as defesas antioxidantes ndo-enzimaticas, o sistema das glutationas é o que
mais se destaca. A GSH € encontrada em abundancia em organismos eucarioticos e sua
funcdo nas células é muito importante e ndo se limita apenas a sua agdo contra espécies
reativas, mas também participa de processos como a detoxificacdo de compostos
xenobidticos, a modulacdo da proliferacdo celular e a manutencdo do estado redox
[Ferguson and Bridge, 2019]. No contexto do desenvolvimento de um processo

patoldgico, a manutencdo do estado redox é essencial, pois este reflete a tendéncia das
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moléculas celulares de estarem recebendo mais ou doando mais elétrons, indicando um
estado mais oxidado ou mais reduzido, respectivamente. Sendo assim, uma das formas de
determinar o estado redox biolégico de uma célula ou tecido é através da mensuragdo dos
niveis de GSH e GSSG. Em um estado redox mais oxidado, a razdo GSH/GSSG diminui,
indicando diminuicdo dos niveis de GSH e aumento dos niveis de GSSG, caracterizando
uma situacdo de estresse oxidativo. Por sua vez, o equilibrio entre os niveis destas duas
formas da glutationa indica um estado fisiolégico normal [Griendling et al., 2016;
Senoner and Dichtl, 2019].

Uma caracteristica importante da GSH é que ela € uma molécula tiol, ou seja,
possui um grupo funcional sulfidrila (-SH) ligado a um atomo de carbono em sua
composi¢do quimica [Ferguson and Bridge, 2019]. As propriedades quimicas do grupo
tiol conferem a GSH o papel de manter o estado redox reduzido, pois reagem com
moléculas eletrofilicas, como algumas ROS e RNS. Sendo assim, os niveis de -SH
também sdo um importante indicador de estado redox e da atividade antioxidante celular.
Apesar de ser a mais abundante e essencial, a GSH néo ¢ a Unica molécula tiol presente
nas células e compostos como a tiorredoxina e o aminoacido cisteina, que compde
diversas proteinas, também sdo tidis. Alem disso, diversas drogas utilizadas na clinica
contém -SH na sua composicdo quimica, que lhe confere a propriedade antioxidante,
podendo agir tanto na remog¢do de ROS e RNS, como na quelacdo de ions metalicos,
como cobre, chumbo e mercurio, que podem bloquear a atividade de enzimas e promover
oxidacdo. Exemplos destas drogas que contém tiol sdo a N-acetilcisteina (NAC), utilizada
para tratar intoxicacdo por paracetamol, pois, entre outras funcfes, mantém os niveis de
GSH no figado em resposta ao processo oxidativo agudo causado por este composto, e 0

captopril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA) [Pfaff et al., 2019].

1.3.3. Sinalizacao redox e estresse oxidativo

Antigamente, pesquisadores consideravam que a producédo de ROS era uma infeliz
consequéncia de viver dependendo de oxigénio, mas hoje em dia ja se sabe que algumas
destas moléculas sdo fundamentais para uma adequada sinalizagdo intracelular, defesa
contra micro-organismos e vias de crescimento e morte celular. O H20», por exemplo, em
niveis intracelulares fisiolégicos € um importante sinalizador das respostas de

proliferacdo, diferenciacdo e migragdo celulares, e de angiogénese. Além disso, um
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pequeno aumento nos niveis desta espécie reativa ainda é considerado relevante, pois
induz vias de adaptacdo de resposta ao estresse causado naturalmente por alguns
processos fisioldgicos, como o envelhecimento [Sies and Jones, 2020].

Entretanto, o problema de haver um acimulo de ROS e RNS no organismo € que
estas moléculas acabam causando desequilibrio redox por favorecer um estado redox
mais oxidado, perturbando a homeostase celular [Schieber and Chandel, 2014; Sies and
Jones, 2020]. Utilizando o exemplo anterior do H2O2, em caso de aumento da
concentracdo intracelular para niveis supra-fisioldgicos, esta espécie acaba induzindo
respostas patoldgicas, como a ativacdo de vias inflamatdrias, indugdo de proliferacao
descontrolada de um tipo celular, fibrogénese e morte celular. Estas alteragOes
patoldgicas (agora considerando ndo apenas o H202, mas todas as outras ROS e RNS) séo
desencadeadas atraves do dano oxidativo causado por estas espécies sobre biomoléculas,
como lipideos, proteinas e DNA/RNA, prejudicando suas funcdes [Sies and Jones, 2020].

Algumas espécies reativas atuam diretamente sobre lipideos de membrana,
causando oxidacdo e resultando na geracdo de radicais livres, como lipoperdxidos e
hidroperdxidos. Em condigdes fisiologicas, este processo ocorre em baixas concentracfes
e 0s produtos gerados sdo importantes em vias de inflamacéo e autofagia [Gaschler and
Stockwell, 2017; Lee et al., 2012b]. Entretanto, quando em estresse oxidativo, 0 aumento
descontrolado da concentragdo de ROS e RNS inicia um processo conhecido como
peroxidacdo lipidica (ou lipoperoxidacdo — LPO), que pode acabar alterando a
composicao, estrutura e dindmica das membranas celulares, além de favorecer a geracdo
de compostos oxidantes secundarios capazes de modificar proteinas e DNA [Ayala et al.,
2014; Gaschler and Stockwell, 2017].

Outro aspecto importante da sinalizacdo redox é a alteracdo de proteinas, que, por
sua vez, tém sua funcdo modificada, podendo ocasionar mudancas de atividade
enzimatica, transcricdo de genes e instabilidade genémica [Schieber and Chandel, 2014].
No contexto de sinalizacdo celular, a oxidagdo de proteinas ndo € necessariamente
prejudicial, pois tem papel muito importante na regulacdo da funcéo celular. Diversas
proteinas, incluindo proteinas de transporte, receptores celulares ou de membrana e
fatores de transcricdo, tém sua estrutura quimica formada por aminoécidos altamente
sensiveis a oxidacdo, como cisteina, metionina, serina, prolina, histidina e treonina [Sies
et al., 2017]. Estes aminoacidos-alvo compdem a estrutura de moléculas sinalizadoras
importantes, como: proteinas de choque térmico; sistema Nrf2-KEAP1 (fator nuclear

eritroide 2 relacionado ao fator 2-Proteina 1 associada a ECH tipo Kelch), fator de
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transcricdo de proteinas antioxidantes; NF-kB (fator nuclear kappa B), fator de
transcricdo de genes ligados a resposta inflamatéria; FOXO1 (proteina O da familia
Forkhead), fator de transcricdo que contribui para a manutencdo da homeostase celular;
HIF (fator induzivel por hipoxia), maior regulador da resposta celular a diminuicdo dos
niveis de oxigénio [Sies and Jones, 2020]. Sendo assim, a modificacdo oxidativa de
aminoacidos em proteinas estd implicada em diversos processos bioldgicos, como
ativacdo do sistema antioxidante, resposta imunoldgica e até no desenvolvimento
embrionario. Por outro lado, a oxidacdo de proteinas de forma descontrolada, como
ocorre no estresse oxidativo, pode causar inibicdo ou uma ativacao exagerada de proteinas
e vias de sinalizacdo importantes para o funcionamento celular adequado [Sies et al.,
2017].

A sinalizacdo redox das mitocéndrias também possui papel biologico fundamental
para o correto desenvolvimento da atividade celular, estando envolvida na resposta a
hipoxia, ativacdo de células do sistema imune, resposta celular ao exercicio fisico e

metabolismo da insulina [Jezek et al., 2020].

1.4. Homeostase mitocondrial

As mitocondrias séo organelas que desempenham diversas fungdes dentro das
células, sendo a principal delas a respiracdo celular, responsavel pela geracdo de energia
na forma de ATP (adenosina trifosfato). Além disso, as mitocondrias sdo muito
importantes em outras funcdes fisioldgicas, como os processos de morte celular e
apoptose, autofagia, metabolismo, fluxo de calcio e imunidade inata [Song et al., 2021].
Estas organelas se comunicam de forma reciproca com o ndcleo da célula, uma vez que
alteracdes de expressdo génica a partir do ndcleo promovem biogénese e/ou aumento da
atividade respiratdria mitocondrial (regulacao anterégrada) e o metabolismo mitocondrial
promove e participa da regulacdo da expressdo de diversos genes envolvidos em
diferentes func@es celulares (regulacdo retrograda) [Martinez-Reyes and Chandel, 2020].
A maioria das células eucariéticas contém um alto nimero de mitocdndrias no seu
citoplasma, sendo que esta quantidade é ainda maior em tipos celulares com alta demanda

energética, como é o caso das células cardiacas e cerebrais [Rich and Maréchal, 2010].
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1.4.1. Metabolismo energético mitocondrial

Em condicdo fisioldégica normal, as mitocondrias produzem energia através do
processo de fosforilacdo oxidativa, a etapa final do mecanismo de geracdo de ATP dentro
das células. Inicialmente, ha a oxidagdo de moléculas utilizadas como substrato para a
respiracdo celular, como os acidos graxos e a glicose. Através de um processo chamado
de glicdlise, uma molécula de glicose que entra nas células através de um transportador
de glicose (GLUT) é convertida em glicose-6-fosfato (G6P) pela enzima hexoquinase
(HK) no citoplasma. A partir disso, a G6P é utilizada tanto na via das pentoses fosfato
(PPP) quanto na via glicolitica. Na via glicolitica, apds uma série de reacGes, sdo
produzidas duas moléculas de piruvato, dois ATP e dois NADH" [Garcia-Nifio et al.,
2021]. As moléculas de piruvato sdo, entdo, transportadas para a matriz mitocondrial e
transformadas em acetil-CoA (acetil coenzima A), reacéo catalisada pela enzima piruvato
desidrogenase (PDH), formando mais dois NADH™. Dentro das mitocondrias, a oxidagdo
dos acidos graxos (também conhecida como B-oxidagdo, ou OAG) também contribui
bastante para a obtencédo de acetil-CoA. Nesta via metabolica, os acidos graxos livres sao
transportados para dentro da célula e transformados em acil-carnitina, que, por sua vez, é
transportada para dentro da mitocondria atraves da enzima carnitina palmitoiltransferase
1 (CPT1A). Na mitocondria, a acil-carnitina é transformada em acil-CoA pela enzima
carnitina palmitoiltransferase 2 (CPT2A), que sera convertida em acetil-CoA durante a
B-oxidacdo [Alruwaili et al., 2019]. Sendo assim, a acetil-CoA obtida através da glicolise
e da B-oxidacdo € oxidada através de uma série de reacfes enzimaticas conhecida como
ciclo de Krebs ou ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA), com a finalidade de produzir
mais NADH?, além de GTP (trifosfato de guanosina) e FADH; (dinucleétido de flavina e
adenina) [Martinez-Reyes and Chandel, 2020]. Uma das enzimas envolvidas neste
processo é a citrato sintase (CS), que catalisa a primeira reacdo do ciclo do TCA,
correspondente a conversdo de oxaloacetato e acetil-CoA em citrato. Dessa forma, a CS
é considerada uma enzima limitante do ciclo do TCA, regulando, entdo, a producéo
energética das mitocondrias [Sajnani et al., 2017]. As moléculas de NADH" e FADH>
geradas nos processos descritos acima séo utilizadas, entdo, para iniciar o transporte de
elétrons através de uma série de complexos que compdem a cadeia transportadora de
elétrons (CTE) ou cadeia respiratoria mitocondrial, presentes na membrana interna
mitocondrial [Rich and Maréchal, 2010].
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O complexo I, também chamado de NADH-coenzima Q oxidorredutase, é o
primeiro complexo proteico desta cadeia e tem como fungéo a reducdo da coenzima Q
(também chamada de ubiquinona, € uma quinona que esta presente na membrana
mitocondrial) através de uma reacdo que utiliza dois elétrons doados por um NADH™,
reoxidando-o em NAD™, liberando quatro prétons (H*) para o espacgo intermembranas. Ja
o complexo Il, também chamado de succinato-coenzima Q oxidorredutase, & um segundo
ponto de entrada para a CTE, uma vez que realiza a reducéo da coenzima Q através de
uma reacdo que utiliza dois elétrons doados por um FADH: (proveniente do clico do
TCA), reoxidando-o em FAD, sem liberacdo de protons. Os elétrons transferidos nos
complexos | e 11 sdo, entdo, transportados para o complexo 11l com o auxilio da coenzima
Q. O complexo IlI, também chamado de citocromo oxidase, oxida a coenzima Q
proveniente dos dois complexos anteriores, liberando quatro protons e transferindo seus
elétrons para o citocromo ¢, uma pequena proteina presente na membrana interna
mitocondrial, que fica na forma reduzida. Esta proteina carrega e transfere os elétrons
para o complexo IV, também chamado de citocromo c oxidase, onde é oxidada,
transferindo os elétrons transportados para uma molécula de Oz, o aceptor final dos
elétrons, liberando mais quatro prétons e produzindo agua. Ao final da CTE hé a enzima
ATP sintase, que é considerada o complexo V da cadeia, sendo a ultima enzima do
processo de fosforilagdo oxidativa. Os prétons liberados pelos complexos I, 111 e 1V para
0 espaco intermembranas se acumulam e geram um gradiente de concentracao entre este
espaco e a matriz mitocondrial. Com isso, através de um canal presente na ATP sintase,
estes prétons sdo transportados do espago intermembranas para a matriz e a enzima utiliza
esta energia para fosforilar o ADP (adenosina difosfato) produzindo, assim, o ATP
[Choudhury, 2021; Lv et al.; Rich and Maréchal, 2010]. Estes processos foram ilustrados

de forma resumida na figura 3.
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Figura 3. Principais processos da cadeia de transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa
para geracgéo de energia na forma de ATP. Localizado na membrana interna da mitocondria, a
cadeia de transporte de elétrons depende da geracdo de NADH* e FADH, gerados no ciclo dos
acidos tricarboxilicos. Estas duas moléculas servem como cofatores para o complexo | e o
complexo I, respectivamente, que as reduzem em NAD* e FAD, promovendo a liberagdo de um
elétron, que serd transportado, com auxilio da coenzima Q, para o complexo Ill. O citocromo c é
usado para transportar o elétron entre os complexos Il e IV. A atividade nos complexos I, Il e
IV leva a liberacdo de protons para o espago entre as membranas interna e externa, gerando um
gradiente de concentragdo que favorece a atividade da enzima ATP sintase (complexo V). Estes
prétons sdo transportados do espaco intermembranas para a matriz mitocondrial através da ATP
sintase, a favor do seu gradiente de concentragdo, gerando energia. Esta energia é, entdo, utilizada
pela enzima para fosforilar a molécula de ADP na matriz mitocondrial, gerando ATP.

Criada em BioRender.com.

1.4.2. Metabolismo redox mitocondrial

Os processos metabdlicos descritos no item anterior sdo fundamentais para o
suprimento energético celular; entretanto, tém como consequéncia a geracdo de ROS
[Choudhury, 2021]. De fato, a CTE € considerada a principal fonte de ROS dentro das
células, que, em niveis normais, sdo importantes para a homeostase redox e regulagéo de
diversas vias de sinalizacdo celular. No entanto, em condic¢es patologicas onde ha
desestabilizacdo da dindmica mitocondrial, hd um escape maior dos elétrons
transportados na cadeia respiratéria, que interagem com o O, presente nas células,

formando anion superoxido [Choudhury, 2021; Rich and Maréchal, 2010]. Na organela,
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este radical livre é convertido em H,O> pela CuZnSOD no espago intermembranas e pela
MnSOD na matriz mitocondrial, com geracdo de radical hidroxil a partir do H20> pela
reacdo de Fenton [Shadel and Horvath, 2015].

1.4.2.1. MnSOD: a isoforma mitocondrial

A MnSOD ¢ a principal enzima antioxidante presente nas mitocondrias e é
considerada essencial para a sobrevivéncia dos organismos aerobios. Alguns estudos com
animais transgénicos observaram que camundongos knockout para a MnSOD néo
sobreviveram muitos dias apds o0 nascimento, ou seja, a inativacao completa do gene desta
enzima foi letal para os animais, principalmente devido a cardiomiopatia e
neurodegeneracdo causada pela falta de expressédo da enzima [Miriyala et al., 2012]. Por
outro lado, animais knockout para as enzimas CuZnSOD e GPx ndo apresentaram esta
mortalidade. Acredita-se que esta importancia fundamental esta relacionada com o papel
da MnSOD em manter a concentragdo de superdxido em baixos niveis, impedindo um
desequilibrio do estado redox [Bresciani et al., 2015; Miriyala et al., 2012].

Considerando o seu papel fundamental na dismutacdo do superoxido e,
consequentemente, na detoxificacdo das ROS, a MnSOD atua tanto protegendo as
mitocondrias e impedindo que haja disfungdo na atividade mitocondrial e no
fornecimento energético para as células, quanto na protecdo celular contra o estresse
oxidativo [Candas and Li, 2014]. Por conta disso, a MnSOD é importante em diversos
sistemas biolégicos, principalmente os que demandam maior carga energética, como o
sistema cardiovascular, o cérebro, o figado e os musculos esqueléticos [Bresciani et al.,
2015; Palma et al., 2020]. Para além da sua acdo antioxidante, a MnSOD também
influencia em outras funcdes celulares, regulando a atividade de diversos fatores de

transcrigdo, como o fator 1-alfa induzido por hipoxia (HIF-1a).

1.4.2.2. O fator de transcricdo HIF-/a

Como o proprio nome indica, 0 HIF-1a é um fator de transcri¢do envolvido na
resposta a hipoxia. Este fator esta envolvido no desenvolvimento dos corpos carotideos,
quimiorreceptores localizados na bifurcagcdo das artérias carotidas (vaso que conduz o

sangue para o cérebro), cujas células respondem de forma rapida a diminuicdo da oferta
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de O, para 0 organismo aumentando a frequéncia respiratoria. Além disso, também regula
as respostas a hipoxia a médio e longo prazo, possuindo um papel importante como sensor
de oxigénio e principal regulador das respostas celulares, como angiogénese,
metabolismo da glicose e proliferagdo/sobrevivéncia celular, a privacdo de oxigénio
[Gunton, 2020].

Quando em normdxia, a presenca do oxigénio estabiliza as enzimas hidroxilases
que mantém o HIF-1a silenciado através de hidroxilacdo. Uma vez que as concentracdes
de oxigénio estdo baixas, ha inibicdo das hidroxilases e, consequentemente, ativacdo do
HIF-1a, que é translocado para o ndcleo e ativa as vias adaptativas da resposta a hipoxia
[Corrado and Fontana, 2020]. As mudancas metabdlicas promovidas pela ativacdo destas
vias sdo importantes em diversas alteracbes patoldgicas, como a angiogénese,
regeneracdo de tecidos, diabetes e resposta anti-inflamatéria. Entretanto, em outras
doencas, pode contribuir para a inducédo e progressao de vias patoldgicas. No cancer, por
exemplo, a ativagcdo do HIF-1a favorece o crescimento, invasdo e sobrevivéncia das
celulas tumorais. O mesmo ocorre na HAP, onde foi demonstrado que a inibi¢éo do gene
do HIF-1a foi eficaz em reduzir tanto o remodelamento vascular pulmonar quanto o
cardiaco [Corcoran and O’Neill, 2016; Corrado and Fontana, 2020]. Nesse sentido,
alguns genes regulados pelo HIF-10 que sdo importantes nas vias metabolicas envolvidas
na evolucdo da HAP sdo os da enzima lactato desidrogenase (LDH), que catalisa a
producdo de lactato a partir do piruvato; das piruvato desidrogenase quinases (PDK), que
inibem a producdo de acetil-CoA catalisada pela PDH; da HK, que converte a glicose em
G6P; e da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), que catalisa a primeira reacao da PPP
[Corcoran and O’Neill, 2016].

1.4.2.3. A via metabdlica das pentoses-fosfato

A PPP esta intimamente ligada a via da glicolise, uma vez que, quando a glicose
entra na célula, antes da formacdo de piruvato, € fosforilada, gerando o metabdlito inicial
G6P. O G6P, por sua vez, é utilizado na PPP para iniciar uma série de reagdes que tém
como um de seus produtos 0 NADPH [Cho et al., 2018]. De fato, a formagdo de NADPH
é um dos principais objetivos desta via metabdlica, pois esta molécula é essencial para
suprir as celulas com elétrons de alta energia e seus equivalentes, importantes na

manutencdo do seu equilibrio oxidoredutor. Além disso, 0 NADPH esté envolvido em
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processos gque atuam contra o estresse oxidativo, principalmente detoxificando as ROS
produzidas durante a OXPHOS e reciclando a GSH no ciclo das glutationas, e em
mecanismos de detoxificacdo e na acdo defensiva dos macrofagos. Outro resultado
importante da PPP é a geracédo de ribose-5-fosfato (R5P), que € utilizado como precursor
para a biossintese de aminoacidos e nucleotideos [Stincone et al., 2015].

A primeira etapa da PPP ocorre com a converséo do G6P em 6-fosfoglucolactona
(6PG), reacdo catalisada pela G6PD. O 6PG é, entdo, convertido em R5P pela enzima 6-
fosfogluconato desidrogenase (6PGD). Ambas as reacGes estdo acopladas a reducgéo do
NADP™, formando o NADPH. Até a formacdo da R5P, as reagdes envolvidas fazem parte
do ramo oxidativo da PPP, mas, as rea¢des que se sucedem a partir deste metabdlito fazem
parte do ramo ndo oxidativo da via [Cho et al., 2018; Stincone et al., 2015; Tang, 2019].

Como ja citado, a prevencdo do estresse oxidativo através da manutencdo da
homeostase redox e o suprimento de precursores de nucleotideos e aminoacidos sao
fungdes bioquimicas da PPP. Nesse sentido, esta via esta envolvida em processos
regulatorios como a expressao de genes para atuar em resposta ao desequilibrio redox e a
adaptacdo a reconfiguracdo metabolica presente em células proliferativas. Considerando
sua importancia, a deficiéncia ou disfuncédo da atividade das enzimas que atuam na PPP
estdo implicadas em patologias como doencas neurodegenerativas e anemia hemolitica
[Choetal., 2018; Tang, 2019]. De fato, a deficiéncia da G6PD é a alteracdo genética mais
comum em humanos e os individuos com esta alteracdo ficam vulneraveis aos efeitos
toxicos do estresse oxidativo induzido por certos farmacos [Stincone et al., 2015]. Em
relacdo as doencas cardiovasculares, alguns estudos defendem que a diminuicdo da
atividade da G6PD e da 6PGD tem efeitos deletérios, pois estdo implicadas no aumento
da pressdo sanguinea, ao risco de infarto e disfungédo contrétil. Outros estudos, entretanto,
mostram que a deficiéncia nestas enzimas tem efeito cardioprotetor, estando relacionada
ao menor risco de desenvolver doencas aterosclerdticas e a inibicdo da proliferacdo de
células endoteliais e musculo liso de vasos pulmonares. Pode considerar, entdo, que 0
efeito benéfico ou prejudicial da disfuncdo nas enzimas da PPP varia conforme a
patologia e o tipo celular [Dore et al., 2021]. Em rela¢do a HAP, ainda ha poucos estudos
na literatura onde a PPP foi analisada, mas, na maioria deles, uma super ativagdo da G6PD
foi relacionada com a disfungdo do VD e o aumento do remodelamento vascular
pulmonar, associado com a disfung@o mitocondrial [Boehme et al., 2016; Kitagawa et al.,
2021].
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1.4.3. Regulacao da biogénese e atividade mitocondrial

Para que possa exercer seu papel nas células, as mitocondrias estdo em constante
renovacdo, ou seja, novas mitocéndrias sdo produzidas a partir das existentes, quando
estas estdo danificadas e sofrem mitofagia (a autofagia especifica destas organelas). Este
processo é conhecido como biogénese mitocondrial e é essencial para a manutencéo da
homeostase mitocondrial [Popov, 2020]. Entre as moléculas envolvidas neste processo, 0
coativador 1-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissomo (PGC-la) €
considerado o principal regulador. O PGC-1a € um importante fator de transcrigdo celular
e pode ser ativado através de fosforilagdo pela proteina quinase ativada por AMP (AMPK)
ou por desacetilacdo causada pela sirtuina 1 (SIRT1). Uma vez ativado, 0 PGC-1a é
translocado para o nucleo, onde promove a transcri¢do de outras proteinas, como a enzima
CS, considerada, também, um marcador de massa mitocondrial nas células [Zurlo et al.,
2018], o fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (NRF2), a proteina O1 da familia
forkhead (FOXO1) e o fator de transcricdo A (TFAM), que, por sua vez, favorecem a
transcri¢do de diversas proteinas envolvidas na fosforilagdo oxidativa, B-oxidacdo dos

acidos graxos e sistema antioxidante [Garcia-Nifio et al., 2021].

1.4.3.1. Avia de sinalizacdo SIRT1/PGC-/«a

O PGC-1a é um coativador transcricional que atua sobre a regulacdo de diversos
genes envolvidos na homeostase térmica, metabolismo da glicose e fungdo mitocondrial.
Sua expressao € aumentada em tecidos com grande quantidade de mitocondrias e alto
metabolismo oxidativo e energético, como o coracdo, cérebro, tecido adiposo marrom e
musculo esquelético [Liang and Ward, 2006; Suntar et al., 2020]. Atualmente, este
coativador é considerado o principal regulador da biogénese mitocondrial e do
metabolismo oxidativo, com acdo de diminuicdo dos niveis de ROS celulares através da
supra regulacdo de enzimas antioxidantes, como a SOD. De fato, durante o
desenvolvimento do coragdo, por exemplo, a principal fonte de energia para os
cardiomidcitos apds o nascimento passa a ser a oxidacéo de acidos graxos, havendo um
aumento da biogénese de mitocondrias para suprir esta demanda, que é precedida por um
aumento drastico da expressdo da PGC-1a [Finck and Kelly, 2007; Popov, 2020]. Além

disso, o aumento anormal de ROS devido a disfuncdo mitocondrial esta associado com
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uma diminuicdo da expressdo do PGC-1a em diversas doencgas [Bost and Kaminski,
2019].

A ativacdo do PGC-1a ocorre quando a molécula é fosforilada (pela AMPK) ou
desacetilada pela SIRT1, uma proteina importante em diversas vias metabdlicas e
imunolodgicas. A SIRT também desacetila e ativa diversos outros fatores envolvidos em
vias do metabolismo, sobrevivéncia celular e de atividade endotelial, com o fator nuclear
kB (NFxB), a FOXO1, a eNOS e 0 HIF-1a [Yu et al., 2018]. Além de ser uma molécula
com um vasto repertério de genes por ela regulados, a SIRT1 também € considerada um
sensor metabolico e redox de alteracBes do estado nutricional e energético celular [Tang,
2016]. Além disso, € ativada por diversos compostos utilizados como tratamento para
doencgas cardiovasculares na pesquisa experimental, como o resveratrol. De fato, este
composto antioxidante, encontrado principalmente nas uvas, € considerado um ativador
da SIRT1 e seu efeito sobre a ativacdo da via SIRT1/PGC-1a € relacionado com um efeito
cardioprotetor em doencas cardiovasculares, cujos mecanismos incluem a diminuicéo do
estresse oxidativo e ativacdo da MnSOD, aumento da expressdo e atividade das proteinas
relacionadas ao metabolismo do célcio e inducdo de genes envolvidos na biogénese

mitocondrial e fosforilacdo oxidativa [Bonnefont-Rousselot, 2016; Tang, 2016].

1.5.  Alterac6es do metabolismo redox e mitocondrial induzidas pela HAP

A alteracdo da homeostase redox que leva ao estado celular de estresse oxidativo
estd envolvido no desenvolvimento da HAP e é associada a ativacdo da resposta
inflamatoria, proliferacdo e resisténcia a apoptose das células vasculares pulmonares
[Bello-Klein et al., 2018]. O aumento da geracdo de ROS em detrimento das moléculas
antioxidantes durante a HAP ja foi amplamente estudada em pesquisas experimentais e
clinicas. De fato, marcadores de estresse oxidativo sdo encontrados em pulmdes e VD de
humanos que sofrem da doenga e animais com HAP induzida em laboratdrio. Nestes
ultimos, a geragao descontrolada de ROS é ocasionada em razdo da elevada atividade das
Nox, da xantina oxidase, da NOS endotelial (eNOS) e da disfungcdo mitocondrial. Como
consequéncia disso, ha aumento da proliferacdo celular e da fibrose nos vasos
pulmonares, principalmente nas arteriolas, causando remodelamento vascular pulmonar,
além da oxidacgéo de proteinas essenciais na regulacédo do tonus vascular [Mikhael et al.,
2019]. Alem de estar envolvido no remodelamento vascular pulmonar cujas implicagdes

favorecem a disfungdo do VD, o estresse oxidativo estd presente também no tecido
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cardiaco direito, que € mais vulneravel a este desequilibrio redox do que o VE. Esta
vulnerabilidade foi relacionada com a ineficacia do VD em regular e aumentar a
expressdo da MnSOD, como ocorre no VE [Shults et al., 2018].

Principalmente na ultima década, pesquisadores tém estudado a disfuncéo
mitocondrial caracteristica da HAP e observado a importancia deste desfecho para o
entendimento da patofisiologia da doenca. De fato, a disfungdo da cadeia respiratéria
mitocondrial € uma importante causa do aumento anormal nos niveis de ROS e do uso
ineficiente do oxigénio nas células, fatores que estdo relacionados com 0 processo
inflamatdrio cronico presente na HAP [Alruwaili et al., 2019]. O controle de qualidade
mitocondrial, ou seja, a regulacdo da biogénese mitocondrial e da mitofagia também esta
prejudicado nesta doenca. Experimentos demonstraram que a massa mitocondrial esta
severamente reduzida na HAP, fato relacionado com a diminui¢do de marcadores da
biogénese mitocondrial, como o PGC-la e a SIRTI, ¢ aumento de marcadores
mitoféagicos [Suliman and Nozik-Grayck, 2019].

Um fator muito importante associado a HAP ¢é em relacdo as alteragdes no
metabolismo energético das células envolvidas no desenvolvimento da doenca. Neste
sentido, é descrito na literatura que, em modelos animais e pacientes com HAP, tanto
PASMCs e células endoteliais das artérias pulmonares (PAECs) como cardiomidcitos
apresentam uma alteracdo metabdlica na qual a fonte energética principal deixa de ser a
oxidacdo da glicose e passa a ser uma glicdlise lactogénica. Isso quer dizer que, ao invés
do piruvato gerado a partir da glicose ser transportando para a mitocondria para formar
acetil-CoA e iniciar os processos que levam a fosforilacdo oxidativa, este é utilizado para
produzir lactato, reacdo catalisada pela enzima LDH, ainda no citosol, promovendo
aumento da glicélise. O lactato, por sua vez, promove uma acidificacdo do ambiente
celular, de forma similar ao que ocorre na formacdo de diversos tipos de tumores,
favorecendo a atividade proliferativa anormal das células. Esta mudanca metabolica, que
se apresenta tanto no desenvolvimento de tumores quanto nas células da vasculatura
pulmonar e VD em pacientes com HAP, é chamado de Efeito Warburg [Suliman and
Nozik-Grayck, 2019] (Fig. 4). Um dos fatores de transcri¢do apontados como iniciador
do Efeito Warburg é o HIF-10, uma vez que ele ativa as PDK, responsaveis por inibir a
enzima PDH. Uma vez que a PDH esta inibida, ha diminuicdo da conversao de piruvato
em acetil-CoA por ela, o que leva a mudanca de rota metabdlica no sentido da producéo
de lactato, catalisada pela LDH [Leopold and Maron, 2016]. O estresse oxidativo

contribui diretamente para a estabilizacéo e translocagdo do HIF-1a para o nucleo celular,

40



local onde exerce sua funcdo de ativacdo das proteinas envolvidas neste desvio
metabdlico, como a ja citada PDK e os transportadores de glicose (GLUTSs). Os GLUTS,
por sua vez, podem ser regulados pela enzima glicogénio sintase quinase 3 (GSK3p),
que, quando ativada, promove aumento da expressao destes transportadores, favorecendo
a atividade glicolitica. Porém, a inativacdo da GSK-3p através da sua fosforilagdo esta
relacionada com menores niveis de GLUT, diminuindo a disponibilidade de glicose para
as células, um fator importante para impedir o efeito Warburg e, ainda, a atividade
proliferativa de alguns tipos celulares [Kraus et al., 2016].

Na HAP, a mudanca metabdlica do efeito Warburg prejudica a funcéo
mitocondrial, causando hiperpolarizagdo da sua membrana, aumentando os niveis de
citocinas inflamatérias e aumentando, ainda mais, os niveis intracelulares de ROS
[Alruwaili et al., 2019]. Além da acdo sobre vias de sinalizacdo importantes para a
atividade celular, as ROS também prejudicam a funcdo de canais de K* voltagem-
dependentes da membrana plasmatica e dos canais de Ca?" voltagem-dependentes da
membrana mitocondrial. Este prejuizo leva ao acimulo de K* no meio intracelular e
promove o influxo de Ca?" para o citosol a partir das mitocondrias, aumentando seus
niveis citosolicos e induzindo a constricdo das células de musculo liso presente na
vasculatura pulmonar. Este cenério idnico acaba, também, promovendo a proliferacdo e
inibindo a apoptose destas células, contribuindo ainda mais para o desenvolvimento dos
sinais caracteristicos do remodelamento vascular pulmonar presente na HAP [Aggarwal
et al., 2013; Cottrill and Chan, 2013].
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Figura 4. Comparacao entre os principais aspectos do metabolismo energético normal e as
alteracbes metabdlicas referentes ao efeito Warburg que ocorre na HAP. Durante o
metabolismo energético normal, a glicolise e a fosforilacdo oxidativa sdo as principais fontes de
ATP, com favorecimento para a fosforilagcdo oxidativa, que gera maior quantidade de moléculas
de ATP, de forma mais eficiente. Neste cenério, a maior parte do piruvato € translocado para a
mitocondria e uma menor quantidade é convertida em lactato. Em resposta as baixas
concentragdes de oxigénio, sugere-se que ocorre o efeito Warburg, que consiste em um desvio

metabolico no sentido de favorecer a via glicolitica em detrimento da fosforilacdo oxidativa.
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Neste caso, ha aumento da expressao dos transportadores GLUT, aumentando a entrada de glicose
na célula e a geracdo de piruvato, com consequente aumento da geracdo de ATP nesta reacao.
Além disso, a PDH ¢ inibida pelas PDK, reduzindo a conversao de piruvato em acetil-CoA na
mitocéndria e causando disfungdo dos processos envolvidos na geracdao de ATP nesta organela.
No citoplasma, ha aumento exagerado da producdo de lactato a partir do piruvato, causando
acidificacdo do ambiente celular. 6PG, 6-fosfoglucolactona; 6PGD, 6-fosfoglucolactona
desidrogenase; AGCL, &cidos graxos de cadeia longa; CPT1, carnitina palmitoiltransferase 1;
CPT2, carnitina palmitoiltransferase 2; G6P, glicose-6-fosfato; G6PD, glicose-6-fosfato
desidrogenase; GLUT, transportador de glicose; HK, hexoquinase; LDH, lactato desidrogenase;
PDH, piruvato desidrogenase; PDK, piruvato desidrogenase quinase; PPP, via das pentoses

fosfato; R5P, ribose-5-fosfato. Criada em BioRender.com.

1.6. Metabolismo redox e mitocondrial no cérebro

Uma vez que o cérebro consome, aproximadamente, 20% de todo o O> levado
para 0 organismo através das células sanguineas, a geracdo de ROS neste 6rgéo é alta
[Bresciani et al., 2015]. Em baixas ou moderadas concentracdes, estas moléculas sao
importantes para o desenvolvimento e funcdo das células neuronais, entretanto, altas
concentragdes causam danos e estdo relacionadas com a maioria das doencas
neurodegenerativas. O alto consumo de O, aliado ao fato de ser um 6rgdo cuja
composicdo é rica em &cidos graxos poliinsaturados, porém modesto em quantidade de
defesas antioxidantes, faz com que o cérebro fique suscetivel a estes danos causado pelas
ROS [Salim, 2017]. Apesar da baixa concentracdo de antioxidantes, a presenca das
enzimas SOD, CAT e GPx, e das glutationas, sdo essenciais para a manutencao de niveis
fisioldgicos de ROS. Quando isso ndo acontece, o desequilibrio redox deixa o cérebro
muito vulneravel ao dano e disfuncgdo celular [Lee et al., 2021].

A atividade mitocondrial é fundamental para a transmissdo sinaptica e
sobrevivéncia de células neuronais. Sendo responsavel por consumir aproximadamente
25% da glicose circulante, o cérebro depende quase exclusivamente da fosforilacdo
oxidativa para suprir a sua alta demanda energética. Com o envelhecimento ou o
estabelecimento de uma doenca neurodegenerativa, uma das principais consequéncias
para o cérebro é a disfuncdo mitocondrial, que esta associada com o mau funcionamento
da CTE, aumento da despolarizagdo da membrana, diminui¢do do processo de mitofagia
e dano oxidativo ao DNA mitocondrial [Gudenschwager et al., 2021]. Além disso,

estudos observaram um papel importante da MnSOD em doengas neurodegenerativas,
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sendo implicada como principal causa de instabilidade das defesas antioxidantes nestas
doencas [Bresciani et al., 2015].

Sendo assim, o0 estresse oxidativo e a disfungdo mitocondrial sdo considerados 0s
mecanismos primarios de dano no cérebro devido a um estimulo que cause aumento de
ROS e RNS. O dano continuo nas moléculas de lipideos, proteinas e DNA causado pelas
ROS/RNS e a disfuncdo metabolica causada pela atividade mitocondrial alterada
desencadeiam 0s mecanismos secundarios de dano cerebral, como a excitotoxicidade,
distdrbio do metabolismo do ferro, liberacdo de citocinas inflamatdrias e morte celular.
Nesse sentido, a sinalizacdo paracrina entre neurdnios, astrécitos e células gliais
desempenha um papel essencial para ativar as defesas antioxidantes e retardar os
processos de neurodegeneracao e neurogénese defeituosa [Lee et al., 2021].

1.7.Modelos experimentais de HAP

Devido a sua patogénese multifatorial e ao fato de ndo haver uma cura para a
doenca, a HAP € um importante foco de pesquisas em laboratérios do mundo todo. Dessa
forma, diversos modelos foram desenvolvidos e podem ser utilizados para a reproducéo
experimental da doenca em laboratoério. Entretanto, é importante destacar que ainda ndo
hd um modelo pré-clinico que replica completamente as caracteristicas da HAP de
humanos [Dignam et al., 2021].

Atualmente, o modelo de inducdo de hipdxia crénica (HC) combinado com a
administracdo de um farmaco (SU5416, semaxanib) inibidor do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) (Sugen + hipoxia ou SuHx) é um dos mais utilizados para
estudo de novos alvos terapéuticos para HAP, podendo ser induzido em camundongos e
ratos [Bueno-Beti et al.]. Para a HC, é utilizada uma camara de hipoxia, onde 0s animais
sd0 expostos a um ambiente com apenas 8-10% de Oz por um periodo de 3-4 semanas (a
concentracdo de oxigénio e o tempo de exposicao variam conforme o tipo e/ou a raca do
animal) [Jasinska-Stroschein, 2021]. O SU5416 geralmente é administrado por via
subcutanea em dose Unica ou semanal de 20 mg/kg, dependendo do protocolo [Bueno-
Beti et al.; Dignam et al., 2021]. Além deste, 0 modelo cirdrgico de bandagem da artéria
pulmonar, que consiste da constricdo mecanica do tronco pulmonar, e modelos genéticos,
como, por exemplo, camundongos com delegéo do gene do receptor do tipo 2 da proteina

morfogenética 6ssea (BMPR-2) e camundongos com superexpressdo de interleucina-6
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(IL-6), sdo bastante utilizados na pesquisa experimental, com desfechos compativeis com
os desenvolvidos pela HAP em humanos [Dignam et al., 2021].

A indugdo de HAP por exposicdo a hipdxia cronica (HC) ou administracdo de
monocrotalina (MCT) em pequenos roedores séo duas das formas mais antigas de estudar
a doenca, sendo considerados modelos experimentais classicos, uma vez que reproduzem
alguns dos sinais mais comuns da doenca, principalmente no que se refere ao
remodelamento vascular pulmonar e insuficiéncia do VD [Sztuka et al., 2017]. A
administracdo de MCT é um modelo simples e facilmente reproduzido, consistindo na
injecdo pelas vias intraperitoneal ou subcutanea deste farmaco diluido nos animais. A
MCT é um alcaloide pirrolizidinico proveniente da planta Crotalaria spectabilis,
considerado toxico. Sendo assim, este composto & administrado no organismo e
metabolizado no figado pelas oxidases do citocromo P-450, gerando metabdlitos que
causam danos vasculares e levam ao desenvolvimento da HAP [Gomez-Arroyo et al.,
2012]. A dose de MCT e a via de administracdo também variam neste modelo conforme
0 tipo e a raga do animal utilizado, sendo mais frequentemente utilizada em ratos da raca
Wistar ou Sprague Dawley, que necessitam de apenas uma dose de MCT (60-80 mg/kg)
para desenvolver a doenca, com indice de mortalidade de quase 100% ap0s 6-8 semanas
(o tempo utilizado para desenvolvimento da HAP em ratos é, na maioria dos estudos, de
3 semanas, quando o VD ja esté insuficiente) [Dignam et al., 2021]. Em camundongos,
no entanto, a MCT age de forma diferente e uma dose Unica do composto néo é capaz de
desenvolver a doenca, sendo necessaria a administracdo de varias doses, por um periodo
mais longo. Mesmo assim, o desenvolvimento de HAP por este modelo néo é t&o severo
em camundongos como € nos ratos [Nogueira-Ferreira et al., 2015]. A principal raca de
camundongo utilizada nestes estudos é a C57BL/6 [Carman et al., 2019].

De alguns anos para cé, diversos autores questionam a eficacia destes modelos
mais antigos em reproduzir os sinais da HAP vistos na clinica e, consequentemente, a
eficacia dos possiveis novos tratamentos encontrados em estudos utilizando estes
modelos, dando destaque maior para estudos com os modelos experimentais mais atuais
citados anteriormente. Vale salientar, entretanto, que os principais tratamentos utilizados
atualmente em pacientes com HAP foram previamente estudados utilizando estes dois
modelos pre-clinicos classicos, fato que demonstra a importancia destes para a evolucao
da Medicina [Dignam et al., 2021].
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1.8.  Tratamentos e alvos terapéuticos

As terapias atuais utilizadas no tratamento da HAP envolvem, principalmente, o
uso de farmacos associados a vias envolvidas na modulacdo da vasculatura pulmonar, que
tém como objetivo inibir a vasoconstri¢do associada ao aumento da RVP. Por conta disto,
a terapia classica e aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration — agéncia federal
dos Estados Unidos) atualmente para pacientes com HAP ainda é focada em
medicamentos que atuam sobre vias vasodilatadoras [Parikh et al., 2019]. Uma destas
vias é a do ON, que possui acdo vasodilatadora através da ligacdo com a enzima guanilato
ciclase (GC) e consequente producdo de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc),
responsavel por promover a vasodilatagdo de arteriolas e a supressdo da proliferacdo
celular. Neste sentido, os farmacos sildenafil e tadalafil tém acéo sobre esta via, uma vez
gue mantém os niveis de GMPc e impedem que o mesmo seja degradado pela enzima
fosfodiesterase-5 (PDED5), sendo, portanto, inibidores da PDE5 [Archer and Michelakis,
2009]. O farmaco riociguat age de maneira similar sobre a manutencdo dos niveis de
GMPc, mas sua acdo se d& sobre a GC, estimulando-a independentemente do ON
[Ghofrani et al., 2013].

Outra via importante em relacdo ao remodelamento dos vasos pulmonares € a da
ET-1, que possui agdes antagdnicas dependendo do receptor ao qual se liga. Quando
ligada ao seu receptor A (ETa), a resposta vasoconstritora e proliferativa é desencadeada,
mas, ligada ao receptor B (ETg), media a resposta vasodilatadora [Parikh et al., 2019]. Os
principais farmacos utilizados na clinica que atuam sobre esta via sdo 0 bosentan e o
macitentan, que inibem de forma ndo seletiva ambos os receptores ETa e ETg, € 0
ambrisentan, que inibe seletivamente apenas 0 ETa [Galie et al., 2008; Pulido et al., 2013;
Rubin et al., 2002].

Ainda em relacdo aos farmacos de acdo vasodilatadora, a utilizacdo de analogos
de prostaciclina também é realizada na clinica ha varios anos, uma vez que esta molécula,
liberada de forma enddgena pelas células endoteliais, possui propriedade vasodilatadora
e antiproliferativa. O epoprostenol e o teprostinil sdo analogos sintéticos da prostaciclina
e podem ser administrados por diferentes vias (oral, subcutanea, intravenosa ou
inalatdria) [Barst et al., 1996; McLaughlin et al., 2010], j& o selexipag promove ativacao
do receptor IP de prostaciclina, um receptor acoplado a uma proteina-G que promove
vasodilatacdo através da liberacdo de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) [Sitbon
etal., 2015].
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Para melhor compreensédo sobre o assunto, os farmacos citados anteriormente e
utilizados no tratamento convencional da doenga, bem como seus alvos de atuacéo, estdo

citados na tabela 4, a seguir.

Tabela 4. Farmacoterapia utilizada atualmente no tratamento da HAP.

Farmaco Mecanismo de acéo

Sildenafil e Tadalafil Inibidores da PDES, permitem a acéo vasodilatadora do
ON através do GMPc

Riociguat Estimulaa GC, que induz producdo da GMPc e promove

vasodilatagéo

Bosentan e Macitentan Antagonistas ndo seletivos dos receptores ETa e ETg de
ET-1

Ambrisentan Antagonista seletivo do receptor ETa

Epoprostenol e Teprostinil Andlogos sintéticos da prostaciclina

Selexipag Agonista do receptor IP de prostaciclina

ET-1, endotelina 1; ETa, receptor A de endotelina; ETg, receptor B de endotelina; GC, guanilato
ciclase; GMPc, monofosfato de guanosina ciclico; PDE5, fosfodiesterase-5; ON, 6xido nitrico;

Além das opcdes farmacoldgicas descritas acima, alguns tipos de intervencdes
cirargicas podem ser utilizadas em pacientes com HAP (e outros tipos de HP), como a
manobra cirdrgica de desvio de fluxo sanguineo da direita para a esquerda (com objetivo
de aliviar a pressdo sobre o VD). Este procedimento pode ser realizado através da
colocacdo de um stent interatrial ou, ainda, criando uma anastomose entre a artéria
pulmonar esquerda e a aorta descendente [Stacel et al., 2021]. Outra opgdo deste tipo é a
implantacdo de um dispositivo de assisténcia ao VD, uma espécie de suporte mecanico
que auxilia na funcdo de bomba do coracdo [Punnoose et al., 2012]. A utilizacdo do
método de oxigenacdo através de membrana extracorporea (ECMO) também é uma opcao
viavel para pacientes em estado grave de insuficiéncia cardiaca. Este procedimento
consiste na utilizacdo de um circuito de oxigenacdo por membrana extracorporea veno-
arterial, que consiste na circulagéo sanguinea fora do corpo, uma vez que 0 sangue Venoso
é desviado, através da veia femoral e da veia jugular direita, utilizando uma bomba que

preserva o fluxo sanguineo e substitui a funcdo cardiaca e passa por uma membrana de
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oxigenacdo que substitui a funcdo pulmonar, devolvendo o sangue oxigenado para o
corpo através da artéria femoral [Abrams et al., 2013]. Esta intervencdo cirlrgica,
entretanto, é considerada uma Ultima opcéo de suporte de vida e uma ponte para casos de
transplante de pulmdes ou transplante em bloco de pulmdes e coracao, quando todas as
outras opgdes terapéuticas estdo esgotadas [Stacel et al., 2021].

Embora as intervencGes farmacologicas e cirdrgicas descritas sejam eficazes em
melhorar a qualidade de vida, os prejuizos hemodindmicos e as hospitalizacbes de
pacientes com HAP, nenhuma delas tem como alvo direto os fatores-chave envolvidos na
patogénese da doenca, de forma que promova a sua cura ou, ainda, impeca 0 Seu
desenvolvimento [Zolty, 2021]. No caso dos procedimentos cirurgicos citados, 0s
profissionais da salde consideram que uma baixa porcentagem de pacientes esta apta para
passar por estes processos e mesmo os que podem se beneficiar destas opgoes terapéuticas
ainda sofrem com as repercussdes pos-operatorias e possiveis efeitos colaterais dos
procedimentos [Stacel et al., 2021].

Desta forma, apesar dos avancos ocorridos nos ultimos 25 anos em relagdo a
compreensdo da patofisiologia e, consequentemente, das estratégias terapéuticas contra a
HAP, esta doenca ainda estd associada a uma alta taxa de morbidade e mortalidade, e a
busca por novos tratamentos e alvos terapéuticos ainda é um desafio tanto na pesquisa
clinica como na pesquisa experimental. Sendo assim, centros de pesquisa do mundo todo
trabalnam para encontrar um tratamento eficaz que atue sobre vias moleculares
envolvidas, por exemplo, na regulacdo redox, anti-inflamatéria, mitocondrial e
metabolica da patofisiologia desta doenca devastadora [Zolty, 2021].

Uma possibilidade terapéutica que mostrou resultados promissores nos ultimos
anos e foi alvo de investigacdo do presente trabalho é a utilizacdo de vesiculas

extracelulares derivadas de células-tronco mesenquimais.

1.9.  Vesiculas extracelulares

Para um melhor entendimento em relagdo ao tratamento mencionado
anteriormente, uma introdugdo quanto as propriedades, caracteristicas e fungdes das

vesiculas extracelulares (EVs) sera abordada nos subtopicos a seguir.
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1.9.1. Conceito e caracterizacao das EVs

As EVs sdo vesiculas de membrana que podem ser liberadas por diferentes tipos
celulares e participam do processo de comunicacdo intercelular. De forma geral, séo
compostas por diferentes tipos de lipideos e carregam diversos tipos de moléculas em seu
interior, como proteinas e acidos nucleicos, incluindo grandes quantidades de RNA
mensageiro (MRNA) e microRNAs (miR) [Raposo and Stoorvogel, 2013]. Algumas
proteinas estdo presentes em todas as EVs e sdo utilizadas para caracterizacdo da presenca
destas vesiculas em uma amostra, como a Alix, TSG101, RAB e outras pequenas
GTPases, flotilinas, anexinas, CD9, CD63, CD8L1, entre outras [Araujo-Abad et al., 2022].

Atualmente, as EVs sdo divididas em trés grupos, que se distinguem de acordo
com sua origem, formagéo e tamanho. As EVs de maior tamanho sdo chamadas de corpos
apoptéticos, variando de 1000 nm a 5000 nm, e sdo liberados durante o processo de
“bolhamento” de uma célula apoptdtica [Yafez-Mo¢ et al., 2015]. As microvesiculas (ou
microparticulas, ou ectossomos) sdo o grupo de EVs de tamanho intermediario, variando
entre 100 nm e 1000 nm, formadas a partir do brotamento externo diretamente da
membrana plasmatica celular [Yafez-Mé et al., 2015]. O grupo de EVs de menor
tamanho, variando entre 30 nm e 100 nm, corresponde aos x0ssomos, Cujo processo de
formacdo e liberacdo é mais complexo que os anteriores. Atraveés do processo de
endocitose celular, hd a formacdo de endossomos iniciais (El), que posteriormente
amadurecem para endossomos tardios ou, como s&o mais comumente chamados, corpos
multivesiculares (CMV), uma vez que ocorre o acumulo de vesiculas intraluminais (VIL)
em seu interior no processo. Na maioria das células, os CMV sdo degradados pelos
lisossomos, mas, em alguns tipos de células, eles se fundem a membrana plasmatica,
liberando o seu contelido, ou seja, 0S €x0SS0MOS, por exocitose para 0 meio extracelular
[Colombo et al., 2014]. Uma ilustracdo resumida de como ocorre a formacéo e liberacéo

dos trés tipos de EVs pode ser conferida na figura 3.
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Figura 5. Biogénese e liberacdo de vesiculas extracelulares. Os corpos apoptéticos sao
liberados a partir de células em processo de apoptose, como se fossem “bolhas”. As
microvesiculas (ou microparticulas) sdo formadas a partir da membrana plasmatica, por
brotamento externo. Os exossomos sdo formados dentro de endossomos que, posteriormente, se
transformam em corpos multivesiculares, que, por sua vez, se fundem a membrana plasmatica e
liberam o0s exossomos para 0 meio externo. El, endossomo inicial; CMV, corpo multivesicular.

Criada em BioRender.com.

Antigamente, considerava-se que as EVs eram apenas vesiculas transportadoras
de “lixo” celular, como proteinas danificadas ou outras moléculas desnecessarias. No
entanto, principalmente a partir dos anos 2000, muitos estudos comecgaram a confirmar o
importante papel desempenhado por estas vesiculas na comunicacdo celular, tanto em
condicdes fisioldgicas como em patologias [Araujo-Abad et al., 2022]. As EVs podem
ser liberadas por células maduras do organismo de diferentes tipos e podem ser
encontradas em todos os fluidos corporais, como sangue, leite, urina e saliva. A carga
destas vesiculas depende da sua célula de origem, que utilizam as EVs como agentes de

comunicacgdo através de uma sinalizacéo paracrina [Chen et al., 2021].
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1.9.2. As EVs circulantes do organismo

A biocomposicdo das EVs “nativas” que circulam pela corrente sanguinea ou que
estdo presentes na urina, saliva e leite materno ndo é Unica e varia conforme o estimulo,
refletindo o estado fisioldgico da célula ou tecido a que se origina. Alguns autores
observaram que condigOes estressantes aumentam a quantidade de EVs circulantes,
entretanto, nem sempre a variacdo em relacdo a quantidade de particulas pode ser
mensurada [Yates et al., 2022]. Apesar disto, diversas células liberam EVs
continuamente, tanto em condi¢des normais como patolégicas, devido ao seu importante
mecanismo de comunicacdo intercelular. As células endoteliais, os cardiomidcitos e as
células neuronais (neurdnios, astrocitos e células microgliais) sdo alguns dos tipos
celulares com esta capacidade. No cérebro, as EVs participam de processos importantes
de protecdo das células, mesmo em condicdes fisioldgicas normais. Um processo que
ocorre normalmente é a liberacdo de EVs por neurdnios que tém como alvo outras células
neuronais, com o objetivo de regular a neurogénese e a manutencao de circuitos neuronais
ou mesmo a montagem de novos circuitos, dada a importante caracteristica de
plasticidade que estas células possuem [Meldolesi, 2021].

Apesar de sua importante funcao fisioldgica, pode-se inferir que as EVs liberadas
por células danificadas por uma doenca irdo carregar marcadores patoldgicos
caracteristicos desta doenca [Yates et al., 2022]. De fato, um estudo de 2013 demonstrou
que EVs isoladas do plasma de ratos com HAP induzida por MCT foram capazes de
promover o desenvolvimento da doenca em ratos saudaveis que receberam injecGes
contendo estas vesiculas [Aliotta et al., 2013]. Mais tarde, este grupo de pesquisa
observou que este efeito foi devido, principalmente, aos exossomos presentes na amostra
de EVs derivadas dos animais com HAP induzida por MCT. Estes exossomos
carregavam, entre outras coisas, diversos miR caracteristicos da doenca e presentes em
plasma de pacientes com HAP, e acredita-se que, nos animais saudaveis, promoveram
sinalizacdo favoravel ao remodelamento vascular pulmonar e estabelecimento da doenca
[Aliotta et al., 2016].

Por outro lado, as EVs também podem ser liberadas por células-tronco (CT), que
sdo utilizadas, com cada vez mais frequéncia, como opgdo terapéutica em diversas
doencas. Alguns tipos de células utilizadas experimentalmente para tratamento de

diferentes patologias sdo: CT pluripotentes induzidas, CT do fluido amniético (AFSCs),
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CT derivadas de tecido adiposo (ADSCs) e CT derivadas de medula dssea (BMSCs)
[Amsar et al., 2022].

1.9.3. Funcdes das EVs derivadas de celulas-tronco

Nos ultimos anos, tém-se atribuido que o papel terapéutico das CT esta
relacionado a sua secrecdo paracrina através da liberacdo de EVs carregadas de fatores
paracrinos. Sendo assim, considera-se que a utilizacdo de tratamento apenas com EVs
pode ser uma alternativa mais segura neste tipo de terapia, pois ndo haveria a desvantagem
de introduzir células com capacidade de se replicar ou se diferenciar dentro do organismo
[Amsar et al., 2022].

As EVs podem mediar a comunicacdo intercelular através de interacdo de contato
com a célula-alvo, fusdo de membranas ou endocitose. Esta comunicacao pode ser feita
através da liberacdo da sua carga, na forma de proteinas ou material genético,
principalmente. De fato, sua caracteristica de poder transportar material genético e, assim,
trocar informacdo genética entre células faz com que a utilizacdo das EVs seja muito
vantajosa em terapias de reprogramacéo celular [Araujo-Abad et al., 2022]. Sua fun¢éo
de transporte faz com que as EVs também sejam utilizadas como veiculos de transporte
e entrega de outras substancias, como drogas, uma vez que sdo pequenas, biocompativeis,
pouco citotoxicas e imunogénicas, e podem atravessar a barreira hemato-encefalica
[Araujo-Abad et al., 2022]. Outra fungdo importante das EVs é que podem ser utilizadas
como biomarcadores, ou seja, indicadores da presenca de uma doenga em um paciente.
Um exemplo disto é que diversas proteinas presentes em exossomos provenientes de
fluidos biologicos foram identificadas como biomarcadores para diagnéstico de
diferentes tipos de canceres. Esta possibilidade € muito interessante para aplicacdo
clinica, pois é uma forma minimamente invasiva e agressiva para a realizacdo do
diagnostico e vigilancia da doenca [Zhu et al., 2020].

Além das funcdes citadas acima, as EVs derivadas de CT ja demonstraram seu
papel na atenuacdo e melhora de diversas doencas, como cancer, aterosclerose, asma,
reparo de cartilagem e pele, artrite reumatoide, doenca de Alzheimer, doenca de Chagas,
diabetes, COVID-19 e doengas cardiovasculares [Amsar et al., 2022; Araujo-Abad et al.,
2022].
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1.9.4. Tratamento com CT-EVs na hipertensao arterial pulmonar

O potencial terapéutico das EVs derivadas de CT para tratamento da HP comecou
a ser explorado somente a partir de 2012, quando o estudo de Lee e colaboradores
demonstrou que a injecdo de EVs derivadas de CT mesenquimais (MSCs) em animais
com HP induzida por hipdxia foi capaz de proteger o tecido pulmonar e impedir o
remodelamento vascular neste orgao [Lee et al., 2012a]. De & para ca, outros artigos
foram surgindo para elucidar ainda mais este potencial terapéutico, em diferentes modelos
experimentais de HP e, em maior nimero, de HAP.

Sendo assim, estudos mostram que EVs de diferentes tipos de CT s&o capazes de
promover a melhora dos desfechos patoldgicos encontrados na HAP. No estudo de Chen
e colaboradores, as EVs foram isoladas a partir de MSCs de medula éssea (de fémur e
tibia) de ratos e, tanto as EVs quanto as MSCs foram injetadas em ratos Sprague Dawley
com HAP induzida por MCT. Ao final do experimento, foi observado que as EVs foram
eficazes em reduzir o remodelamento vascular pulmonar, a pressao sistolica e a
hipertrofia no VD, de forma similar ao grupo que foi tratado com as MSCs, corroborando
a ideia de que o uso das EVs traz beneficios de forma semelhante ao uso de CT [Chen et
al., 2014]. Em outros dois estudos, pode-se observar 0s mesmos efeitos terapéuticos e
protetores com a utilizacdo de EVs derivadas de MSCs de cordao umbilical humano. Em
um destes, ratos Sprague Dawley com HAP induzida por MCT foram tratados com as
EVs por 3 dias e ap6s 21 dias da injecdo de MCT, e as medidas foram realizadas 4 dias
apos o ultimo dia de tratamento [Zhang et al., 2020a]. No segundo estudo, ratos Wistar
com HAP induzida por MCT também foram tratados por 3 dias ap6s 21 dias da injecédo
de MCT, mas as medidas foram feitas 4 semanas apds o Ultimo dia de tratamento [Zhang
et al., 2020b].

O grupo de pesquisa do Dr Olin Liang testou a eficacia do tratamento com EVs
derivadas de MSCs de medula éssea humana (hBM-MSCs) em ratos com HAP induzida
por protocolo de hipdxia + Sugen-5416 tanto para reverter a doenca (com tratamento ap6s
o0 protocolo de inducdo da HAP) quanto para prevenir o desenvolvimento da doenca (com
tratamento ao longo do protocolo de inducdo da HAP). Com isso, foi observado que
ambos os protocolos de tratamento foram eficazes e normalizaram parametros como a
PSVD, a hipertrofia do VD e a muscularizacdo de vasos pulmonares periféricos. Este
efeito foi, ainda, relacionado com um aumento do nimero de macrofagos ativados e de

vasos sanguineos periféricos [Klinger et al., 2020a, 2021]. Utilizando EVs da mesma
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origem (a partir de hBM-MSCs) em tratamento de PASMCs em hipoxia in vitro e de ratos
com HAP induzida por hipdxia, o estudo de Hogan e colaboradores abordou o efeito
terapéutico em relagdo ao metabolismo mitocondrial nestes organismos. Nas PASMCs, a
exposicdo a hipoxia crénica levou a mudanca metabdlica caracteristica do efeito
Warburg. O tratamento com as EVs, entretanto, restaurou a homeostase energetica,
aumentando a oxidacdo de glicose e impedindo o dano mitocondrial nestas células. O
mesmo efeito foi observado in vivo, onde as EVs promoveram melhora do equilibrio
redox e do metabolismo mitocondrial, aumento da oxidacdo de glicose e impedindo o
efeito Warburg [Hogan et al., 2019].

Considerando que o efeito positivo das EVs sobre a HAP pode estar relacionado
com a regulacdo do metabolismo mitocondrial e que as alteragdes nas células endoteliais
pulmonares sdo um dos pontos iniciais do desenvolvimento da doenca, a superexpressao

da MnSOD em células endoteliais pode apresentar potencial terapéutico na HAP.

1.10. Efeito terapéutico da superexpressdo da MnSOD

Como ja discutido nos topicos anteriores, a disfuncdo mitocondrial e o estresse
oxidativo sdo processos patologicos comuns em diversas doencas. Dada a importancia da
MnSOD para a regulacéo da funcédo e capacidade antioxidante mitocondrial e, com isso,
para a manutencdo do equilibrio redox, diversos trabalhos ja testaram e observaram o
efeito protetor que a superexpressdo desta enzima pode promover em algumas doencas.

No estudo de Chen e colaboradores, a superexpressdo da MnSOD nas
mitocdndrias do coracdo de camundongos transgénicos foi capaz de proteger o miocardio
apo6s dano causado pelo processo de isquemia seguido de reperfusdo. Este efeito foi
acompanhado pela diminuicdo da atividade da LDH, enzima importante na via metabdlica
ativada no efeito Warburg [Chen et al., 1998]. Em outro estudo, a expressao aumentada
da MnSOD em coracgédo de ratos idosos foi capaz de prevenir o estresse oxidativo, a
fibrose e a apoptose relacionados ao processo de envelhecimento [Kwak et al., 2015].
Além disso, a superexpressdo da MnSOD esta relacionada com um efeito benéfico no
tratamento anticancer, uma vez que ja foi demonstrado sua eficacia na supressdo de
tumores em diversos tipos de canceres e, ainda, seu efeito protetor de tecidos como o

coracdo e o cérebro contra os efeitos citotoxicos das drogas usadas na quimioterapia,
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como a adriamicina [Holley et al., 2012]. Até o momento, ndo ha trabalhos publicados

onde o efeito da superexpressao da MnSOD tenha sido investigado na HAP.

2.  Hipotese e objetivos

2.1. Hipdteses

As vesiculas extracelulares derivadas de soro de animais com hipertensao arterial
pulmonar carregam marcadores comuns ao processo patolégico da doenga e atuam como
sinalizadores interérgéos.

O tratamento com vesiculas extracelulares provenientes de células mesenquimais
derivadas de medula Ossea humana € eficaz em prevenir o desenvolvimento da
hipertensdo arterial pulmonar e seu efeito se deve as alteragBes promovidas sobre o
metabolismo mitocondrial.

A superexpressdo da MnSOD em células endoteliais € eficaz em prevenir o

desenvolvimento da hipertensdo arterial pulmonar.

2.2. Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho foi estudar o papel das vesiculas extracelulares
provenientes de soro sanguineo na patofisiologia da hipertensao arterial pulmonar, e das
vesiculas extracelulares provenientes de células mesenquimais como tratamento para a
doenca, sob o ponto de vista da modulacdo da homeostase redox e mitocondrial em
diferentes tecidos. Além disso, analisar a eficAcia do modelo transgénico de
superexpressdo da enzima superoxido dismutase mitocondrial como prevencdo do

desenvolvimento da doenga.

2.3.  Objetivos especificos

Experimento I:

» Induzir a hipertensdo arterial pulmonar em ratos adultos utilizando a

monocrotalina;
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= Caracterizar 0 estabelecimento da doenca nos animais através de analises
hemodinadmicas e morfométricas;

= Isolar as vesiculas extracelulares a partir do soro dos animais e caracteriza-las
através da analise por NTA e da expressdo proteica da flotilina 1;

= Analisar o perfil bioquimico redox no VD e no cérebro, através das seguintes
medidas: espécies reativas de oxigénio totais, lipoperoxidacdo, atividade da
NADPH oxidase, atividade enzimatica da superoxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase, niveis de sulfidrilas e razdo entre glutationa oxidada e
reduzida;

= Analisar a via das pentose-fosfato no VD e no cérebro através da medida da
atividade das enzimas 6-fosfogluconato desidrogenase e glicose-6-fosfato
desidrogenase;

= Analisar a fun¢do mitocondrial no VD e no cérebro através da medida das
atividades dos complexos Il, 1I-11l e 1V da cadeia de transporte de elétrons e da
enzima citrato sintase, bem como da analise da expressdo proteica da MnSOD;

= Verificar a relacdo do HIF-1a com as alteracBes mitocondriais presentes no
cerebro;

= Verificar a presenga de fatores de transcrigdo PGC-1a e sirtuina 1, relacionados
com a atividade mitocondrial, nas EVs derivadas do soro dos animais;

= Realizar as analises estatisticas dos dados coletados ao fim dos experimentos.

Experimento 1I:

» Realizar a cultura celular das células-tronco mesenquimais derivadas de medula
0ssea humana;

= Isolar as vesiculas extracelulares do meio de cultura utilizando a técnica da
ultracentrifugacao;

» Realizar a caracterizacdo das vesiculas extracelulares por NTA e expressao
proteica da CD63;

= Avaliar a progresséo e estabelecimento da doenga nos animais através de anélise
ecocardiografica inicial (dia 0) e final (dia 28);

» Induzir a hipertensdo arterial pulmonar em camundongos adultos selvagens

utilizando a monocrotalina;
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» Realizar o tratamento dos camundongos com as vesiculas extracelulares derivadas
das células-tronco mesenquimais;

» Realizar a coleta de sangue dos animais a cada semana, separar 0 SOro e,
posteriormente, isolar as vesiculas extracelulares circulantes;

= Auvaliar a pressdo sistolica no VD através da analise hemodinamica no dia 28,
realizar a eutanasia e coletar os 6rgaos;

» Avaliar o remodelamento dos vasos pulmonares e do VD através de andlise
histoldgica do tecido pulmonar e analise morfométrica do indice de hipertrofia no
tecido cardiaco direito;

= Auvaliar o efeito do tratamento com as MSC-EVs no metabolismo, atraves da
andlise da expressédo proteica dos fatores FOXO1, CPT1A, MnSOD e GSK3f no
tecido pulmonar;

= Realizar as analises estatisticas dos dados coletados ao fim dos experimentos.

Experimento I1I:

= Realizar o desmame da prole de camundongos da linhagem transgénica e separar
noS grupos experimentais;

= Adicionar tetraciclina na dgua de beber dos animais do grupo com expressao
normal da MnSOD;

= Auvaliar a progressdo e estabelecimento da doenc¢a nos animais através de analise
ecocardiogréafica inicial (dia 0) e final (dia 28);

» Induzir a hipertensdo arterial pulmonar nos camundongos adultos transgénicos de
ambos os grupos experimentais utilizando a monocrotalina;

» Realizar a coleta de sangue dos animais a cada semana, separar 0 SOro e,
posteriormente, isolar as vesiculas extracelulares circulantes;

= Avaliar a presséo sistolica no VD através da anélise hemodindmica no dia 28,
realizar a eutandsia e coletar os 6rgaos;

= Auvaliar o remodelamento dos vasos pulmonares e do VD através de analise
histoldgica do tecido pulmonar e analise morfométrica do indice de hipertrofia no
tecido cardiaco direito;

= Realizar as analises estatisticas dos dados coletados ao fim dos experimentos.
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3. Materiais e métodos
3.1. Experimento I

Todos os procedimentos experimentais desenvolvidos neste estudo seguiram a Lei
11.794 e as Diretrizes para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e
Didaticos (DBCA) do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS), com o nimero 33760.

3.1.1. Animais

Neste experimento, foram utilizados 20 ratos Wistar machos adultos, pesando entre
180 e 200g. Os animais foram provenientes do Centro de Reproducéo e Experimentacao
Animal da UFRGS (CREAL/UFRGS) e, durante o protocolo experimental, foram
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia (ICBS, UFRGS),
agrupados (n = 4/caixa) em caixas de polipropileno (33x17x40 cm), sob condicdes de
iluminacdo claro/escuro de 12 horas, temperatura (22 + 2°C) e umidade (55%)

controladas, com livre acesso a agua e racao.

3.1.2. Protocolo experimental

Os animais foram divididos, de forma randémica, em dois grupos experimentais:
Controle (n=8) e Monocrotalina (n=12). Todos os animais foram pesados semanalmente
e, no primeiro dia, este dado foi utilizado para determinar a quantidade de farmaco a ser
injetada em cada animal. A MCT foi injetada pela via intraperitoneal na dose Unica de 60
mg/kg, os animais do grupo Controle receberam apenas solucédo salina, pela mesma via.

O esquema do protocolo realizado pode ser visualizado na figura 3.
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Experimento | - Analise da
PRUTUBUI_U homeostase redox e mitocondrial em

ventriculo direito, cérebro e vesiculas

EXPERI M ENTAI- extracelulares circulantes de ratos

com hipertensao arterial pulmonar

GRUPOS EXPERIMENTAIS:

Controle, n=8 Monocrotalina, n=12
Injecao intraperitoneal Injecao intraperitoneal

de solucao salina de MCT (60 mg/kg)

DIAO

® Pesagem inicial dos
animais
® |njecOes de MCT ou salina

DIA 14

e Pesagem dos animais

DIA 21

e Pesagem final dos animais

e Cateterismo do VD

e Eutanasia

¢ Coleta do sangue troncular e separacao do soro
e Coleta do coragao, cérebro, pulmaes e tibia

e Separacao e pesagem do VD e VE + septo

¢ Determinac¢do do peso Umido dos pulmdes

Figura 6. Protocolo experimental do Experimento I.

3.1.3. Anéalise hemodinamica

A analise hemodinamica da pressao diastolica do ventriculo direito (PDVD), da
pressao sistolica do ventriculo direito (PSVD) e da mPAP foi realizada através de
cateterismo. Para isso, 0s animais foram anestesiados, submetidos a tricotomia da regido
jugular direita e posterior dissecacéao e isolamento da veia jugular. O fluxo sanguineo foi
obstruido e uma inciséo na parede superior do vaso foi realizada para a introducdo de um
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cateter de polietileno (PE-50) preenchido com solucgéo salina (NaCl 0,9%). O cateter foi
inserido até o VD e sua posicdo foi determinada pela observacdo da forma de onda
caracteristica da pressdo ventricular direita. Apos estabilizacdo da leitura, a PDVD e a
PSVD foram registradas e expressas em mmHg. Os registros foram monitorados
utilizando um transdutor de presséo (Strain-Gauge — Narco Biosystem Miniature Pulse
Transducer RP-155, EUA) ligado a um amplificador de sinais (Windag, Dataq
Instruments, Inc., EUA) com uma taxa de amostragem de 1000 Hz [Ludke et al., 2010].
A mPAP foi estimada utilizando a seguinte formula: mPAP (mmHg) = (0,61 x PSVD) +
2 mmHg [Koskenvuo et al., 2010].

3.1.4. Andlises morfométricas

Os animais foram pesados a cada 14 dias para determinar o efeito da doenga no
indice de peso corporal. Para determinar a hipertrofia do VD, o indice de Fulton foi
calculado (relacdo massa VD/[VE + septo]) [Fulton et al., 1952]. Além disso, a congestdo
pulmonar foi calculada pela razdo do peso imido (pesado no dia da coleta do 6rgéo) pelo
peso seco (pesado apds incubacdo em estufa a 60°C durante aproximadamente 15 dias,

para estabilizacdo total do peso do 6rgao) [Farahmand et al., 2004].

3.1.5. Preparacdo das amostras e calculo da concentracéo proteica

Para preparar as amostras de VD e cérebro, os tecidos foram adicionados a uma
solucdo de cloreto de potassio (KCI) 1,15% (5 ml/g de tecido) mais fluoreto de fenilmetil
sulfonil (PMSF) 100 mM. O VD foi homogeneizado por 40 segundos utilizando
homogenizador Ultra-Turrax (OMNI Tissue Homogeneizer, OMNI International, EUA)
e o cérebro foi homogeneizado em um tubo de 1,5 ml aplicando pressdo manualmente
com um pildo de cerdmica. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos
a 1000 x g e 4°C. O sobrenadante foi coletado para posteriores analises [Llesuy et al.,
1985].

A preparacdo dos tecidos para as analises mitocondriais, no entanto, foi realizada
utilizando tampdo SETH (sacarose 250 mM, EDTA 2 mM, Trizma base 10 mM e
heparina 50 1U/ml, pH 7,4) (1:20 p/v). O VD foi homogeneizado por 40 segundos
utilizando homogenizador Ultra-Turrax (OMNI Tissue Homogeneizer, OMNI
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International, EUA) e o cérebro foi homogeneizado em um tubo de 1,5 ml aplicando
pressdo manualmente com um pildo de ceramica. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 10 min a 750 x g e 4°C [Rosenthal et al., 1987].

A concentracdo de proteinas em cada amostra foi quantificada pelo método de
Lowry, descrito em 1951, utilizando albumina de soro bovino como padrdo (1 mg/mL).
As amostras foram adicionadas em meio contendo solucdo de bicarbonato de sddio
(NaHCO3) 2% em hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 N, 1% de solucéo de sulfato de cobre
(CuS04.5H,0) 1%, 1% de solucgdo de tartarato de sodio e potassio (KNaCsH10¢.4H20)
2%. O reativo de Folin Ciocalteau foi adicionado as amostras na placa, que foi deixada
em temperatura ambiente e em auséncia de luz por 30 minutos. Apos este periodo, a
leitura foi efetuada em espectrofotdmetro (Anthos Zenyth 200 RT, Biochrom, Reino
Unido) a 635 nm.

3.1.6. Isolamento e caracterizacdo das vesiculas extracelulares

As EVs foram isoladas de acordo com as instrucfes do fabricante, utilizando um
kit comercial (MIRCURYTM Exosome lIsolation Kit, Exigon, Vebak, Dinamarca), que
se baseia no método de precipitacdo das particulas. Inicialmente, 0,6 ml do soro, obtido
do sangue troncular coletado no momento da decapitacédo, foi centrifugado por 5 min a
10000 x g, para remogé&o dos restos celulares, e 0 sobrenadante foi coletado. Em seguida,
foi adicionado 0,2 ml do tamp&o de precipitacdo presente no kit ao tubo do sobrenadante,
que foi misturado em vortex e incubado por 60 min a 4°C. Apds este periodo, as amostras
foram centrifugadas por 30 min a 1500 x g em temperatura ambiente, e o sobrenadante
foi descartado. O pellet resultante foi ressuspendido em 0,3 ml de tampéo fosfato-salino
(PBS) 1x utilizando o vértex por 5 a 15 min, em temperatura ambiente.

As EVs circulantes foram caracterizadas através da técnica de andlise e
rastreamento da concentracdo e tamanho de nanoparticulas presentes na amostra, a
Nanosight Tracking Analysis (NTA) [Van Der Pol et al., 2010], utilizando o aparelho
Nanosight LM10-HS (Nanosight Ltd., Amesbury, UK)* e da presenca da proteina
flotilina 1 (FLOT1) [De Gassart et al., 2003], através da expressao proteica analisada pela

técnica de Western blot.

*analise realizada no laboratorio de pesquisa do Dr. André Ricardo Massensini, com

auxilio da Dra. Virginia Mendes Carregal, no Departamento de Fisiologia e Biofisica do

61



Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (Belo
Horizonte, MG, Brasil).

3.1.7. Concentracgao total de espécies reativas de oxigénio

A determinacdo da concentracao total de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi
realizada utilizando a técnica descrita por Lebel e colaboradores (1992). Esta técnica
mensura a concentracdo de ROS através da interacdo entre estas e o diacetato de 2°,7°-
diclorofluoresceina (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich, EUA), que é oxidado e transformado
em 2,7-diclorofluoresceina (DCF), molécula que emite fluorescéncia. Para isto, as
amostras foram incubadas com tampéo fosfato 20 mM mais KCI (cloreto de potéssio) 140
mM (pH 7,4) e DCFH-DA 100 uM por 30 minutos, no escuro ¢ a temperatura ambiente.
A reacdo foi medida em espectrofotdmetro fluorescente (T80 UV/VIS Spectrometer, PG
Instruments, Sdo Paulo, BR), no qual as amostras foram excitadas a 488 nm e a emissao
de fluorescéncia foi coletada a 525 nm. Os resultados foram expressos em nmoles de DCF

formado/mg proteina.

3.1.8. Atividade da NADPH oxidase

A atividade do complexo enzimatico NADPH oxidase foi determinada, conforme
descrito por Wei e colaboradores (2006), baseando-se no fato de que sua atividade é
diretamente proporcional a geracao, através da transferéncia de elétrons do NADPH para
0 oxigénio molecular, de anion superoxido pela enzima. Sendo assim, 0 consumo de
NADPH foi medido em espectrofotdbmetro (modelo UV Visivel Cary 1E, Varian, CA,
EUA) a 340 nm durante 10 minutos. Os resultados foram expressos em nmoles de
NADPH consumido/min/mg de proteina.

3.1.9. Niveis de lipoperoxidacao

Os niveis de lipoperoxidagdo (LPO) foram determinados através da técnica
descrita por Gonzalez-Flecha e colaboradores (1991). Para isso, as amostras foram
adicionadas, na concentracdo de 0,5 mg/mL, em tampéo fosfato 30 mM mais KCI 120
mM (pH 7,4), em viais de baixo potassio. A quimiluminescéncia (QL) basal desta reagdo
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foi mensurada em um espectrometro de cintilacdo liquida (1215 LKB Wallac RackBeta,
Austrélia). Apos isto, foi adicionado hidroperoxido de tert-butil (t-BOOH) 0,5 mM nos
viais contendo as amostras com o tampdo e a QL iniciada por esta reacdo foi registrada
por, no minimo, dois ciclos completos (até atingir o pico). Os niveis de dano a lipideos
foram, entdo, determinados pela diferenca entre a QL maxima e a QL basal. Os resultados

foram expressos em cps (contagens/segundo)/mg proteina.

3.1.10. Atividade das enzimas antioxidantes

O composto quimico pirogalol, quando em meio basico, sofre uma reacdo de auto-
oxidacdo, gerando o anion superéxido (+O2), que por sua vez reage oxidando o proprio
pirogalol. Nestas condicGes, a enzima SOD age inibindo a acdo do anion superoxido e,
consequentemente, a oxidagdo do pirogalol. Baseando-se nisto, a atividade da SOD foi
determinada como descrito por Marklund (1985). Foram utilizadas as seguintes solugdes:
solugéo tampéo Tris-base 50 mM mais EDTA 1 mM (pH 8,2), solugao de catalase 30 uM,
solucdo de SOD (para realizacdo da curva padrdo) ou amostra analisada e pirogalol 24
mM (diluido em &cido cloridrico 10 mM). Para a realizac¢do da curva padréo, a solucao
de SOD (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) foi utilizada nas concentragdes de 0, 0,25,
0,5 e 1 unidade. A partir da curva, foi obtido o fator de correcéo para calcular a conversédo
da porcentagem de inibicdo da oxidacdo do pirogalol, em unidades de SOD. A reacéo foi
medida em espectrofotdmetro (modelo UV Visivel Cary 1E, Varian, CA, EUA) a 420
nm, e a atividade da enzima foi expressa em U/mg proteina.

Segundo Aebi (1984), a atividade da enzima CAT é diretamente proporcional a
taxa de decomposi¢cdo do H20.. Para determina-la, a amostra foi adicionada a uma
solucdo tampdo de fosfatos de sédio de 50 mM (pH 7,4) mais H202 0,3 M. A reacéo foi
medida em espectrofotdmetro (modelo UV Visivel Cary 1E, Varian, CA, EUA) a 240 nm
e os resultados foram expressos em nmoles de H202/min/mg proteina.

A atividade da enzima GPx foi determinada seguindo a técnica de Flohé e Giinzler
(1984), que se baseia na a¢do catalitica da enzima sobre a oxidacdo da GSH em GSSG.
Na presenca da enzima glutationa redutase (GR), que utiliza NADPH como substrato, a
GSSG é convertida de volta em GSH. Nesta reacdo, o NADPH ¢é oxidado a NADP* e a
diferenca de absorbancias resultante, medida em espectrofotdmetro (modelo UV Visivel

Cary 1E, Varian, CA, EUA) a 340 nm, é posteriormente utilizada para o calculo da
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atividade da GPx. O meio de reacdo foi composto por tampéo fosfato de sddio 140 mM
mais EDTA 1 mM (pH 7,4), NADPH 0,24 mM, azida sddica (NaN3) 1 mM (utilizada
para inibir a catalase), GSH 5 mM e GR 0,5 U/ml, e o t-BOOH 0,5 mM foi adicionado

para inicia-la. Os resultados foram expressos em pmol/min/mg proteina.

3.1.11. Antioxidantes ndo enzimaticos

Descrita pela primeira vez por Akerboom e Sies (1981), a determinacédo dos niveis
de GSH e GSSH ¢ baseada na reacdo das glutationas com o acido 2-nitrobenzoico
(DTNB). Para isso, é realizada a mensuracao total de glutationas (TG) e de somente a
GSSG, sendo a GSH determinada pela diferenca entre estes dois valores. Primeiramente,
as amostras foram desproteinizadas com acido perclérico 2 M mais EDTA 2 mM e
centrifugadas por 10 min a 1000 g. O sobrenadante foi, entdo, coletado e neutralizado
com hidréxido de potassio 2 M. A amostra coletada foi dividida em dois tubos (1 para
TG e 1 para GSSG) e foi adicionado N-etilmaleimida (NEM) 0,2 M, composto que inibe
a GSH, apenas no tubo de medida da GSSG. O pH das amostras de ambos os tubos foi
ajustado para 7,0 utilizando o composto MOPS 0,3 M mais hidroxido de potéssio (KOH)
2 M. O meio de reacdo foi composto por agua destilada, DTNB 6 mM, NADPH 0,25 mM
e GR 10 U/ml. Os valores de absorbancia foram medidos em espectrofotémetro (modelo
UV Visivel Cary 1E, Varian, CA, EUA) a 420 nm, e o resultado foi expresso como pumol
de &cido 5-tiol-2-nitrobenzoico (TNB) formado/min/mg proteina. Por fim, a razdo entre
as glutationas foi calculada e determinada como GSH/GSSG.

A quantificacdo das sulfidrilas foi realizada de acordo com Sedlak e Lindsay
(1968), baseada na reagdo do DTNB com os grupamentos -SH. As amostras foram
incubadas com DTNB 0,1 mM durante 30 min a temperatura ambiente e em auséncia de
luz. Os valores de absorbancia foram medidos em espectrofotdmetro (Anthos Zenyth 200
RT, Biochrom, Reino Unido) a 412 nm, e o resultado foi expresso como nmol de TNB

formado/mg proteina.

3.1.12. Atividade dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial

As atividades da succinato desidrogenase (complexo I1) e da succinato/citocromo

C oxido redutase (complexo II-111)** foram medidas em meio de reacdo contendo a
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amostra, tampéo fosfato de potassio 40 mM (pH 7,4), succinato de sédio 16 mM, azida
sodica 4 mM e rotenona 7 puM. A técnica baseia-se na reducdo de 2,6-
dinitrofenolindofenol (DNP”) 8,3 uM pelo complexo Il através da adicdo deste composto
no momento da leitura, realizada em espectrofotdmetro a 600 nm e da reducdo do
citocromo C 50 uM pelo caminho dos complexos I1-111, realizada a 550 nm. A atividade
da citocromo C oxidase (complexo IV)** foi medida em meio de reacdo contendo a
amostra, tampao fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e dodecil maltosideo (DDM) 0,6
mM. A leitura foi realizada seguindo a oxidacéo, pelo complexo 1V, do citocromo C 75
uM adicionado no momento da leitura em espectrofotdometro a 550 nm. Os resultados

foram expressos como nmol/min/mg de proteina.

3.1.13. Atividade da enzima citrato sintase

A atividade da citrato sintase** foi determinada de acordo com a técnica descrita
por Shepherd e Garland (1969), a qual se baseia no fato de que a redugdo do DTNB a
TNB ¢é diretamente proporcional a atividade da enzima. O meio de reacdo consistiu na
amostra adicionada em tampdo fosfato de potassio 5 mM (pH 7,4), sacarose 300 mM,
EGTA 1 mM, BSA 0,1%, MOPS 5 mM, Triton X-100 0,1%, DTNB 0,1 mM, acetil-CoA
0,1 mM e oxaloacetato 0,2 mM e a leitura foi realizada em espectrofotometro a 412 nm.

Os resultados séo expressos como pmol de TNB formado/min/mg de proteina.

** analises realizadas no laboratorio de pesquisa do Dr. Guilhian Leipnitz, com auxilio
da Dra. Belisa Parmeggiani e do Dr. Mateus Grings, no Departamento de Bioquimica do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(Porto Alegre, RS, Brasil).

3.1.14. Atividade das enzimas da via da pentose fosfato

As atividades da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e da 6-fosfogluconato
desidrogenase (6PDG) foram determinadas de acordo com Leong e Clark (1984),
baseando-se na formacdo diretamente proporcional a atividade das enzimas de NADPH.

O meio de reacdo consistiu na amostra adicionada em tampéo Tris-HCI 100 mM (pH 7,5),
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cloreto de magnésio (MgCl,) 1,0 mM, NADP* 0,05 mM e glicose-6-fosfato 0,1 mM. A
formacdo de NADPH foi mensurada em espectrofotometro a 340 nm. Os resultados sdo

expressos em U de NADPH formado/mg de proteina.

3.2.Experimento |1

Este experimento foi realizado no Laboratdrio de Pesquisa Cardiovascular e Saide
Global coordenado pelo Dr. Ruhul Abid, no Centro de Pesquisa Cardiovascular, Divisdo
de Cirurgia Cardiotoracica, Departamento de Cirurgia, Hospital de Rhode Island e Escola
de Medicina Warren Alpert da Brown University (Providence, RI, EUA).

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Uso
e Cuidado de Animais Institucionais (IACUC) no Hospital de Rhode Island (Lifespan
Animal Care, numero do protocolo: 5019-19) e foram realizados de acordo com as
diretrizes do NIH (National Institute of Health, Guia para o Cuidado e Uso de Animais

de Laboratorio).

3.2.1. Animais

Foram utilizados 36 camundongos da raca FVB de ambos os sexos (50-60%
machos e 40-50% fémeas por grupo) de seis semanas de idade, pesando,
aproximadamente, 20g. Todos os animais foram tratados em coordenacdo com 0s
técnicos veterinarios do Hospital de Rhode Island, alojados em gaiolas no biotério e
mantidos em condi¢des padrao (ciclo claro/escuro de 12h, 21°C e umidade controlada de

55%) com livre acesso a ragdo e agua.

3.2.2. Cultura das células mesenquimais e isolamento das MSC-EVs

Células-tronco mesenquimais derivadas de medula dssea humana (hBM-MSCs;
Lonza, Basel, Suiga) foram cultivadas em meio de cultura com alta concentracdo de
glicose (Dulbecco's Modified Eagle Medium - DMEM; Gibco, Waltham, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; Gibco, Waltham, EUA) e 1% de
penicilina-estreptomicina (Gibco, Waltham, EUA) em uma incubadora umidificada a
37°C e 5% de CO. Quando as celulas atingiram 80% de confluéncia na passagem 7, o
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DMEM foi substituido por meio de cultura sem soro (Roswell Park Memorial Institute
1640 - RPMI 1640; Thermo Fisher, Waltham, EUA) [Aliotta et al., 2016]. Apos 24h, o
meio de cultura foi coletado e centrifugado por 30 min a 2.000 x g e 4°C (2x), para
remover residuos celulares. O sobrenadante foi transferido para tubos de polipropileno
estéreis de parede fina para ser ultra-centrifugado por 70 min a 100.000 x g e 4°C (2x). O
pellet final foi, entdo, ressuspendido em PBS 1x estéril suplementado com 1% de
dimetilsulfoxido (DMSO), rapidamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a
-80°C ate o tratamento [Scrimgeour et al., 2019; Théry et al., 2006].

3.2.3. Caracterizacédo das MSC-EVs

A distribuicdo de tamanho e a concentracdo das MSC-EVs foram determinadas
por analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) usando NanoSight 5000 (Malvern
Instruments, Malvern, Reino Unido) conforme descrito anteriormente [Théry et al., 2006;
Wen et al., 2016]. As MSC-EVs também foram avaliadas por microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM) conforme descrito anteriormente [Wen et al., 2019], onde um volume
igual de paraformaldeido a 4% foi usado para fixar as vesiculas, que foram, entdo,
colocados em grades revestidas de carbono. As grades foram lavadas com PBS 1x e as
MSC-EVs fixadas em glutaraldeido 1% e acetato de uranila 4%, para contraste. As MSC-
EVs fixadas nas grades foram observadas usando um microscépio eletrdnico de
transmissdo Phillips 410 (Phillips, Eindhoven, Holanda) e o software de imagem AMT
foi usado para adquirir as imagens. Finalmente, o marcador de vesiculas extracelulares
CD63 (anti-CD63 antibody, Cell Signaling Technology, EUA) foi avaliado por western
blot [Théry et al., 2006].

3.2.4. Protocolo experimental

Os animais foram divididos, de forma randémica, em quatro grupos
experimentais: Controle (n=8), MCT (n=11), Controle + EVs (n=7) e MCT + EVs (n=10).
No dia anterior & primeira série de inje¢des, os animais foram pesados e o ecocardiograma
basal foi realizado. Para induzir a hipertensdo arterial pulmonar, os camundongos nos
grupos MCT e MCT + EVs receberam inje¢des subcutaneas semanais de monocrotalina
na dose de 60mg/kg (MCT; Sigma, St. Louis, MO, EUA) durante 4 semanas, em um
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volume final de 100 pl de PBS 1x estéril. Os animais dos grupos Controle e Controle +
EVs foram tratados de forma equivalente apenas com veiculo. A MCT foi preparada de
acordo com as instrugdes do fabricante; o p6 foi diluido em HCI 1M e neutralizado com
NaOH 1M até pH 7,4.

Vinte e quatro horas apos cada injecdo de MCT, os camundongos foram
anestesiados com 2% de isoflurano (vaporizador VetFLo™, Kent Scientific Corp., CT,
EUA) e 3 x 10° particulas de MSC-EVs diluidas em PBS 1x estéril até o volume final de
100 pl [Aliotta et al., 2016] foram injetadas por via intravenosa através da veia caudal
dos camundongos dos grupos Controle + EVs e MCT + EVs, enquanto os camundongos
dos grupos Controle e MCT foram tratados de forma equivalente apenas com veiculo. O

esquema do protocolo realizado pode ser visualizado na figura 4.
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PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

Experimento Il - Avaliacdo do
tratamento com vesiculas
extracelulares derivadas de células-
tronco mesenquimais em
camundongos com hipertensao
arterial pulmonar

GRUPOS EXPERIMENTAIS:

Controle, n=8

Injecdo subcutanea de
veiculo - 4x;

Injecdo intravenosa de
veiculo - 4x;

6
62

Controle + EVs, n=7
Injecdo subcutanea de
veiculo - 4x;

Injecdo intravenosa de
MSC-EVs (3 x10) - 4x;

DIAO

Ecocardiografia inicial

DIA 2
Injecdes de MSC-EVs/veiculo

DIA9
Injecdes de MSC-EVs/veiculo

DIA 16
Injecdes de MSC-EVs/veiculo

DIA 23
Injecdes de MSC-EVs/veiculo

DIA 29

Pesagem final dos animais
Ecocardiografia final

Medida da PSVD
Eutanasia
Coleta do coracao e pulmoes

SIS

Monocrotalina, n=12
Injecdo subcutanea de
MCT (60 mg/kg) - 4x;
Injecdo intravenosa de
veiculo - 4x;

Injecdo subcutanea
MCT (60 mg/kg) - 4x;
Injecao intravenosa

MSC-EVs (3x 10) - 4x;

DIA1

e Pesagem dos animais

s Injecdes de MCT/veiculo

e Coleta de sangue (veia
submandibular)

DIA 8

* Pesagem dos animais

¢ Injecdes de MCT/veiculo

e Coleta de sangue (veia
submandibular)

DIA 15

e Pesagem dos animais

¢ Injecoes de MCT/veiculo

e Coleta de sangue (veia
submandibular)

DIA 22

* Pesagem dos animais

* Injecoes de MCT/veiculo

e Coleta de sangue (veia
submandibular)

o —00— 00— 090

Coleta de sangue final (veia submandibular)

Separacao e pesagem do VD e VE + septo

Monocrotalina + EVs, n=10

de

de

Figura 7. Protocolo experimental do Experimento 1I.
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3.2.5. Anélises ecocardiograficas

Os animais foram anestesiados com 2—3% de isoflurano (vaporizador VetFLo™,
Kent Scientific Corp., CT, EUA), colocados em posi¢cdo supina em uma estacdo de
imagem aquecida a 37°C (FUJIFILM VisualSonics Inc, ON, Canadd) e o térax foi
tricotomizado. Foram utilizadas as visfes de eixo longo e curto, e visdo apical das 4
camaras nos modos bidimensional, M, AM e Doppler pulsado, para a obtencdo das
imagens, utilizando o sistema de ultrassom Vevo 2100 (FUJIFILM VisualSonics Inc.,
Canada) e transdutor MS-550D. Estas imagens foram utilizadas para avaliar o RVP,
através da andlise dos pardmetros de tempo de aceleracdo da artéria pulmonar (AT),
tempo de ejecdo da artéria pulmonar (ET) e razdo AT/ET, medidas através da avaliacéo
da saida do fluxo pelo vaso, e a funcdo sistolica do VD, através da analise da excursdo
sistolica do plano anular tricaspide (TAPSE) [Brittain et al., 2013].

3.2.6. Anélise da presséao sistolica do ventriculo direito

Para avaliacdo da pressao sistolica do ventriculo direito (PSVD), os camundongos
foram anestesiados com 2-3% de isoflurano (vaporizador VetFLo™, Kent Scientific
Corp., CT, EUA) e um cateter de presséo (Millar Mikro-Tip®, EUA) foi inserido abaixo
do processo xifoide em direcdo ao VD. Antes da inser¢do, o transdutor foi definido como
zero no nivel médio do térax e calibrado para 100 mmHg. A PSVD foi, entdo, registrada
com o hardware de monitoramento PowerLab e software LabChart (AD Instruments Inc.
Colorado Springs, EUA) por 1 minuto e o valor foi verificado a partir de uma sequéncia
de pelo menos 10 ondas estaveis [Vitali et al., 2009].

3.2.7. Indice de hipertrofia do ventriculo direito

Para avaliar o indice de hipertrofia ventricular direita, o VD foi separado do VE e
do septo interventricular (S), logo apds a eutanasia, e os tecidos foram pesados. Os valores
de hipertrofia foram obtidos utilizando o indice de Fulton, determinado pela formula:
massa VD/(VE + S) [Fulton et al., 1952].
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3.2.8. Anélise do remodelamento vascular pulmonar

Os pulmdes foram coletados no momento da eutanasia e imediatamente imersos
em paraformaldeido 4%. Para a realizacéo da histologia pulmonar, o tecido foi incluido
em parafina e a coloragdo com hematoxilina e eosina foi realizada em cortes de 5 um de
cada bloco de parafina. Os pulmdes de cinco animais de cada grupo experimental foram
preparados e quatro vasos foram analisados de cada camundongo (totalizando 20 vasos
em cada grupo). A espessura da parede do vaso (distancia a partir da lamina interna até a
camada adventicia) e o didmetro intraluminal foram medidos. A relagéo entre a espessura
da parede do vaso pulmonar e o didmetro do vaso (WT/D) foi, entéo, avaliada para a
determinacédo do indice de remodelamento vascular pulmonar [Aliotta et al., 2016]. As
analises foram realizadas com cegamento do pesquisador, sem gque 0 mesmo tomasse

conhecimento sobre qual grupo experimental cada lamina pertencia.

3.2.9. Isolamento e caracterizagdo das EVs derivadas do soro dos animais

Aproximadamente 100 pl de sangue foram coletados de cada animal, por semana,
a partir da veia submandibular (veia da bochecha), com uma lanceta de uso Unico estéril
(Goldenrod 5,0 mm, Braintree Scientific, Inc., EUA). As amostras de sangue foram
centrifugadas por 15 min a 3000 x g e 4°C (2x) e o sobrenadante, composto do soro
sanguineo, foi coletado. As EVs foram purificadas pelo Total Exosome Isolation Kit
(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante.
A presenca das EVs nas amostras foi caracterizada por NTA, utilizando a NanoSight 5000
(Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido) e pela anélise da expressao da CD63 (anti-
CD63 antibody, Cell Signaling Technology, EUA). A quantificacdo de proteina foi
medida usando Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA) e as
amostras foram preparadas para western blot.

3.2.10. Western blot

As amostras foram pipetadas em gel de corrida (12-16% NuPage Bis-Tris Mini Gel,
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA) e tampdo de eletroforese MOPS
(NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA)
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1x. Apos isto, foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Millipore,
Billerica, EUA), mergulhada em tampao de transferéncia (NuPAGE™ Transfer Buffer,
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA) 1x e metanol 10%, durante 14h em sala
fria a 4°C. As membranas foram, entdo, bloqueadas com 5% de leite diluido em TBST
0,1% (Pierce™ 20X TBS Tween™ 20 Buffer, Thermo Fisher Scientific, EUA) em
temperatura ambiente, por 1h. As membranas foram lavadas com TBST (3x de 10 min) e
incubadas com anticorpos primérios anti-CD63 (1:1000; 25-60 kDa), anti-CPT1A
(1:1000; 88 kDa), anti-phospho-GSK3p (1:1000; 46 kDa), anti-phospho-FOXOL e anti-
total-FOXO1 (1:1000; 78-82 kDa), MnSOD (1:1000; 22 kDa) e SIRT1 (1:1000; 120 kDa)
(Cell Signaling Technology, EUA) por 16h, em sala fria a 4°C. Em seguida, 0s anticorpos
primarios foram removidos, as membranas foram lavadas com TBST (3x de 10 min) e
incubadas com os anticorpos secundarios (1: 5000; anti-mouse e anti-rabbit) por 2h, em
temperatura ambiente. Por fim, foi utilizado o Western Blotting ECL (SuperSignal™
Western Blot Enhancer , Thermo Fisher Scientific, EUA) para deteccdo de proteinas, e
as proteinas foram visualizadas por quimiluminescéncia, detectadas em um sistema
ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, EUA). A expressao proteica foi quantificada utilizando o
software ImageJ (Wayne Rasband, Research Services Branch, NIH, EUA) e os resultados

foram normalizados por a-tubulina (1:1000; 45 kDa).

3.3.Experimento 11

Este experimento foi realizado no Laboratorio de Pesquisa Cardiovascular e Saude
Global coordenado pelo Dr. Ruhul Abid, no Centro de Pesquisa Cardiovascular, Diviséo
de Cirurgia Cardiotorécica, Departamento de Cirurgia, Hospital de Rhode Island e Escola
de Medicina Warren Alpert da Brown University (Providence, RI, EUA).

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Uso
e Cuidado de Animais Institucionais (IACUC) no Hospital de Rhode Island (Lifespan
Animal Care, nimero do protocolo: 5019-19) e foram realizados de acordo com as

diretrizes do NIH (Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério).

3.3.1. Animais
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Foram utilizados 14 camundongos FVB transgénicos de ambos o0s sexos (50-60%
machos e 40-50% fémeas por grupo) de seis semanas de idade, pesando,
aproximadamente, 20g. Todos os animais foram tratados em coordenagdo com oS
técnicos veterinarios do Hospital de Rhode Island, alojados em gaiolas no biotério e
mantidos em condi¢des padrao (ciclo claro/escuro de 12h, 21°C e umidade controlada de
55%) com livre acesso a ragdo e agua.

Os camundongos utilizados neste experimento s&o animais (DADOS NAO
PUBLICADOS), que apresentam superexpressao condicional (OE) da MnSOD (isoforma

mitocondrial) especificamente em células endoteliais.

(A DESCRICAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA NESTE MODELO
EXPERIMENTAL AINDA NAO FOI PUBLICADA E ESTES DADOS
PERMANECERAO EM SIGILO ATE A DATA DE SUA PUBLICACAO EM
FORMATO DE ARTIGO)

(DADOS NAO PUBLICADOS)

Figura 8. Modelo transgénico de superexpressdo da MnSOD em células endoteliais.

3.3.2. Protocolo experimental

Os animais foram divididos, de forma randémica, em dois grupos experimentais:
MnSODVE-NE (n=7) e MnSODVE-OE (n=7). No dia anterior a primeira série de
injecBes, os animais foram pesados e o ecocardiograma basal foi realizado. Para induzir
a hipertenséo arterial pulmonar, os camundongos de ambos 0s grupos receberam injecoes
subcutaneas semanais de monocrotalina na dose de 60mg/kg (MCT; Sigma, St. Louis,
MO, EUA) durante 4 semanas, em um volume final de 100 ul de PBS 1x estéril. A MCT
foi preparada de acordo com as instrucdes do fabricante; o p6 foi diluido em HCI 1M e
neutralizado com NaOH 1M até pH 7,4.
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Experimento Il - Avaliacdo do efeito
PRUTUCU I_ﬂ da superexpressao da MnSOD em

camundongos transgénicos com
EX P E R I M E NTA I- hipertensao arterial pulmonar

GRUPOS EXPERIMENTAIS:

MnSODVE-NE (Tet-ON, expressao normal de MnSOD), n=7
Injecdo subcutanea de MCT (60 mg/kg) - 4x;

@ MnSODVE-OE (Tet-OFF, superexpressao de MnSOD), n=7
Injecao subcutanea de MCT (60 mg/kg) - 4x;

@® DIAOD

e Ecocardiografia inicial
DIA1@®

e Pesagem dos animais

* Injecoes de MCT

e Coleta de sangue (veia

submandibular) ‘ DIA 8

e Pesagem dos animais

e Injecdes de MCT

* Coleta de sangue (veia
submandibular

DIA15¢@  SuPmandibulan

* Pesagem dos animais

* InjecSes de MCT

* Coleta de sangue (veia

submandibular) ‘ DIA 22

* Pesagem dos animais

® |njecdes de MCT

e Coleta de sangue (veia
submandibular)

DIA29@®

Pesagem final dos animais

Ecocardiografia final

Coleta de sangue final (veia submandibular)
Medida da PSVD

Eutanasia

Coleta do coracao e pulmdes

Separacao e pesagem do VD e VE + septo

Figura 9. Protocolo experimental do Experimento I11.
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3.3.3. Anélises ecocardiograficas

Estas analises foram realizadas de acordo com o método descrito no item 3.2.5.

3.3.4. Anélise da presséo sistolica do ventriculo direito

Estas analises foram realizadas de acordo com o método descrito no item 3.2.6.

3.3.5. Indice de hipertrofia do ventriculo direito

Estas analises foram realizadas de acordo com o método descrito no item 3.2.7.

3.3.6. Analise do remodelamento vascular pulmonar

Estas analises foram realizadas de acordo com o método descrito no item 3.2.8.

3.3.7. Western blot

Estas andlises foram realizadas de acordo com o método descrito no item 3.2.10.
Os resultados foram normalizados pela gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
(1:1000; 37 kDa).

3.4. Analises estatisticas

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para determinar a normalidade de distribuicéo
dos dados. Os dados dos Experimentos | e 1l foram analisados pelo teste t de Student
para amostras desemparelhadas, e as correlagcbes foram avaliadas pelo coeficiente de
correlagdo de Pearson. Os dados do Experimento Il foram analisados por ANOVA de
duas vias, seguido por pos-teste de Tukey. Os dados foram expressos como média +

desvio padrdo e as analises que apresentaram P <0,05 foram aceitas como estatisticamente
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significativas. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad

Prism 8.

4. Resultados

4.1. Experimento I: artigo “Pulmonary arterial hypertension induces the release
of circulating extracellular vesicles with oxidative content and alters redox and

mitochondrial homeostasis in the brain of rats”

O artigo com os resultados do experimento | foram publicados na revista Hypertension
Research. Esta é a versao aceita pela revista para arquivamento. Para acesso na integra ao
artigo, por favor acesse: https://www.nature.com/articles/s41440-021-00660-y#Abs1
DOI: https://doi.org/10.1038/s41440-021-00660-y

Artick | Publishid 15 Apeil 2021

Pulmonary arterial hypertension induces the release of circulating
extracellular vesicles with oxidative content and alters redox and
mitochondrial homeostasis in the brains of rats

Giana Blume Corssac, Jéssica Poletto Bonetto, Cristina Campos-Carraro, Laura Reck Cechinel,
Alexsandra Zimmer, Belisa Parmeggiani, Mateus Grings, Virginia Mendes Carregal, André Ricardo

Massensini, lonara Siqueira, Guilhian Leipnitz & Adriane Bellé-Klein &

Hypertension Research 44, 918-931 (2021)

257 Accesses | 4 Citations | 5 Altmetric | Metrics

Abstract

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is characterized by increased resistance of the
pulmonary vasculature and afterload imposed on the right ventricle (RV). Two major
contributors to the worsening of this disease are oxidative stress and mitochondrial
impairment. This study aimed to explore the effects of monocrotaline (MCT)-induced
PAH on redox and mitochondrial homeostasis in the RV and brain and how droulating
extracellular vesicle (EV) signaling is related to these phenomena. Wistar rats were
divided into control and MCT groups (60 mg/kg, intraperitoneal), and EVs were isolated
from blood on the day of euthanasia (21 days after MCT injections). There was an
oxidative imbalance in the RV, brain, and EVs of MCT rats. PAH impaired mitochondrial
function in the RV, as seen by a decrease in the activities of mitochondrial complex Il and

citrate symthase and manganese superoxide dismutase (MnSOD) protein expression, but

hitps: ffwwas nature comiaticles'sd 1. 480-02 1 O0EED-yEADhs 1 1AT
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ZRDARET 12903 Pulmonary aneral hyperersion induces the release of droulaiing exsracellular vesicles with coida®ve conlent and alters redox an...
this function was preserved in the brain. The key regulators of mitochondrial biogenesis,
namely, proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha and sirtuin 1, were
poorly expressed in the EV's of MCT rats, and this result was positively correlated with
MnSOD expression in the RV and negatively correlated with MnSOD expression in the
brain. Based on these findings, we can conclude that the RV is severely impacted by the
development of PAH, but this pathological injury may signal the release of drculating EVs
that communicate with different organs, such as the brain, helping to prevent further

damage through the upregulation of proteins involved in redox and mitochondrial
function.
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4.2.  Experimento Il: artigo “Therapeutic effects of extracellular vesicles derived

from mesenchymal stromal cells in pulmonary arterial hypertension”

(OS RESULTADOS OBTIDOS NO EXPERIMENTO Il AINDA NAO FORAM PUBLICADOS
E ESTES DADOS PERMANECERAO EM SIGILO ATE A DATA DE SUA PUBLICAGCAO
EM FORMATO DE ARTIGO)

4.3.  Experimento l1l: artigo “Therapeutic effects of MnSOD overexpression in

pulmonary arterial hypertension”

(OS RESULTADOS OBTIDOS NO EXPERIMENTO Il AINDA NAO FORAM
PUBLICADOS E ESTES DADOS PERMANECERAO EM SIGILO ATE A DATA DE SUA
PUBLICACAO EM FORMATO DE ARTIGO)

5. Discussao

A inducgdo da HAP, realizada através do modelo experimental da MCT, foi bem-
sucedida em ambos 0s protocolos experimentais de ratos (experimento I) e camundongos
(experimentos 1l e 111), fato evidenciado pelas alteragdes morfoldgicas, hemodinamicas e
funcionais, caracteristicas da doenga, encontradas nos animais dos grupos “MCT”. No
experimento |, a utilizacdo da MCT para induzir a HAP em ratos estd bem descrita na
literatura, bastando apenas uma Unica dose deste farmaco para causar oS eventos
responsaveis pelo estabelecimento da doenca nestes animais. De fato, apenas 21 dias
foram suficientes para induzir uma forma grave da HAP em ratos, com uma taxa de
mortalidade de 27% neste trabalho (dados n&o mostrados). Dos animais que
sobreviveram, todos apresentaram baixo peso corporal e aumento da PSVD, da mPAP,
da hipertrofia do VD e da congestdo pulmonar, sinais classicos da HAP.

Nos experimentos Il e 111, camundongos da raca FVB foram utilizados. Apesar de
ratos e camundongos serem roedores com muitas caracteristicas em comum, a MCT néo
exerce 0 mesmo efeito em ambos, uma vez que os camundongos sd&o muito mais

resistentes aos efeitos citotoxicos deste farmaco. Isso se deve as diferengas de
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metabolismo entre estas espécies, principalmente no metabolismo hepatico mediado pelo
citocromo P-450, um complexo enzimatico essencial para a bioativacdo da MCT no
organismo [He et al., 2021]. Entretanto, mesmo dentro da espécie dos camundongos ha
diferencas entre as linhagens, nas quais algumas sd@o mais suscetiveis a determinadas
doencas que outras. A linhagem FVB de camundongos, utilizados neste trabalho, é
particularmente suscetivel a doencas como asma e nefropatia diabética e, além disso, €
considerada ideal para criacdo de modelos transgénicos [Chen et al., 2018]. No entanto,
poucos estudos utilizaram os camundongos FVB em modelo de HAP, nenhum deles
utilizando a MCT como agente indutor. Neste trabalho, uma vez que o modelo de
superexpressdo da MnSOD (experimento I11) utiliza camundongos FVB transgénicos,
optamos por utiliza-los também no experimento 1l, a fim de comparacdo entre o tipo
selvagem e o tipo transgénico. De fato, neste protocolo experimental, alguns animais
parecem ndo ter desenvolvido a doenca na mesma gravidade que outros, como pode-se
observar pelo grande desvio padrdo nos valores de PSVD entre animais dos grupos
“MCT”. De forma geral, entretanto, os parametros ecocardiograficos, histoldgicos e
morfométricos analisados permitiram caracterizar bem a HAP nos grupos MCT néo-
tratados, mostrando que a inducdo da doenca foi bem-sucedida na maioria dos animais
destes grupos. Até onde sabemos, este é 0 primeiro estudo que relata o desenvolvimento
de HAP em camundongos FVB utilizando o modelo da MCT.

Para facilitar a discussdo deste trabalho, um panorama geral dos resultados

encontrados esta resumido na figura 22 abaixo.
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Figura 22. Panorama geral dos resultados apresentados neste trabalho. 6PGD, 6-
fosfogluconato desidrogenase; AT, temo de acelera¢do da artéria pulmonar; CII, ClI-11l e CIV,
complexos Il, 1I-111 e IV da cadeira de transporte de elétrons; CAT, catalase; CPT1A, Isoforma A
da enzima carnitina palmitoiltransferase-1; ET, tempo de ejecdo da artéria pulmonar; G6PD,
glicose-6-fosfato desidrogenase; GPx, glutationa peroxidase; GSH, glutationa reduzida; GSSG,
glutationa oxidada; HIF-1a, fator 1-alfa induzido por hipdxia; LPO, lipoperoxidagdo; MCT,
monocrotalina; MnSOD, manganés superoxido dismutase; mPAP, pressdo média da artéria
pulmonar; Nox, NADPH oxidases; NE, expressdo normal; OE, superexpressdo; PGC-la,
coativador 1-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissomo; PDVD, pressao diast6lica
do ventriculo direito; PSVD, pressdo sistolica do ventriculo direito; p-FOXO1, proteina O da
familia Forkhead fosforilada; p-GSK3p, glicogénio sintase quinase 33 fosforilada; ROS, espécies
reativas de oxigénio; -SH, sulfidrilas; SIRT1, sirtuina 1; SOD, superoxido dismutase; TAPSE,
excursdo sistolica do plano anular tricaspide; WT/D, espessura da parede do vaso pulmonar

dividido pelo didametro do vaso. Criada em BioRender.com.

Primeiramente, foi possivel confirmar que os danos causados pela HAP na funcéo
cardiaca direita estdo relacionados com o desequilibrio da homeostase redox e
mitocondrial no VD. Neste tecido, foi observado o estabelecimento de um ambiente redox

mais oxidativo, uma vez que hd um aumento da geracdo de ROS e uma diminuig&o tanto
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na expressao da MnSOD, quanto na atividade da SOD em geral. Este desequilibrio fica
ainda mais evidenciado pela diminuicdo da razéo entre as glutationas reduzida e oxidada
(GSH/GSSG), um dos principais indicadores do estado redox celular. Por si s6, 0 aumento
do estresse oxidativo estd relacionado com o dano inicial as células endoteliais e
musculares lisas que levam ao remodelamento vascular pulmonar e aumento da RVP na
HAP [Rafikova et al., 2019]. Nesse contexto, 0 aumento da pos-carga leva ao aumento
da hipertrofia do VD, e estas alteragfes promovem ainda mais aumento do estresse
oxidativo neste tecido, que induz a resposta inflamatoria e promove fibrose, contribuindo
para a piora na funcdo cardiaca direita e consequente insuficiéncia do VD [Mikhael et al.,
2019]. Neste cenério, a disfuncdo mitocondrial € um dos principais mecanismos que
contribuem para o aumento dos niveis de ROS, que por sua vez promovem oxidacao de
proteinas envolvidas no metabolismo mitocondrial e facilitam a abertura de poros de
transicdo de permeabilidade que causam desequilibrio ibnico nesta organela [Ten and
Ratner, 2020]. Ha, portanto, uma relagdo reciproca entre a disfuncdo mitocondrial e o
estresse oxidativo. Neste trabalho, o aumento do estresse oxidativo no VD foi
acompanhado pela perturbacdo na atividade dos complexos da cadeia respiratdria de
elétrons e da enzima citrato sintase, além da diminuicéo na expressao da MnSOD, enzima
antioxidante que atua na primeira linha de defesa contra as ROS geradas na mitocondria
[Peoples et al., 2019]. Além disso, o prejuizo na atividade e no metabolismo energético
mitocondrial esta diretamente relacionado com a disfuncdo do VD e o desenvolvimento
da HAP [Ryan et al., 2015]. Tanto nas células da vasculatura pulmonar como no VD, a
reprogramacao metabdlica descrita no efeito Warburg promove o aumento da geracdo de
ATP pela via glicolitica, inibindo a atividade mitocondrial. Uma das consequéncias do
aumento da glicélise é o aumento da atividade da PPP, para promover a sintese de
macromoléculas e, assim, a proliferacdo celular [Hidalgo et al., 2022]. No presente
estudo, 0 aumento da atividades das enzimas G6PD e 6PGD permitem concluir que a via
glicolitica estd mais ativada no VD dos animais com HAP induzida por MCT,
corroborando os resultados anteriores de que o ambiente celular mais oxidativo, a
disfuncdo mitocondrial e o prejuizo no metabolismo energético sdo proeminentes nesta
doenca.

Alguns estudos observaram que um estimulo estressor sobre uma célula faz com
que a mesma libere maiores quantidades de EVs. Neste caso, ndo apenas a quantidade,
mas, também, a composicdo e a carga das EVs liberadas poderiam ser diferentes [Chen

et al., 2021; Quesenberry et al., 2014; Théry et al., 2006]. No presente trabalho, embora
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ndo tenha havido um aumento na quantidade de EVs derivadas do soro do animais com
HAP induzida por MCT, estas particulas apresentaram caracteristicas semelhantes as
encontradas no VD, evidenciado pelo aumento da LPO e da atividade da Nox, diminuigédo
da atividade das enzimas antioxidantes e, além disso, diminui¢cdo nos niveis de PGC-1a
e SIRTL, proteinas relacionadas ao bom funcionamento da dinamica mitocondrial. Sendo
assim, apesar de ndo terem sido realizados experimentos que de fato confirmem a
procedéncia destas EVs, podemos considerar que os tecidos mais afetados pela doenga,
ou seja, os pulmdes e o VD, provavelmente foram responsaveis pela maior liberacéo de
vesiculas com padrdo de disfuncéo redox e mitocondrial caracteristicas da HAP. Uma vez
liberadas na circulacdo sanguinea, as EVs atuam como veiculos de comunicacéo entre
diferentes 6rgdos do corpo. No cérebro, esta comunicacao parece servir como um alerta
de que ha um processo patologico ocorrendo, fazendo com que as células promovam uma
resposta de adaptacdo a um possivel dano redox e mitocondrial neste tecido.
Baseando-se nesta ideia de que as EVs circulantes se comportam como
comunicadoras intercelulares mediando respostas adaptativas contra o dano celular
causado por uma doenca metabdlica como a HAP, nosso segundo objetivo foi analisar se
as EVs derivadas de MSCs poderiam prevenir o desenvolvimento da HAP através da
promoc¢do de uma resposta adaptativa metabdlica das células pulmonares. Neste caso, 0
tratamento com as MSC-EVs foi eficaz em impedir o remodelamento vascular pulmonar
e, consequentemente, o aumento da RVP. Além disso, ndo foi observado aumento da
hipertrofia no VD, preservando a anatomia desta camara cardiaca. O efeito protetor das
MSC-EVs contra a HAP ndo é uma novidade e ja foi observado em diversos estudos
publicados na ultima década. No estudo de Chen e colaboradores (2014), as MSC-EVs
melhoraram a mPAP, o remodelamento vascular pulmonar e a hipertrofia do VD de ratos
com HAP induzida por MCT, de forma semelhante ao tratamento apenas com as MSCs.
Esta comparagédo foi importante para determinar uma abordagem terapéutica livre de
celulas [Chen et al., 2014]. A melhora destes pard@metros morfol6gicos promovida pelas
MSC-EVs em animais com HAP também ja foi observada em diversos estudos do grupo
de pesquisa em hematologia e oncologia da Universidade Brown/Hospital de Rhode
Island (Estados Unidos), e esse efeito positivo foi associado com a expressdo de miRs
envolvidos na atividade antiproliferativa de células vasculares e com a diminui¢do do
recrutamento de macrofagos para o pulméo [Aliotta et al., 2016, 2017; Klinger et al.,
2020b]. J& no estudo de Hogan e colaboradores (2019), estes mesmos efeitos positivos

foram observados, mas, neste caso, foram associados com a melhora da fungéo
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mitocondrial e reversdo da disfungcdo metabolica associada ao efeito Warburg [Hogan et
al., 2019]. Sendo assim, o efeito benéfico das MSC-EVs ja foi comprovado dentro da
pesquisa experimental, mas, apesar de ndo haver ddvida do papel destas vesiculas sobre
o remodelamento vascular pulmonar, a hipertrofia e a pressdo do VD, uma contribui¢éo
do presente trabalho é corroborar ainda mais estes achados atraves da analise sobre o
fluxo da artéria pulmonar e a funcdo do VD, medidos pela ecocardiografia. Até o
momento, ndo h& na literatura um estudo avaliando o tratamento com MSC-EVs sobre
parametros ecocardiograficos. Neste trabalho, estas andlises foram realizadas e foi
observado que o tratamento preveniu a diminuicdo do AT, ET e TAPSE, preservando o
fluxo pela artéria pulmonar e a funcdo cardiaca direita, e impedindo que a HAP se
desenvolvesse nestes animais.

Para compreender quais vias de sinalizacdo estdo envolvidas no efeito protetor das
MSC-EVs, a expressdo de algumas proteinas foi analisada no tecido pulmonar dos
animais. Os resultados observados indicam que o0 mecanismo de agdo deste tratamento
esta relacionado com o metabolismo mitocondrial energético das células pulmonares. Na
literatura, apenas o estudo de Hogan e colaboradores (2019) relacionou as MSC-EVs na
HAP com a melhora do metabolismo energético e do efeito Warburg, mas este efeito foi
especifico nas celulas musculares lisas da artéria pulmonar [Hogan et al., 2019]. Sendo
assim, ainda ha pouco material de estudo para entender com clareza como o tratamento
com as MSC-EVs afeta esta via metabolica. No experimento 11 do presente trabalho, a
expressdao da MnSOD estava diminuida no pulmao dos animais com HAP induzida por
MCT, resultado similar ao encontrado no VD dos animais MCT do experimento I. O
tratamento ndo aumentou os niveis da enzima em relacdo ao grupo doente, mas, também,
ndo foi diferente do grupo controle. Neste caso, um nimero maior de amostras em cada
grupo aumentaria o poder estatistico desta comparacdo e, possivelmente, mostraria um
aumento significativo no grupo MCT + EVs em relagdo ao grupo MCT.

A GSK-3f tem papel crucial no remodelamento vascular pulmonar [Sklepkiewicz
et al., 2011] e alguns estudos observaram que sua forma fosforilada, ou seja, sua forma
inativada (p-GSK-3p), estd mais expressa em animais com HAP, tanto no VD [Colombo
et al., 2013] quanto em PASMCs [Li et al., 2020]. No presente estudo, este aumento ndo
foi observado no homogeneizado de tecido pulmonar dos animais doentes, mas o
tratamento diminuiu a expressdo da p-GSK-3p em relacdo ao grupo MCT. Além da sua
funcdo sobre o remodelamento e proliferagdo das células da vasculatura pulmonar, esta

proteina participa da regulagdo do transportador de glicose 1 (GLUT1) em diversas
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células [Kraus et al., 2016]. O aumento da expressao do GLUTL esta diretamente
relacionado com o estabelecimento do efeito Warburg, estando implicado tanto em
células cancerosas [Kraus et al., 2016], como em células endoteliais na HAP [Smolders
et al., 2022]. Da mesma forma, a FOXO1 fosforilada, ou seja, sua forma inativada (p-
FOXO1) estad mais expressa em VD de ratos e humanos com HAP. Quando ativada, esta
proteina promove o0 aumento da atividade da PDK, estimulando a inibi¢cdo da PDH. [Piao
etal., 2013]. Sendo assim, a regulacdo da ativacdo/inativacdo de ambas as proteinas GSK-
3p ¢ FOXOI1 estimulada pelas MSC-EVs parece evitar a reprogramacdo metabolica
caracteristica do efeito Warburg.

Considerando os resultados de expresséo proteica descritos acima, o tratamento
com as MSC-EVs parece estar envolvido com a regulacdo do metabolismo energético de
forma inespecifica nas células do tecido pulmonar, abrangendo todo o parénquima deste
orgdo. O efeito da doenca, entretanto, pode ser mais especifico de cada tipo celular, uma
vez que, neste tecido, as mudancas de fen6tipo causadas pela HAP sdo, principalmente,
sobre as células musculares lisas e as células endoteliais. Nesse sentido, uma proteina
envolvida com a regulacdo de diversas vias importantes para a patofisiologia da HAP é a
SIRT1. A SIRT1 esta implicada tanto no metabolismo e na funcdo mitocondrial, como na
resposta ao estresse oxidativo e regulacdo da homeostase endotelial e do tdnus vascular
[Zhou et al., 2015]. Na HAP, esta molécula esta menos expressa no VD [Vazquez-Garza
et al., 2020a] e no tecido pulmonar [Zhou et al., 2015] de ratos com a doenca induzida
por MCT. Além disso, este efeito foi observado de forma especifica em células endoteliais
[Wang et al., 2020] e em PASMCs [Zurlo et al., 2018]. O tratamento com resveratrol, um
polifenol com propriedades antioxidantes e cardioprotetoras, tem se mostrado promissor
como agente terapéutico na HAP, inibindo de forma eficiente a muscularizagdo dos vasos
pulmonares e o remodelamento do VVD. Diversos estudos sugerem que este efeito protetor
esta diretamente relacionado com a ativacdo da SIRT1 [Vazquez-Garza et al., 2020b; Yu
et al., 2017; Zhou et al., 2015]. Sendo uma proteina importante no desenvolvimento e
prevencdo/reversdo da HAP, envolvida na patofisiologia tanto dos pulmdes quanto do
coracdo, a SIRT1 foi analisada nas EVs circulantes dos animais com HAP induzida por
MCT e tratados com as MSC-EVs. Corroborando os estudos citados anteriormente, a
SIRT1 estd menos expressa nos animais doentes, mas o tratamento impediu que houvesse
essa reducédo e manteve os niveis desta proteina no mesmo patamar do grupo controle.

Os resultados obtidos nos experimentos | e Il indicam que a fungdo mitocondrial

e a homeostase redox sdo partes importantes dos mecanismos gque envolvem tanto o
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desenvolvimento quanto a prevencdo da HAP. De fato, diversos estudos da literatura ja
demonstraram que a disfungdo mitocondrial e o estresse oxidativo s&o mecanismos
patologicos presentes na HAP, e propostas terapéuticas que atuaram sobre as vias
envolvidas na homeostase mitocondrial e redox foram eficazes em reverter a doenca
[Hogan et al., 2019; Liang et al., 2020; Liu et al., 2017; Purohit et al., 2019; Yu et al.,
2017]. Sendo assim, a segunda proposta terapéutica deste estudo vai ao encontro do que
ja foi discutido até aqui, uma vez que a MnSOD ¢ a principal enzima antioxidante das
mitocondrias, atuando tanto sobre a manutencéo dos niveis fisiolégicos de ROS, quanto
na preservacdo da funcdo mitocondrial [Yu and Chan, 2017]. Neste trabalho, a
superexpressdo desta enzima foi capaz de impedir o desenvolvimento da HAP, uma vez
que a morfologia dos vasos pulmonares e do VD néo foram alteradas neste grupo,
preservando o fluxo pela artéria pulmonar e a funcdo cardiaca direita. O modelo
transgénico utilizado neste trabalho foi desenvolvido pelo Dr. Ruhul Abid e é exclusivo
do seu grupo de pesquisa, onde foi observada reducéo da area infartada e melhora da
funcdo cardiaca, em um modelo animal de infarto agudo do miocéardio induzido por
oclusdo de um ramo da artéria coronaria esquerda. Neste modelo, 0 aumento da expressdo
da MnSOD ¢é considerado moderado, sendo em torno de 50-80% maior que 0s nhiveis
normais (dados ainda né&o publicados).

Embora a utilizacdo de modelos transgénicos que superexpressam a MnSOD néo
seja uma novidade na pesquisa experimental, poucos foram testados na HAP. Entre estes,
destaca-se 0 estudo de Adesina e colaboradores (2015), no qual a superexpressao da
MnSOD agravou o quadro patoldgico de camundongos com HAP induzida por hipdxia
[Adesina et al., 2015]. De fato, como os proprios autores destacam no artigo, a MnSOD
atua sobre a detoxificacdo de anion superédxido, um radical livre altamente instavel, mas,
para isso, produz peréxido de hidrogénio, uma espécie reativa mais estavel, porém com
capacidade de oxidar biomoléculas. Apesar de ndo haver esta informacéao no artigo citado,
é possivel que a expressdo da MnSOD neste modelo transgénico tenha sido aumentada a
nivel de contribuir mais para o estresse oxidativo do que o mitigar. Nesse sentido, 0
aumento moderado da MnSOD parece ser suficiente e ideal para manter a homeostase
redox e mitocondrial e, assim, proteger contra o desenvolvimento da HAP.

Uma das vias envolvidas no efeito terapéutico da superexpressdo da MnSOD
sobre a HAP parece ser a do metabolismo energético mitocondrial, como observado pelo
aumento da expressdo da CPT1A no tecido pulmonar dos animais tratados em relagéo aos

animais doentes ndo-tratados, de forma similar ao observado no experimento Il. Dentro
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desta gama de alteracfes no metabolismo energético que ocorrem na HAP, o papel da
oxidacdo de é&cidos graxos (OAG) ainda é um assunto controverso. Quando em
normalidade, a OAG e 0 metabolismo da glicose (glicélise e oxidacdo da glicose - OG)
sdo as principais fontes de ATP para as células, variando conforme o tecido. Nesse
sentido, a OAG e a OG sdo mecanismos que se relacionam de forma inversa, ou seja, a
maior ativacdo de uma promove inibigdo da outra. Esta relacdo é chamada de ciclo de
Randle. Uma vez que a OAG utiliza 12% a mais de oxigénio para gerar a mesma
quantidade de ATP, acredita-se que, em casos de baixa disponibilidade de oxigénio, como
é o caso da HAP, a inibicéo desta via poderia favorecer a eficiéncia metabolica das células
[Fang et al., 2012]. De fato, alguns estudos observaram que o metabolismo de lipideos
estd anormal em modelos animais e em pacientes com HAP, sugerindo que a inibi¢cdo
desta via poderia ser benéfica contra a doenca [Shi and Su, 2020]. No estudo de Niu e
colaboradores (2022), o tratamento de PASMCs com um composto natural derivado da
cumarina impediu a hiper proliferacdo destas células através da sua acdo sobre o
metabolismo de lipideos, diminuindo os niveis de proteinas relacionadas & OAG nas
células, como a CPT1A [Niu et al., 2022]. Como mencionado no inicio deste paragrafo,
este assunto € controverso, pois, apesar da desregulacdo do metabolismo lipidico ser um
fator importante na HAP, estudos sugerem que justamente a inibicdo da OAG favorece o
acumulo intracelular de lipideos que causam lipotoxicidade [Li et al., 2019]. No estudo
de Brittain e colaboradores (2016), o aumento dos niveis de acidos graxos livres na
circulacdo e no tecido cardiaco direito de humanos com HAP foi associado com a
insuficiéncia do VD e piora no prognostico da doenca [Brittain et al., 2016]. Dessa forma,
a maior atividade da CPT1A, enzima que atua no transporte de &cidos graxos do citosol
para a matriz mitocondrial, esta relacionada com a diminuicdo dos niveis de lipideos
intracelulares [Li et al., 2019]. De fato, no estudo de Legchenko e colaboradores (2018),
o tratamento com o farmaco pioglitazone impediu o aumento da lipotoxicidade e
distarbios na funcdo mitocondrial de cardiomidcitos no VD, prevenindo a insuficiéncia
cardiaca direita e revertendo a HAP induzida por hipdxia + SU5416. Estes efeitos foram
relacionados ao aumento da OAG nos animais tratados [Legchenko et al., 2018]. Sendo
assim, no presente trabalho, ambos os tratamentos relatados nos experimentos Il e 11l
parecem modular o metabolismo lipidico através do aumento da OAG, regulando,
consequentemente, 0 metabolismo mitocondrial. E importante salientar que a proposta
terapéutica neste trabalho é de prevencdo da HAP através do tratamento concomitante as

injecdes de MCT, e os resultados morfologicos e funcionais demonstraram que, de fato,
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ndo houve desenvolvimento da doenca nos animais tratados. Em vista disto, se ndo ha
desenvolvimento da HAP nestes animais, também ndo ha diminuicdo da oferta de
oxigénio para os 0rgéos, entdo o aumento dos niveis de CPT1A, e, assim, da OAG, é
importante para a manutencdo da respiracdo mitocondrial como fonte de ATP, utilizando
principalmente acidos graxos como ‘“combustivel”. Pode-se concluir, entdo, que o
aumento da OAG induzida pelos tratamentos esteja relacionado a adaptacdo metabdlica
contra o desenvolvimento da doenca.

Por fim, é possivel que a resposta benéfica mediada pelo aumento da MnSOD nas
células endoteliais estenda-se a outras células vulneraveis a acdo da doenca, como as
células musculares lisas dos vasos pulmonares e os cardiomiocitos do VD. Embora néo
avaliado neste trabalho, pode-se presumir que ha uma comunica¢do paracrina mediada
por EVs entre estas células, promovendo, entdo, a sinalizacdo adaptativa redox e

mitocondrial contra o desenvolvimento da HAP.

6. Consideracdes finais

Os resultados apresentados ao longo deste trabalho permitem concluir que o
desequilibrio da homeostase redox e mitocondrial € um processo importante na
patogénese da HAP. As duas propostas terapéuticas, MSC-EVs e superexpressao da
MnSOD, foram eficazes em prevenir o desenvolvimento da doenca provavelmente por
regular vias envolvidas no metabolismo mitocondrial, impedindo uma disfungéo
mitocondrial que poderia levar a distdrbios no metabolismo energético celular e aumento
do estresse oxidativo, sinais caracteristicos da HAP. Neste sentido, hd um papel relevante
das EVs na comunicacdo intercelular, tanto durante a progressdo da doencga, mediando
respostas adaptativas redox e mitocondriais em outros 6rgdos, como observado no

cérebro, quanto na resposta terapéutica promovida pelos tratamentos.

7. Perspectivas

Uma anélise mais aprofundada em relagdo aos mecanismos relacionados aos
efeitos terapéuticos do tratamento com as MSC-EVS e do modelo de superexpressao da

MnSOD é necesséria. Sendo assim, alguns experimentos previstos sdo:
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Experimento I1:

o Analise protebmica das EVs derivadas do sangue dos animais, em
diferentes tempos de desenvolvimento da HAP;

o Anadlise da expressdo proteica de outras proteinas relacionadas ao
metabolismo redox e mitocondrial no tecido pulmonar e no VVD;

o Imunofluorescéncia do tecido pulmonar e do VD para determinar se a
expressao das proteinas envolvidas no metabolismo redox e mitocondrial se difere
em relacdo ao tipo de célula, comparando, principalmente, células endoteliais e

células do musculo liso.

Experimento I11:

o Anélise da expressdo proteica de proteinas relacionadas ao metabolismo
redox e mitocondrial no tecido pulmonar, no VD e nas EVs circulantes;

. Imunofluorescéncia do tecido pulmonar e do VD para determinar se a
expressao das proteinas envolvidas no metabolismo redox e mitocondrial se difere
em relacdo ao tipo de célula, comparando, principalmente, células endoteliais e

células do musculo liso.
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