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ARTIGO 48, PARAGRAFO 3

“A FACULDADE NAO RESPONDE PELAS DOUTRINAS EXPENDIDAS NA DISSERTACAO.”

(Regulamento da Faculdade de Medicina do Porto, 29 de Janeiro de 1931, Decreto n° 19337)



RESUMO

INTRODUGAO. A hipertensdo pulmonar (HTP) é caracterizada por alteragbes
estruturais dos vasos pulmonares, bem como por hipertrofia ventricular direita. A
reversibilidade da remodelagem vascular pulmonar sé é possivel em fases da vida
muito precoces. A caracterizacdo de um modelo de HTP pediatrica podera
possibilitar o estudo da fisiopatologia da doenga e de novas abordagens
terapéuticas. A grelina (Ghr) € um peptideo vasoactivo com varios efeitos
cardiovasculares.

OBJECTIVOS. Os objectivos deste estudo foram estabelecer um modelo de HTP
pediatrica induzida pela monocrotalina (MCT) e avaliar os efeitos morfométricos e
hemodinamicos da administragao de Ghr.

METODOS. Para estabelecer um modelo de HTP pediatrica induzida pela MCT, foram
efectuados ensaios com diferentes doses de MCT (60mg/Kg; 50 mg/Kg e 30mg/Kg)
e avaliada a sobrevida aos 21 dias apdés a administragdo de MCT. Para avaliar os
efeitos morfométricos e hemodinamicos da administracdo de Ghr, ratos Wistar com
8 dias de vida receberam, aleatoriamente, MCT (30 mg/Kg, subcutanea) ou igual
volume de soro fisiolégico. Em D7 apds injecgao (15 dias de vida), os animais que
receberam MCT, foram tratados com Ghr (100 mg/Kg, subcutanea, bid) ou veiculo
(soro fisiologico, SF) durante 2 semanas. Em D21 (29 dias de vida), os animais
foram instrumentados e procedeu-se ao registo de parametros hemodinédmicos
biventriculares. O coracéo e os pulmdes foram dissecados e pesados.

RESULTADOS. Foi estabelecido um modelo de HTP em idade pediatrica, utilizando
uma dose de MCT de 30mg/Kg, metade da dose estabelecida para o modelo adulto.
Os animais do grupo MCT apresentavam um peso inferior aos do grupo controlo. No

entanto, os animais tratados com Ghr apresentaram peso significativamente superior



aos animais do grupo controlo. Os pesos do coragao e dos pulmdes aumentaram
também significativamente no grupo MCT, em comparagdo com o grupo controlo. A
administracdo de Ghr atenuou os efeitos da MCT sobre os pesos cardiaco e
pulmonar. A pressdo sistdlica maxima no ventriculo direito (PVDmax), aumentou
significativamente no grupo MCT. O tratamento com Ghr reduziu significativamente o
grau de HTP. No grupo MCT verificou-se um aumento significativo da velocidade
maxima de elevagao da presséo (dP/dtnaxVD), que foi significativamente reduzida no
grupo tratado com Ghr. No grupo MCT ocorreu disfungdo diastdlica, traduzida pelo
aumento do 7 (tau, constante de tempo inversamente proporcional a velocidade de
relaxamento miocardico) e da pressao telediastolica no VD. No grupo tratado com
Ghr ocorreu diminuicdo significativa da velocidade de relaxamento e da pressao
telediastolica. Em relacdo aos parametros hemodinamicos do ventriculo esquerdo
(VE), ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos.

DiscussAo E CONCLUSOES. Foram caracterizados, pela primeira vez, os parametros
hemodinamicos de ratos Wistar em idade pediatrica e foi estabelecido um modelo de
HTP induzida pela MCT. Animais injectados com MCT apresentaram hipertrofia
ventricular direita e esquerda, hipertensdo pulmonar (elevagado da presséao sistolica
maxima no VD) e disfungcdo diastdlica ventricular direita (elevagdo da pressao
telediastolica e velocidade de relaxamento miocardico mais lenta no VD). A
administracao de Ghr reverteu parcialmente a hipertrofia ventricular e melhorou os
parametros hemodinamicos do VD. Estes efeitos benéficos da Ghr abrem uma

janela de oportunidade terapéutica da hipertensao pulmonar pediatrica.
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INTRODUGAO

HIPERTENSAO PULMONAR PEDIATRICA

DEFINICAO

A definicdo de Hipertensdo pulmonar (HTP) é baseada na demonstragdo de
uma pressdo média na artéria pulmonar = 25 mmHg em repouso ou = 30 mmHg
durante o exercicio, com press&o de encravamento da artéria pulmonar normal (< 15
mmHg) e resisténcia vascular pulmonar aumentada (Rosenzweig e Col. 2004). A
definigdo de HTP nas criangas € igual a do adulto (Widlitz e Barst 2003). A incluséo
de alteragcdes hemodinamicas com o exercicio, na definicdo de HTP, é de particular
importancia na crianga uma vez que criangcas com HTP tém, frequentemente, uma
resposta exagerada do leito vascular ao exercicio. As criangas tém também maior
reactividade vascular a hipoventilagdo (Rosenzweig e Col. 2004). A HTP inclui um
grupo de doengas caracterizadas pelo aumento progressivo da resisténcia vascular
pulmonar (RVP), conduzindo a insuficiéncia cardiaca direita e morte (Simonneau e
Col. 2004).

Em 2003, no 3° Simpdsio Mundial, foi proposta uma nova classificacdo
diagnostica que categorizou a doenga vascular pulmonar por entidades clinicas
frequentes, reflectindo avancgos recentes na compreenséo das doengas pulmonares
hipertensivas e reconhecendo a semelhangca entre HTP idiopatica (de causa
desconhecida, diagnostico de exclusdo) e HTP de outras causas. Foram
classificadas como HTP arterial, a HTP relacionada com as cardiopatias congénitas,
doencas do tecido conjuntivo, hipertensdo portal, infeccdo pelo virus da

imunodeficiéncia humana (VIH), farmacos, hipertensdo pulmonar persistente do



recém-nascido e HTP idiopatica. Esta classificagcdo separa a HTP arterial da HTP

venosa, HTP associada a alteracdes do sistema respiratorio e/ou hipoxemia, HTP

devida a fendmenos tromboembdlicos e HTP devida a fendmenos que afectam

directamente os vasos pulmonares (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificag¢ao clinica da hipertensao pulmonar

(3° Simpésio Mundial, Veneza 2003)

1.

Hipertensao arterial pulmonar
1.1.  Idiopatica
1.2.  Familiar
1.3.  Associada com:
1.3.1. Doencas do tecido conjuntivo
1.3.2. Cardiopatia congénita (shunt sistémico-pulmonar)
1.3.3. Hipertensao portal
1.3.4. Infecgao pelo virus da imunodeficiéncia humana
1.3.5. Farmacos e toxinas
1.3.6. Outras (doencas da tirdide, deposicdo do glicogénio, doenca de
Gaucher, telangiectasia hemorragica hereditaria, hemoglobinopatias,
doengas mielopoliferativas, esplenectomia)
1.4. Associada com envolvimento venoso ou capilar significativo
1.4.1. Doenca pulmonar veno-oclusiva
1.4.2. Hemangiomatose capilar pulmonar
1.5. Hipertensao pulmonar persistente do recém-nascido

2. Hipertensao pulmonar associada com doengas do coragao esquerdo
2.1. Doenca da auricula ou ventriculo esquerdo
2.2. Doenga das valvulas esquerdas
3. Hipertensdo pulmonar associada com doencas respiratorias e/ou hipoxia
3.1.  Hérnia diafragmatica congénita
3.2. Doenga das membranas hialinas
3.3. Displasia broncopulmonar
3.4. Displasia capilar alveolar
3.5.  Fibrose cistica
3.6. Doencga pulmonar obstrutiva crénica
3.7. Doenga intersticial pulmonar
3.8.  Perturbagdes respiratorias relacionadas com o sono
3.9.  Perturbagdes da hipoventilagao alveolar
3.10. Exposicéo cronica a altitude
4. Hipertensdo pulmonar devido a fendmenos trombdticos cronicos ou doenga
embodlica
4.1.  Obstrugado tromboembdlica das artérias pulmonares proximais
4.2. Obstrugado tromboembdlica das artérias pulmonares distais
4.3. Embolismo pulmonar ndo trombdtico (tumor, parasitas, corpo estranho)
5. Outras

5.1.  Sarcoidose

5.2.  Histiocitose X

5.3. Linfangiomatose

5.4. Compressao dos vasos pulmonares (adenopatia, tumor, mediastinite
fibrosante).




A prevaléncia da HTP nas criangas € desconhecida. Estima-se que a incidéncia
da HTP idiopatica € 1-2 novos casos/milhdo de habitantes. No entanto, tém sido
publicados frequentemente, casos confirmados, o que sugere que a incidéncia seja
superior. Tem sido diagnosticada HTP idiopatica na autépsia de lactentes com o
diagnodstico presumido de morte subita (Rosenzweig e Col. 2004).

A incidéncia por género feminino:masculino € de 1,8:1, sem diferenca
significativa entre recém-nascidos e criangas maiores (Rosenzweig e Col. 2004).

Segundo os dados do Primary Pulmonary Hypertension National Institutes of
Health Registry, a sobrevida média global foi de 2,8 anos, enquanto que a das
criancas foi de apenas 10 meses (D’Alonzo e Col. 1991).

A extrapolacado do adulto para a crianca nao é directa porque as criancas tém a
partida uma esperanca média de vida maior e uma maior reactividade da circulacao
pulmonar que faz prever melhor resultado das terapéuticas vasodilatadoras (Widlitz

e Barst. 2003).

HIPERTENSAO PULMONAR PERSISTENTE DO RECEM-NASCIDO

Recentemente tém aumentado os conhecimentos relativos a fisiologia da
circulagao fetal bem como sobre a transi¢cdo para a vida extra-uterina. O volume
sanguineo no feto humano corresponde aproximadamente a 10-12% do peso
corporal, comparado com 7-8% no adulto. O fluxo pulmonar no feto humano é
estimado em 13-25%, embora um estudo refira que a quantidade de sangue
distribuida aos pulmdes é de apenas 11%, 0 que estd mais de acordo com o0s
estudos prévios em animais. Uma transicdo na hemodinamica fetal parece ocorrer
as 28-32 semanas quando o fluxo pulmonar atinge o maximo com uma alteragéo

simultanea na sensibilidade ao oxigénio nos vasos pulmonares (Kiserud 2005;



Kiserud e Acharya. 2004). Apdés o nascimento, a circulagdo pulmonar deve
acomodar o débito cardiaco total; estimulos para que isto aconteca incluem a
oxigenagao aumentada, o oxido nitrico (NO), a prostaciclina (PGl,) e a bradicinina
(Mathew e Altura. 1990). A remodelagem da parede vascular também ocorre ao
nascimento (Basu e Col. 1996). Na analise morfométrica (estudos post mortem), as
artérias fetais humanas sdo descritas como células musculares lisas alinhadas,
numa camada média comprimida com um |umen arterial estreito; durante a
transicdo, estas células tornam-se alongadas e fusiformes. Progressivamente
durante 1 més, ocorre remodelagem com crescimento, aumento da espessura da
parede, deposi¢cao de tecido conjuntivo e maturagédo do musculo liso vascular (Allen
e Haworth. 1988).

A hipertensdo pulmonar persistente do recém-nascido define-se como uma
insuficiéncia do relaxamento vascular pulmonar normal ao nascimento ou no periodo
pos-natal imediato (Lakshminrusimha e Steinhorn. 1999) e caracteriza-se por
resisténcia vascular pulmonar aumentada, shunt direito-esquerdo (a nivel auricular
ou do canal arterial) e hipoxemia grave. Esta frequentemente associada a alteragdes
do parénquima pulmonar (aspiracdo de meconio, pneumonia ou sépsis) e ocorre
quando ha hipoplasia pulmonar, maladaptacdo da vasculatura pulmonar in utero ou
como consequéncia do stresse perinatal (Rosenzweig e Col. 2004). Um a 2 recém-
nascidos de termo/1000 nados vivos tém hipertensdo pulmonar persistente do
recém-nascido. Na maioria dos casos é transitdria, com recuperagao completa, sem
necessidade de terapéutica médica a longo prazo (Rosenzweig e Col. 2004).

O curso da hipertensao pulmonar € bifasico, com uma fase inicial de
hipertensdo pulmonar por vasoconstricdo e uma fase tardia, caracterizada por

fibrose, que resulta num aumento fixo das resisténcias vasculares pulmonares e é



irreversivel. (Dakshinamurti 2005). A nivel histologico, a hipertensdo pulmonar
terminal caracteriza-se por espessamento da camada vascular média, hiperplasia e
hipertrofia da camada de musculo liso, bem como aumento da deposi¢gao de matriz
extra-celular (McLeod e Col. 1999). A taxa de mortalidade é de 10% (Lorch e Col.

2004).

HIPERTENSAO PULMONAR RELACIONADA COM A HERNIA DIAFRAGMATICA CONGENITA

A hérnia diafragmatica congénita (HDC) tem uma incidéncia de 1/2500 nados
vivos e estd associada a morbilidade e mortalidade significativas (Colvin 2005).
Baptista e colaboradores demonstraram que no rato com hérnia diafragmatica
congénita, ndo ha evidéncia de imaturidade miocardica, propondo que a insuficiéncia
cardiaca aguda frequentemente observada em neonatos com hérnia diafragmatica
congénita, poderia ser atribuida principalmente a sobrecarga cardiaca secundaria a
HTP (Baptista e Col. 2006).

A HTP clinicamente significativa & frequente em recém-nascidos com hérnia
diafragmatica congénita, resultando em shunt direito-esquerdo a nivel pré e pos-
ductal, hipoxemia e insuficiéncia cardiaca direita nos casos mais graves. Mesmo
naqueles sem manifestacdes clinicas de shunt, tém, quase universalmente, sinais
ecocardiograficos de resisténcias vasculares pulmonares e pressées no VD
aumentadas. O pulmao é pequeno e estruturalmente anormal; a arvore vascular nao
sO tem tamanho reduzido como responde anormalmente aos vasodilatadores.
Durante os ultimos 20 anos a ventilagdo mecanica, a contemporizagado da cirurgia e
a melhoria nos cuidados peri-operatorios, tiveram grande impacto na diminuicdo da

mortalidade nesta patologia. O uso de prostaglandina E; (PGE4) deve ser



considerado precocemente se houver HTP hemodinamicamente significativa,
disfungdo ventricular direita e canal arterial patente restritivo. Em determinados
individuos, o oxido nitrico inalado (NOi) pode ser util, mas a resposta deve ser
confirmada por ecocardiografia. Em doentes que sobrevivem a cirurgia e tém alta
hospitalar, as causas de morbilidade cronica devem ser controladas por uma equipa

multidisciplinar (Mohseni-Bod e Bohn. 2007).

HIPERTENSAO PULMONAR RELACIONADA COM AS CARDIOPATIAS CONGENITAS

Em criangas com cardiopatia congénita, a HTP complica o curso da cardiopatia
e representa um dos maiores determinantes de morbilidade e mortalidade (Beghetti
e Col. 2006). Foi descrito que aproximadamente 5% a 10% dos doentes com
cardiopatia congénita desenvolvem HTP (Diller e Gatzoulis. 2007). O sindrome de
Eisenmenger inclui todos os shunts sistémico-pulmonares que conduzem a
hipertensdo pulmonar resultando num shunt reverso ou bidireccional (Rabinovitch
1999). O sindrome de Eisenmenger pode ser causado por comunicagoes
interventriculares (CIV), interauriculares (CIA) e canal arterial patente (PCA).

A CIV é a cardiopatia congénita mais comum (20-30% dos doentes com
cardiopatia congénita). O desenvolvimento de HTP com doenga vascular pulmonar
parece estar relacionado com o tamanho da comunicagao (Galie e Col. 2004), a
magnitude do shunt e com as resisténcias vasculares pulmonares (Eysmann e Col.
1989). CIVs pequenas habitualmente ndo causam sintomas durante a infancia e
encerram espontaneamente; CIV moderadas-grandes encerram espontaneamente
com menor frequéncia e podem resultar em HTP (Raymond e Col. 2002). Calcula-se
que 10% dos doentes com CIV de qualquer tamanho e com mais de 2 anos podem

desenvolver sindrome de Eisenmenger e que isto ocorre em 4-6% dos doentes com



CIA. Dos doentes com CIVs grandes (>1,5 cm de diametro), 50% vao desenvolver
HTP, em contraste com apenas 3% daqueles com CIV pequenas. Habitualmente a
correcgao cirurgica precoce evita o desenvolvimento subsequente de HTP (Galie e
Col. 2004).

Na HTP, os vasos pulmonares perdem a capacidade de se dilatarem e de
serem recrutados em resposta a um aumento do fluxo sanguineo, o que origina
aumento da pressao na artéria pulmonar. O ventriculo direito (VD) hipertrofia em
resposta a este aumento da pds-carga. A adaptagdo do VD permite que o sangue
seja bombeado contra uma pressdo aumentada, mas isto ocorre com prejuizo da
integridade do ventriculo esquerdo (VE), com disfungdo diastdlica do VE e
subsequente agravamento da insuficiéncia cardiaca direita (Boxt e Col. 1992;
Lourenco e Col. 2006).

Por definicdo, a HTP hipercinética refere-se a comunicacdes sistémico-
pulmonares com aumento do fluxo sanguineo pulmonar, por exemplo CIV e PCA. A
hipertensdo pulmonar venosa é causada por alteragdes do enchimento do coracéo
esquerdo como, por exemplo na drenagem andmala total das veias pulmonares, na
estenose mitral ou na insuficiéncia do ventriculo esquerdo.

A doenga vascular pulmonar relacionada com as cardiopatias congénitas
(Sindrome de Eisenmenger) desenvolve-se por exposicdo a shear stress
hipercinético apés um periodo de resisténcia vascular pulmonar normal e fluxo
sanguineo aumentado (Rosenzweig e Col. 2004). Aproximadamente 1/3 dos
doentes com cardiopatia congénita nao corrigida vao morrer por doenga vascular

pulmonar.



FISIOPATOLOGIA DA HIPERTENSAO PULMONAR

Vasoconstrigao

A vasoconstrigdo pulmonar € um componente precoce na HTP (Humbert e Col.
2004). A disfungao endotelial pode resultar no desequilibrio entre vasodilatadores e
vasoconstritores (diminuicdo da razdo metabolitos da prostaciclina/tromboxano A,
associado a uma diminuicdo da produg¢ao de oxido nitrico e aumento da serotonina)
e inibicdo dos canais de potassio dependentes da voltagem das células musculares

lisas das artérias pulmonares (Yuan e Col. 1998; Puri 2007).

A prostaciclina (PGl;) € um vasodilatador endégeno importante, que actua
através da activagdo de vias dependentes do monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc). A PGI, também inibe a proliferagao vascular de células musculares lisas e
diminui a agregacao plaquetaria. A sintese de PGl,, pelas células endoteliais de
doentes com HTP, estda diminuida. A analise de metabolitos da PG> na urina,
mostrou uma diminuicdo da quantidade de 6-cetoprostaglandina F1a, um metabolito
estavel da PGl, (Christman e Col. 1992). Adicionalmente, nas células endoteliais
deste doentes ha uma diminuigdo da expressao da sintase da prostaciclina (Tuder e
Col. 1999).

Foi demonstrada a diminuicdo da expressdao da sintase do NO nas células
endoteliais de doentes com HTP (Giad e Saleh. 1995).

A expressao da endotelina-1 (ET-1, potente vasoconstritor e mitogénico),
também esta aumentada em doentes com HTP, sugerindo que esta tem um papel
patogénico (Puri e Col. 2007). Através da sua acgao no receptor tipo A da endotelina

(ET-A) das células musculares lisas pulmonares, a ET-1 provoca um rapido aumento



do calcio intra-celular e uma activagao sustentada da proteina cinase C. Foram
também demonstradas a activacdo precoce das isoformas p42/p44 da proteina
cinase activada por mitogénios (MAPK) e a inducao dos genes c-fos e c-jun (Davie e
Col. 2004).

A inibicdo dos canais de potassio dependentes da voltagem (Kv) induz
despolarizacdo da membrana, o que aumenta a abertura de canais de calcio
dependentes da voltagem, aumentando o calcio citosdlico e iniciando a
vasoconstricao (e a proliferagdo celular). A expressao do canal Kv1.5 esta diminuida
nas células musculares lisas das artérias pulmonares de doentes com HTP, bem
como a expressao dos canais Kv1.5 e Kv2.1 em ratos com HTP induzida pela
hipoxia crénica (Humbert e Col. 2004).

Na HTP, a serotonina (5-HT) plasmatica estd aumentada, enquanto que os
niveis plaquetarios estdo diminuidos. A expressao e/ou actividade da serotonina nas
células musculares lisas pulmonares contribuem para a remodelagem vascular que
ocorre na HTP experimental e clinica. A 5-HT é codificada num gene unico no
cromossoma 17g11.2 e foi descrita uma variante a montante da regido promotora do
gene. Este polimorfismo com forma curta (C) ou longa (L), afecta a expressao de
serotonina e a funcdo, com o alelo L induzindo uma maior taxa de transcricado do
gene do que o alelo C. Nas artérias pulmonares de grande calibre, o receptor 5-HT
medeia a contracgdo induzida pela 5-HT. O receptor 5-HTg foi identificado como
mediador da contracgdo em artérias musculares pequenas. A expressdo deste
receptor esta aumentada na HTP. Estudos moleculares confirmaram que o ARNm
para o receptor 5-HTg esta aumentado em ratos com HTP induzida pela hipoxia
cronica. Uma associacéo interessante entre a hipotese dos canais de K e o papel

da serotonina, é a descoberta de que os inibidores dos canais de K provocam



libertagdo de serotonina e inibem as correntes de K nos megacariécitos.
Adicionalmente, os anorexigénicos que inibem a recaptacdo da serotonina e
induzem a sua libertacédo, séo bloqueadores dos canais de K* (Weir e Col. 1996).
Isto levantou a hipotese de que a despolarizagdo cronica das plaquetas e das
células musculares lisas das artérias pulmonares poderia originar vasoconstricao e

proliferacao celular (Humbert e Col. 2004).

Proliferagao celular

Uma caracteristica comum a todas as formas de remodelagem na HTP é a
extensao distal das células musculares lisas em direc¢cao as artérias pulmonares
periféricas habitualmente ndo musculares, até ao acino respiratério. Adicionalmente,
a caracteristica identificativa da hipertensdo pulmonar é a formacdo de uma camada
de miofibroblastos e matriz extra-celular entre o endotélio e a lamina elastica interna,
chamada neointima. Os mecanismos que permitem a migragcédo de fibroblastos da
adventicia para a média (e em ultima analise, para a intima) ndo séo claros, mas
existe evidéncia que sugere que ocorre aumento da expressédo e actividade das
metaloproteinases (MMP2 e MMP9) e que estas moléculas estdo envolvidas nessa
migragado. Em varias formas de hipertensao pulmonar, a medida que a espessura do
vaso aumenta, ocorre um aumento concomitante da neovascularizagcao dos vasa
vasorum, que podem constituir uma via para células progenitoras circulantes terem
acesso a parede do vaso. Ainda € desconhecido se as células progenitoras
circulantes derivadas da medula &ssea contribuem directamente para o
espessamento da adventicia e para o espessamento da média ou se simplesmente
aumentam a actividade proliferativa e migratoria dos fibroblastos da adventicia.

Adicionalmente, a evidéncia mostra que a HTP pode estar associada a alteragdes da



taxa de proliferacao e apoptose, que resultam em artérias pulmonares espessadas
(Humbert e Col. 2004).

Os mecanismos moleculares subjacentes as alteragbes vasculares complexas
que ocorrem na HTP, incluem alteracbes fenotipicas nas células endoteliais e nas
células musculares lisas das artérias pulmonares hipertensivas, o que constitui um
reconhecimento de que a proliferacao celular contribui para as alteracdes estruturais
associadas ao inicio e progressdo da HTP. Constitui igualmente um reconhecimento
do papel das proteinas da matriz e de renovagdo da matriz na remodelagem
vascular e da importancia das influéncias hemodinamicas no processo da doenca
(Rosenzweig e Col. 2004). Em ultima analise, estimulos que aumentam a
vasoconstricdo, tais como a inibicdo dos canais de K" e da ET-1, também causam
proliferacdo celular (Humbert e Col. 2004). A accao mitogénica da ET-1 nas células
musculares lisas ocorre através dos receptores tipo A (ET-A) ou tipo B (ET-B),
dependendo da localizagdo anatdmica das células. Ocorre mitogénese mediada
pelos receptores ET-A nas células derivadas da artéria pulmonar principal, enquanto
que nas células das artérias de resisténcia, ambos os receptores podem estar
implicados. Os niveis de ET-1 pulmonar e circulante estdo aumentados em animais
e doentes com HTP de varias etiologias (Giaid e Col. 1993), o que sugere o provavel
contributo da ET-1 para a remodelagem vascular pulmonar anormal, caracteristica

da doenca (Humbert e Col. 2004).

Alteragoes da coagulagcao
A disfuncao endotelial observada, leva a libertacdo de agentes quimiotaticos,
que promovem a migragcao de células musculares lisas para a parede vascular, o

que pode conduzir a hipertrofia e a hiperplasia da média vascular. Adicionalmente, a



disfungdo endotelial, associada a excessiva libertagdo de mediadores
trombogénicos, promove um estadio pré-coagulante, o que provoca obstrugéo
vascular adicional. Os niveis elevados de fibrinopéptido A em doentes com HTP
idiopatica, sugere que ocorre trombose in situ.

As lesbes trombdticas e a disfuncdo plaquetaria s&do potencialmente
importantes na HTP. A coagulagdo intravascular € um processo continuo nos
doentes com HTP, caracterizado por aumento dos niveis plasmaticos de
fibrinopeptideo A e D-dimeros. Adicionalmente, as actividades procoagulante e
fibrinolitica do endotélio pulmonar estao alteradas na HTP. Esta disfuncao revela-se
nos niveis plasmaticos elevados de factor von Willebrand e de inibidor do activador
do plasminogénio tipo 1. O shear stress e a lesao dos vasos pulmonares geram uma
superficie trombogénica. Ha evidéncia crescente de que interacgdes entre as
plaquetas e a parede arterial pulmonar pode contribuir para alteragdes estruturais e
funcionais dos vasos pulmonares. Alteragcdes vasculares na HTP podem levar a
libertacao plaquetaria de varios factores pro-coagulantes, vasoactivos e mediadores
mitogénicos, tais como o tromboxano A, a serotonina, o factor de crescimento
derivado das plaquetas (PDGF), o factor de crescimento de transformacéao 3 (TGFR)
e o factor de crescimento endotelial vascular (VEGF). No entanto, na maioria dos
casos nao é claro se a trombose e a disfungdo plaquetaria sdao causas ou

consequéncias da doenga (Humbert e Col. 2004).

Angiogénese e apoptose
O VEGF é um mitogénio angiogénico especifico das células endoteliais que
actua através de 2 receptores (VEGFR-1 e VEFGR-2). Foi proposto que o VEGF

suporta a manutengao e a sobrevida do endotélio pulmonar. Na HTP, a expressao



de VEGF nos vasos pulmonares (incluindo lesdes plexiformes) esta aumentada
(Tuder e Col. 2001). Embora a isoforma VEGF-A tenha sido a mais extensamente
estudada na HTP e tenha sido proposto um papel protector, um estudo recente
identificou um papel patogénico para o VEGF-B (Humbert e Col. 2004). Ao contrario
do VEGF-A, o VEGF-B parece exacerbar a remodelagem vascular, uma vez que, o
rato VEGF-B” exposto a hipoxia cronica, evidencia menos remodelagem vascular,
comparado com o VEGF™* (Wanstall e Col. 2002). A transferéncia do gene VEGF
provou ser eficaz na prevengdo do desenvolvimento e da progressao da HTP no
modelo da monocrotalina (Campbell e Col. 2001). O VEGF evitaria a perda de vasos
existentes ou induziria o desenvolvimento de novos vasos no pulmao, o que
minimizaria a progressao da doenca (Campbell e Col. 2001). Na HTP idiopatica, a
expressao de VEGFR-1 esta aumentada, enquanto que nas lesbes plexiformes é
expresso o VEGFR-2. Em ratos, foi demonstrado que a combinag¢do do bloqueio
cronico do VEGFR-2 e a hipoxia crénica, podiam causar disfuncdo endotelial
pulmonar e morte celular, permitindo a selecgao de um fendtipo endotelial resistente
a apoptose e o subsequente desenvolvimento de HTP grave (Taraseviciene-Stewart
e Col. 2001). Uma vez que a morte das células endoteliais, a proliferacéo celular e o
desenvolvimento de HTP grave podiam ser bloqueados por um inibidor da caspase,
a seleccado de uma célula endotelial resistente a apoptose podia ser o evento crucial
responsavel pela proliferacdo de células endoteliais pulmonares (Taraseviciene-
Stewart e Col. 2001).

Em muitos casos de HTP esta descrita proliferacdo endotelial monoclonal,
desorganizada, conduzindo a formacao de lesbes plexiformes. As células que
constituem as lesbes plexiformes sdo canais endoteliais suportados por um estroma

contendo proteinas da matriz e miofibroblastos. As células endoteliais expressam



marcadores de angiogénese como o VEGF e seus receptores. Alteragdes nos genes
supressores do crescimento tém sido descritas em lesdes plexiformes de doentes
com HTP idiopatica, incluindo o receptor 2 do TGF-beta (TGF-3R2) e o gene Bax,
relacionado com a apoptose. Em aproximadamente 30% das lesdes plexiformes ha
uma mutacado no TGF-RR2, codificando para um codao stop prematuro. Além disso,
em 90% das lesdes plexiformes, a proteina TGF-BR2 ndo é expressa, em contraste
com a expressdo abundante nas células endoteliais que nao pertencem a estas
lesdes. O estimulo iniciador pode incluir hipdxia, shear stress, infeccdo por virus
vasculotropico (Human herpesvirus-8), inflamacao, resposta a drogas ou toxinas
num individuo com susceptibilidade genética (Humbert e Col. 2004).

Criangas com HTP tém mais hipertrofia da média vascular e menos fibrose da
intima e menos lesbdes plexiformes que o adulto (Rosenzweig e Col. 2004). No
estudo classico de Wagenvoort e Wagenvoort, em 1970, entre 11 criangas com
menos de 1 ano, todas tinham hipertrofia de média vascular, apenas 3 tinham
fibrose da intima e nenhuma tinha lesdes plexiformes. Com o aumento da idade, a
fibrose da intima e as lesdes plexiformes eram encontradas com mais frequéncia.
Estes estudos post mortem sugerem que a vasoconstrigdo pulmonar, conduzindo a
hipertrofia da média, pode ocorrer precocemente no curso da doenga e pode
preceder o desenvolvimento de lesdes plexiformes e outras alteragbes vasculares
permanentes.

A angiopoietina-1 (ang-1) é um factor angiogénico essencial para o
desenvolvimento vascular pulmonar (Du e Col. 2003). A ang-1 é produzida pelas
células musculares lisas e pelos pericitos percursores e estabiliza o desenvolvimento
de vasos sanguineos recrutando células musculares. O receptor para a

angiopoietina TIE2 esta presente apenas no endotélio vascular. A interacgao entre a



angiopoietina produzida pelas células musculares lisas e o receptor TIE2 durante o
desenvolvimento induz a proliferacdo de células musculares a volta da rede
endotelial vascular. Depois de terminado o desenvolvimento, a angiopoietina-1 &
expressa a um nivel minimo no pulm&o humano. Du e colaboradores sugerem que
todas as formas de HTP nao familiar sdo caracterizadas pelo aumento da expressao
da angiopoietina-1 e fosforilagdo do TIE2, correlacionadas directamente com a
gravidade da doenga. Uma ligacdo entre a HTP familiar e a HTP adquirida é
suportada pela descoberta de que a angiopoietina-1 bloqueia a expressdo do
BMPR1A, uma proteina transmembranar necessaria a sinalizacdo do BMPR2 nas
células endoteliais arteriolares pulmonares. Adicionalmente, a angiopoietina-1
estimula as células arteriolares pulmonares, através da via TIE2 para produzir e
secretar 5-HT. Estes dados sugerem que a vasculopatia pulmonar hipertensiva
ocorre através de uma via paracrina ang-1/TIE2/5-HT. Pelo contrario, Zhao
colaboradores, em 2003 demonstraram que a ang-1 pode ter um papel protector
pelo menos em algumas formas de HTP. Neste estudo, a transferéncia génica de
ang-1 melhorou a sobrevida e a hemodinamica na HTP induzida pela monocrotalina,
através de um mecanismo de inibicao da apoptose e proteccdo da microvasculatura
pulmonar. Estas duas abordagens do papel da ang-1 reflectem perspectivas
diferentes do mecanismo de doencga. Por um lado, os investigadores assumem que
o efeito celular primario € a hiperplasia das células musculares lisas e que isto é
mediado pela ang-1. Por outro lado, coloca-se a hipdtese da apoptose endotelial
estar subjacente a progressdao da doenca e que esta pode ser evitada pela
administracao de ang-1 (Humbert e Col. 2004).

Outros factores incluindo o PDGF, o factor de crescimento fibroblastico basico,

o factor de crescimento tipo 1 semelhante a insulina (IGF-1), o factor de crescimento



epidérmico, foram implicados na remodelagem vascular e estdo aumentados na
doencga pulmonar hipertensiva. O mecanismo subjacente ainda ndo é claro, mas
espécies reactivas de oxigénio parecem estar implicadas, uma vez que o peréxido
de hidrogénio induz a expressdo de PDGF no endotélio pulmonar humano, tal como

a hipoxia e o stresse mecanico (Humbert e Col. 2004).

Mutagées do “bone morphogenic protein receptor type 2”

A identificagdo no cromossoma 2q33, do gene PPH1 para a HTP idiopatica
familiar levanta a possibilidade de que este possa causar ou contribuir para a lesao
vascular pulmonar (Deng 2000). Foram identificadas mutacbes do bone
morphogenic protein receptor type 2 (BMPR2). As BMP (proteinas morfogénicas
Osseas), via activagcao do BMPR2, sdo fundamentais na diferenciagao e crescimento
celulares do embrido de galinha, através de uma complexa cascata de sinalizagéo
intra-celular. A disrupgéo dirigida do BMPR2 causa paragem do desenvolvimento
logo apds a implantagdo e auséncia completa das estruturas mesodérmicas (Dees e
Baldwin. 2002).

Mutagbes do gene BMPR2 foram identificadas em 60% dos casos de HTP
familiar e em 10-30% dos casos idiopaticos (Lane e Col. 2000; Thomson e Col.
2000). Embora a penetrancia seja de apenas de 20%, a ligagao entre mutacdes
BMPR2 e HTP é reforgada pelo facto de, indepentemente da mutacdo BMPR2,
todos os doentes com HTP idiopatica e alguns com HTP secundaria, terem
diminuicdo da expressdo proteica de BMPR2 (Atkinson e Col. 2002).
Adicionalmente, uma diminuicdo no co-receptor BMP-Ria ¢é observada
frequentemente em doentes com HTP idiopatica (Du e Col. 2003). A consequéncia

funcional da reducao ou auséncia de BMPR2 nas células endoteliais e musculares



lisas estd a ser investigada. Estudos de Morrell e colaboradores, em 2001,
mostraram que as células musculares lisas de doentes com HTP idiopatica (com ou
sem mutagdo BMPR2) proliferam em resposta ao TGFR31 e a BMP2, em oposi¢éo ao
que acontece em doentes com pressao pulmonar normal (inibigdo da proliferagéo
com estes ligandos nas células musculares lisas). A ultima estd, em parte,
relacionada com a apoptose das células musculares lisas (Zhang e Col. 2003.).
Estudos recentes mostraram que a BMP4 induz diferenciacdo de fibroblastos
pulmonares fetais em células musculares lisas e inibe a sua proliferacao (Jeffery e
Col. 2005), sugerindo que a auséncia de BMPR2 pode expandir esta populagao
celular na doenca. Também foi demonstrado que normalmente o BMP4 suprime a
proliferacdo das células musculares lisas das artérias pulmonar proximal e promove
a proliferagao a nivel distal, mas em doentes com HTP, as células musculares lisas
da artérias pulmonares proximais também proliferam, em resposta ao BMP4 (Yang e
Col. 2005). Num estudo experimental recente, a deleccdo do BMPR2 em cultura de
células musculares lisas de artéria pulmonar, resultou em aumento da funcédo de
sinalizagcdo através do receptor lla da activina em conjungdo com redugdo da
sinalizagcdo das BMP 2 e 4 e um aumento da sinalizacédo das BMP 6 e 7 (Yu e Col.
2005). Alteragcdes na expressdo de BMPR2 e BMPR1a, na disponibilidade de
ligandos tais como as BMP 2, 4, 7, ou na cascata de eventos de sinalizagdo que
influenciam a expressao genética, podem contribuir para o desenvolvimento de HTP
(Nishihara e Col. 2002). Machado e colaboradores descreveram 26 mutacbes de
BMPR2 diferentes em 23 familias (de 47 estudadas) e em 3 individuos com doenga

esporadica (Machado e Col. 2001).



A identificagdo dos mecanismos moleculares, permitira delinear novos métodos
de diagnéstico e monitorizagdo bem como estratégias terapéuticas, que permitirdo

uma intervencao mais eficaz na HTP (Rosenzweig e Col. 2004).

MODELO DA MONOCROTALINA

A monocrotalina (MCT) é obtida de sementes de Crotalaria spectabilis (Ilto e
Col. 2000). E um alcaléide pirrolizidina inactivo e sofre biotransformacdo hepatica
em metabolitos toxicos (Ito e Col. 2000). Tem um tempo de eliminagao de 24 horas
(Tatebe 1996). O tempo de semi-vida (t '2-vida) dos metabolitos da MCT ¢é de 3
segundos, o que implica que afectam principalmente o endotélio das artérias
pulmonares, pelo que tem sido utilizada para induzir HTP em modelos animais
experimentais adultos. A gravidade da lesdo pulmonar é dependente da dose, sendo
que doses altas provocam edema pulmonar e morte, enquanto que doses baixas
provocam HTP sustentada, hipertrofia das paredes arteriais, proliferacao endotelial e
inflamacéao perivascular (Tatebe 1996).

O mecanismo pelo qual a MCT actua é por vasculite pulmonar, diminuicdo do
metabolismo da 5-HT e diminuicdo da recaptagao da noradrenalina nos pulmoes, o
que provoca vasoconstricao (Gillis e Col. 1978), aumento da reactividade pulmonar
(Rabinovitch e Col. 1979), obstru¢do mecanica por trombos plaquetarios, lesao
endotelial directa e degradacéao de proteinas do tecido conjuntivo da parede vascular
(Todorovish-Hunter e Col. 1988).

Todd e colaboradores descreveram um modelo de HTP induzida pela MCT
(Tabela 2), administrando MCT, 60 mg/Kg, subcutanea em dose unica (Todd e Col.
1985), evidenciando que os animais apresentavam peso inferior ao dos controlos,

aumento do volume pulmonar, hipertrofia do VD (significativa 4 semanas pos-



injecgdo, auséncia de regressdo do peso do VD no grupo infantii e aumento
progressivo nos adultos). No que respeita ao crescimento e desenvolvimento
vascular pulmonar, a MCT induziu extensao de musculo para as artérias periféricas
e hipertrofia da média das artérias musculares (Todd e Col. 1985).

No grupo neonatal, ocorreu diminuigdo acentuada no desenvolvimento alveolar
por atingimento do periodo critico de desenvolvimento alveolar (3-8 dias). A
diminuicdo acentuada do numero de alvéolos (1/3 do normal) conduziu a diminuigéo
do numero absoluto de artérias e isto foi causa provavel de morte.

No grupo infantil, a proliferagdo vascular pulmonar (8-11 dias) n&o foi afectada

pela MCT (Todd e Col. 1985).

Tabela 2 — Modelo animal de hipertensao pulmonar induzida pela monocrotalina

Neonatais (3 dias) Infantis (8 dias) Adultos (8 semanas)

2s @ HVD e alteragdes vasculares pulmonares significativas

1| Desenvolvimento |Desenvolvimento alveolar

alveolar normal

Extensao de musculo para as artérias periféricas, hipertrofia da média das

artérias musculares

Mortalidade= 20% Mortalidade= 0% Mortalidade= 0%
>4s Mortalidade=100% | Hipertrofia da média 1 Hipertrofia do VD
1 Tamanho da artéria HVD

@ Regressao do peso do
VD

VD, ventriculo direito; HVD, hipertrofia do VD; s, semanas.

Rosenberg e Rabinovitch (Tabela 3), estudaram o papel da lesdo endotelial e
da reactividade vascular pulmonar na patogénese da HTP induzida pela MCT, 60

mg/Kg (modelo adulto). Os dados hemodindmicos foram correlacionados com



andlises do endotélio vascular avaliado por microscopia electronica (ME) e a

muscularizagéo das artérias pulmonares por microscopia optica (ML).

Tabela 3 — Correlagao entre histologia e hemodindmica no modelo animal de HTP

induzida pela MCT

Tempo poés-injecgdo MCT (dias)

4 8 12
1% artérias _ o ]
. 1 Extenséo periférica de musculo
© 1 volume das muscularizadas ao | o
5 o ] liso nas artérias que acompanham
Q mitocéndrias nivel dos ductos
2 ductos alveolares
o alveolares
Q
=
Imicrofilamentos
tcélula endotelial
®© PesoVD/Peso corporal igual em todos os grupos
=
[O)
i)
()
% 1 PesoVE/Peso corporal (controlo= MCT)
€
o
=

Presséo (Pap) e resisténcia (Rap) na tPap basal no grupo MCT
artéria pulmonar normal no grupo MCT e | 1 1 Pap em resposta a hipdxia no

controlo grupo MCT

Hemodinamica




DIAGNOSTICO DE HIPERTENSAO PULMONAR

Deve ser realizada uma historia clinica e um exame fisico detalhados, bem
como exames auxiliares de diagnostico. Os sintomas iniciais sdo muito
inespecificos. Os lactentes frequentemente apresentam sinais de baixo débito
cardiaco, tais como recusa alimentar, mau desenvolvimento estaturo-ponderal,
hipersudorese, taquipneia, taquicardia e irritabilidade. Algumas criancas tém crises
de choro, presumivelmente como resultado da dor toracica. As criancas podem
desenvolver dispneia causada pela diminuicdo da oxigenagao tecidular durante o
exercicio devido a incapacidade de aumentar o débito cardiaco na presenca de
necessidades de oxigénio aumentadas, cianose com o exercicio, devido ao shunt
direito-esquerdo através do foramen ovale patente (FOP). Este funciona como
valvula de escape para o coracgao direito hipertensivo. Criangas sem shunt adequado
através do FOP podem apresentar-se com sincope devido a incapacidade de
adequar o débito cardiaco ao exercicio. A sincope ocorre mais frequentemente em
criangas que em adultos, frequentemente com o exercicio e implica débito cardiaco
muito limitado com diminuicdo da perfusdo cerebral. A vasodilatacao periférica
durante o exercicio agrava esta situagado. O intervalo entre o inicio dos sintomas e o
diagndstico € menor nas criangas do que nos adultos, principalmente naquelas que
se apresentam com sincope. Em criangcas mais velhas, os sintomas mais frequentes
sdo a dispneia de esfor¢o e ocasionalmente a dor toracica, que resulta de isquemia
ventricular direita. Sintomas de insuficiéncia ventricular direita sdo mais frequentes
em criangas com mais de 10 anos e com HTP grave e de longa duragao
(Rosenzweig e Col. 2004).

Ao exame fisico, deve prestar-se especial atengdo ao exame cardiaco e aos

sinais de congestdao venosa sistémica relacionados com insuficiéncia ventricular



direita. Os sinais de pressao sistdlica ventricular elevada incluem um P2 aumentado
(pode deixar de o ser a medida que o ventriculo direito se torna insuficiente), sopro
pansistolico de insuficiéncia tricuspide (muito frequente) e sopro diastdlico de
insuficiéncia pulmonar. Adicionalmente pode existir um S3 ou S4 ventriculares
direitos. A turgescéncia venosa jugular, embora rara em criangas, pode estar
presente, com uma onda a proeminente. A hepatomegalia pode estar presente e é
um bom marcador do grau de insuficiéncia cardiaca direita e da resposta a
terapéutica. Nos casos mais graves pode surgir ascite e edema periférico
(Rosenzweig e Col. 2004). Os sons pulmonares sao habitualmente normais (Galie e
Col. 2004). Outros sinais sistémicos podem ser indicativos da causa de HTP
(Rosenzweig e Col. 2004).

O ecocardiograma é o meio auxiliar de diagnostico mais frequentemente usado
na HTP. Por um lado possibilita o diagnéstico de cardiopatias congénitas que
possam ser causa de HTP e por outro, a avaliacdo da velocidade do fluxo de
regurgitacao tricuspide permitindo estimar a pressdo no VD (Tulloh 2006).

O cateterismo cardiaco € necessario para confirmar o diagnostico de HTP,
permitindo também a quantificacdo dos efeitos da terapéutica nas resisténcias

vasculares pulmonares (Hoehn 2007).

OPGOES TERAPEUTICAS ACTUAIS

Em 1977, Wagenvoort e Wagenvoort admitiram que a HTP idiopatica era uma
doenca de individuos com vasos pulmonares hiperreactivos, nos quais varios
estimulos iniciavam vasoconstricdo com subsequente desenvolvimento de lesdes
vasculares caracteristicas. O tratamento desta doenga nasceu desta hipotese, isto é,

procurando o vasodilatador pulmonar ideal.



O efeito vasodilatador do oxigénio tem sido utilizado em criangas com o
objectivo de reduzir as resisténcias vasculares pulmonares, no entanto a hiperdxia
esta contra-indicada nos recém-nascidos pré-termo devido ao risco de retinopatia da
prematuridade (Hoehn 2007).

A PGl, é, conforme ja descrito, um vasodilatador potente da circulagao
sistétmica e pulmonar. A terapéutica com PGIl, melhorou o estado clinico, a
hemodinamica e a sobrevida dos doentes com HTP grave (Humbert e Col. 2004).

Dado o efeito ndo selectivo da PGly, tornou-se necessario o desenvolvimento
de um analogo, o iloprost, que pode ser nebulizado e consequentemente, actua
predominantemente na circulagdo pulmonar (Hoehn 2007). O iloprost inalado pode
reverter a HTP e a remodelagem vascular pulmonar induzida pela MCT, mas ocorre
tolerancia (Schermuly e Col. 2006). Outra desvantagem da PGI, consiste no seu
tempo de semi-vida curto (6 minutos) e a necessidade de cateter venoso central
para administragdo continua. Assim surgiu o analogo treprostinil, que tem uma semi-
vida de 3 horas e que pode ser administrado por via subcutanea (McLaughlin e Col.
2003), no entanto, a experiéncia em criangas é limitada (Hoehn 2007).

O NO causa vasodilatacdo pulmonar ndo sé em adultos, mas também em
recém-nascidos. Em 14 estudos aleatorizados, o principal efeito do NO foi a
diminuicao significativa de doentes que necessitaram de oxigenag¢ao por membrana
extracorporal (ECMO) (Finer e Barrington. 2006).

O bosentan é um inibidor ndo selectivo dos receptores ET-A, ET-B. Nos
modelos animais previne e reverte a HTP induzida pela hipoxia (Chen e Col. 1995) e
pode prevenir parcialmente a HTP induzida pela MCT (Hill e Col. 1997; Lourencgo e
Col. 2006). Dados retrospectivos de criangas tratadas com bosentan, sugerem

seguranca e eficacia (Rosenzweig e Col. 2005).



O tratamento com sildenafil, aumenta a vasodilatagcao pulmonar dependente do
NO, inibindo a degradagcdo do monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) pela
fosfodiestérase tipo 5 (Humbert e Col. 2004). O sildenafil inibe o desenvolvimento de
HTP em modelos animais de HTP (Schermuly e Col. 2005). Dados pediatricos
sugerem um efeito benéfico do sildenafil oral, a nivel hemodinémico e da capacidade
de exercicio em criangas com HTP (Humpl e Col. 2005). O sildenafil usado por via
endovenosa mostrou ser tdo eficaz como o NO na diminuicdo da resisténcia
vascular pulmonar em criangas com cardiopatia congénita (Schulze-Neick e Col.
2003). Infelizmente, o numero de criangas incluidas nestas séries de casos €
insuficiente para tirar conclusdes fiaveis (Hoehn 2007).

Os testes de vasodilatagdo pulmonar em criangas implicam alguma precaugao,
porque a reactividade vascular pulmonar € maior e portanto maior o risco de crise
pulmonar hipertensiva. E recomendado que todas as criangas sejam submetidas a
um teste com um vasodilatador pulmonar de curta acg¢ao, na altura do cateterismo
cardiaco inicial. Os vasodilatadores recomendados para vasodilatagdo aguda séo o
epoprostenol endovenoso (2-12 ng/Kg/min), o NO inalado (10-80 partes/milh&o) e/ou
adenosina endovenosa (50-200 ng/Kg/minuto) e o iloprost inalado (14-17 Q).
Embora quanto mais jovem for a crianga a data do diagndstico, maior a
probabilidade dela responder aos testes agudos, ha um grande espectro de
variabilidade. Doentes que respondem aos testes de vasodilatagcdo aguda
provavelmente terdo uma resposta favoravel aos testes com bloqueadores dos
canais de calcio e subsequentemente a terapéutica com bloqueadores dos canais de
calcio orais. A nifedipina, um bloqueador dos canais de calcio, € um dos farmacos
mais antigos usados no tratamento da HTP, embora apenas uma minoria de

criancas responda favoravelmente (Tulloh 2006).



A HTP continua a ser alvo de intensa investigagdo, quer experimental, quer
clinica, uma vez que os resultados a longo prazo, com as terapéuticas disponiveis
actualmente, sdo ainda pouco satisfatorios. Especificamente em relacdo a HTP
pediatrica, os avangos sdo muito mais dificeis e morosos dado que os ensaios

clinicos sao de implementagao mais complexa.

PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS FUTURAS

Relativamente a novas terapéuticas para a HTP, foi descrito que a Ghr, um
libertador endégeno da hormona de crescimento e um potente vasodilatador, atenua
a remodelagem vascular pulmonar e a hipertrofia VD no modelo de HTP adulta
induzida pela MCT (Henriques-Coelho e Col. 2004; Leite-Moreira e Soares. 2007).

Kojima e Col, em 1999, identificaram a grelina, cujo nome deriva da lingua
Indo-Europeia “ghre”, que significa “crescer”, uma vez que desempenha um papel
importante na libertagdo da hormona de crescimento (HC). A Ghr, uma hormona
produzida principalmente pelo estémago, mas também no VD e pulméo (Henriques-
Coelho 2004; Papotti e Col. 2000) foi identificada originalmente como o ligando
enddégeno do growth hormone secretagogue receptor (GHSR). Os GHSR estéo
presentes noutros tecidos além do hipotalamo e da hipdfise, o que indica que a
grelina tem outros efeitos além da estimulacdo da libertagdo da hormona de
crescimento (Leite-Moreira e Soares, 2007). O gene que codifica para a
preprogrelina humana, que esta localizado no cromossoma 3p25-26, consiste em 5
exdes e 4 intrbes. O ARNm ¢é traduzido no precursor preprogrelina com 117
aminoacidos, que é subsequentemente clivado, originando a Ghr. A Ghr € composta
por 28 aminoacidos, que sob accao de uma acil-transferase nao identificada, é

sujeita a uma esterificagao unica, que € essencial para a ligacao ao GHS-R1. A des-



acil-grelina constitui a maior parte da grelina circulante e actua independentemente
do receptor GHS-R1a, desencadeando efeitos vasodilatadores e cardiotropicos
benéficos (Leite-Moreira e Soares. 2007). O efeito vasodilatador da Ghr parece ser

independente do endotélio e da HC (Nagaya e Col. 2001; Wiley e Col. 2002).
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Figura 1 (Adaptada de Leite-Moreira e Col. 2008) — Vias de acgao da Ghr a nivel
miocardico. A activagao do GHSR1a pela Ghr estimula a proteina G que activa a via
sinalizadora da fosfolipase C (PLC), produzindo inositol (1,4,5) trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG). O IP3 e o DAG levam a um aumento do Ca* miocardico via
estimulagdo do influxo de Ca* através de canais de Ca®* dependentes da voltagem e
da sua libertacao a partir do reticulo sarcoplasmatico. Um receptor hipotético, o RHS-
Ru, com estrutura desconhecida medeia os efeitos da Ghr na sobrevida dos miécitos
através da activagcdo da cinase regulada por sinal extracelular 1/2 (ERK 1/2) e da
Posfatidilinositol 3-OH-Cinase (Baldanzi e Col. 2002). A Ghr também é sintetizada e
secretada pelos cardiomidcitos provavelmente com efeito paracrino/autécrino

(Iglesias e Col. 2004).



Evidéncia crescente apoia o papel da Ghr na regulagdo directa da funcéo
cardiovascular. A expressao do acido ribonucleico mensageiro (ARNm) que codifica
para a grelina e seu receptor, foi observado no coragdo e vasos sanguineos.
Numerosos estudos recentes indicam que o miocardio animal e humano possui
multiplos subtipos de GHSR, diferentes do GHRS-1a classico, com afinidades
diferentes para as varias GHS e que podem contribuir independentemente para a
miriade de actividades cardiovasculares da GHS. Os efeitos cardiovasculares
benéficos podem estar associados ao aumento da hormona de crescimento, do
apetite, da vasodilatacdo e a diminuicdo nas citocinas, bem como a efeitos directos
nas células musculares cardiacas (Leite-Moreira e Soares. 2007). Finalmente, a
administracdo de grelina afecta varios aspectos do leito vascular e da fungéo
cardiaca em diferentes condigdes experimentais (Leite-Moreira e Soares. 2007).

No que diz respeito a macrocirculagdo, os efeitos vasoactivos da grelina
dependem do territério vascular. A grelina tem um efeito vasodilatador sistémico que
€ independente do endotélio e que pode envolver mecanismos periféricos e centrais.
De facto, a administracdo endovenosa de Ghr em humanos, diminui
significativamente a pressao arterial média, mas néo altera a frequéncia cardiaca.
Recentemente foi demonstrada, uma associagao entre polimorfismos nos genes que
codificam para a Ghr e a pressado arterial e entre niveis baixos de grelina e
hipertensao arterial, o que indica que a Ghr pode ter um papel na fisiopatologia da
hipertensao arterial. Por outro lado, a Ghr aumenta a perfusao coronaria no coragao
de ratos e aumenta significativamente o tonus miogénico induzido pela presséo, nas
arteriolas coronarias. Na microcirculagdo, a Ghr aumenta o fluxo vascular (Leite-
Moreira e Soares. 2007). A Ghr também melhora a fungao endotelial, pela inibi¢cao

da producéo de citocinas quimiotaticas (basal e induzida pelo TNFa), aumentando a



bioactividade do NO e inibindo a migracao das células endoteliais adrticas induzida
pela angiotensina Il. Assim, a Ghr pode opor-se a disfungdo endotelial e ser util no

tratamento de patologias que lhe estdo associadas (Leite-Moreira e Soares. 2007).
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Figura 2 (Adaptada de Leite-Moreira e Col. 2008) — No musculo liso vascular, a
Ghr provoca vasodilatagdao através de duas vias independentes do GHSR1a. A Ghr
estimula um receptor desconhecido (GHS-Ru) que, através de uma via acoplada a
proteina G, encerra os canais de Ca** dependentes do K*, do endotélio ou das células
musculares lisas — via 1 (Shinde e Col. 2005). Outra via para que ocorra relaxamento
muscular é a estimulagao de um sistema acoplado a proteina G, com activagao da
guanilciclase (Gc). Isto vai aumentar a producdao de GMPc com consequente indugao
da sintase do NO, promovendo vasodilatagao mediada pelo NO — via 2 (Shimizu e Col.

2003).



PROGNOSTICO

A HTP tem um curso insidioso, com mau progndstico, se nao for diagnosticada
e tratada precocemente (Rosenzweig e Col. 2004). A sobrevida média é pior (10
meses) nas criangas com HTP primaria do que para a globalidade dos doentes (2,8
anos) com HTP primaria (D’Alonzo e Col. 1991). A sobrevida média depende da
etiologia, sendo pior na HTP primaria e melhor no Sindrome de Eisenmenger (Galié
e Col. 2004).

A elevacéao dos niveis de BNP (peptideo natriurético tipo B) foi associada com o
aumento da mortalidade, enquanto doentes com diminuigao dos niveis de BNP apds
tratamento com PGl sobrevivem mais tempo que aqueles em que nido ha
diminuicdo desses niveis (Haworth 2007). Baptista e colaboradores demonstraram
que, em criangcas com HDC, a elevacgao precoce do N-terminal-pro-BNP parece estar
associada a um pior prognéstico (Baptista e Col. 2008). Assim, o BNP ¢é considerado
um biomarcador de disfungdo ventricular direita util, mas o seu papel na
fisiopatologia da HTP ainda ndo é conhecido. A sua produgdo € estimulada pelo
aumento da presséo e/ou sobrecarga de volume, em consequéncia do aumento do
stresse sobre a parede miocardica. O VD hipertrofiado de ratos a quem foi
administrada monocrotalina, mostraram um aumento selectivo de 15 vezes do BNP.
A sua sintese também pode ser aumentada pela ET-1 e pela angiotensina-Il, que
desempenham um papel importante na fisiopatologia da doenga vascular pulmonar
(Haworth 2007). A excepcdo das criancas que respondem bem & terapéutica
vasodilatadora crénica ou a PGl,, o Unico tratamento que pode ser oferecido é o
transplante, disponivel apenas para doentes seleccionados e com resultados nem
sempre favoraveis, o que torna necessario optimizar o tratamento médico (Haworth

1998; Diller e Gatzoulis. 2007).



OBJECTIVOS

Os seguintes constituiram objectivos da presente dissertagao.
1. Estabelecer um modelo infantil de HTP induzida pela monocrotalina (MCT)
no rato, que incluiu:
a. Titulagdo da dose de MCT
b. Avaliacdo de parametros morfométricos
i. Ventriculo direito
ii. Ventriculo esquerdo
iii. Raz&o ventriculo direito/ventriculo esquerdo
iv. Pulméao
2. Caracterizar a hemodindmica biventricular em animais normais e com HTP,
com avaliagao dos seguintes parametros:
a. Presséo sistélica maxima
b. Presséo diastolica minima
c. Pressdo telediastdlica.
d. Velocidades maximas de elevagao da pressao (dP/dtmax)
e. Velocidades maximas de queda da pressao (dP/dtyn)
f. Velocidade de relaxamento
3. Avaliar os efeitos morfométricos e hemodinamicos da administracdo de

grelina no modelo animal de HTP pediatrica induzida pela MCT.



METODOS

DESENHO DO ESTUDO

As experiéncias com animais foram realizadas de acordo com a Lei Portuguesa
para o bem-estar animal e de acordo com o National Institutes of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Pub. N° 85-23, revisto em 1996).
Ratos Wistar (Charles River Laboratories; Barcelona, Espanha) foram alojados num
ambiente controlado sob ciclos de 12 horas de luz/escuriddo, com temperatura
ambiente de 22°C, sem restricdes de agua ou alimento.

Com o objectivo de definir um modelo de HTP induzida pela MCT, foi usada
inicialmente a dose de 60 mg/Kg, no entanto, a mortalidade 21 dias apds
administracao de MCT, era de 100%, pelo que foi necessario titular a dose de MCT
com 50 mg/Kg (mortalidade de 100% aos 21 dias) e finalmente 30 mg/Kg.

Para avaliar os efeitos morfométricos e hemodinadmicos da administragcdo de
Ghr, os ratos receberam em dia 8 (D8), aleatoriamente, uma injecgéo subcutanea de
MCT (30 mg/Kg peso corporal, Sigma®, Barcelona, Espanha) ou igual volume de
veiculo (Figura 3). Em dia 7 ap6s administracdo de MCT (dia 15 de vida), os animais
foram aleatorizados para administragcao de Ghr (100 pg/Kg, bid, durante 2 semanas,
subcutanea) ou igual volume de veiculo (soro fisiolégico, SF). Desta forma, obteve-
se um grupo controlo (controlo, n=10), um grupo a quem foi administrada MCT aos 8
dias de idade e que apds 7 dias recebeu SF (MCT-SF, n=8) e um grupo a quem foi
administrada MCT aos 8 dias de idade e que 7 dias depois recebeu Ghr (MCT-Ghr,

n=10).



Figura 3 — Injeccao de rato Wistar com 8 dias de vida

Tabela 4 — Desenho do estudo

Grupo n
D de vida D8 D15 D29
D p6s-MCT DO D7 D21
Ctri 10
T
Veiculo
MCT 8
t N O O
hd
MCT Veiculo
MCT-Ghr | 10

MCT Grelina

Ctrl, controlo; MCT, monocrotalina; MCT-Ghr, monocrotalina-grelina.




ANALISE DE PARAMETROS HEMODINAMICOS

Os animais foram anestesiados com pentobarbital (6 mg/100g, intra-peritoneal)
e a anestesia foi mantida com bolus de pentobarbital (2 mg/100g) conforme
necessario. Durante a intervengao foi utilizada uma placa de aquecimento, para
manutencdo da temperatura corporal. Os animais foram traqueostomizados para
ventilacdo mecanica (Ventilador Harvard® para animais pequenos, modelo 683). Foi
realizada esternotomia mediana, exposto o mediastino e o pericardio foi retirado
(Figura 4). Foram medidas as pressdes ventriculares direitas e esquerdas, com um
micromanémetro de alta-fidelidade, 2-Fr (SPR-324, Millar Instruments®), inserido nas
cavidades ventriculares direitas e esquerdas, respectivamente. Os registos
hemodindmicos foram realizados com a respiracao suspensa no fim da expiracao.
Os parametros foram convertidos para formato digital com uma frequéncia de
amostragem de 1,000 Hz. As pressdes maximas nos ventriculos direito (VD) e
esquerdo (VE) foram medidas no fim da diastole e sistole. Foram quantificadas as
velocidades maximas de aumento (dP/dT max) e de diminuicdo (dP/dT min) da
pressdo nos VD e VE. A velocidade de relaxamento foi avaliada pela constante de

tempo 1, adequando a queda de pressao a uma fungdo monoexponencial.



Figura 4 — Preparagao experimental

ANALISE MORFOMETRICA

Uma vez terminada a analise hemodinamica, a paragem cardiaca foi induzida
pela injeccdo de KCI a 7,5%, intra-cardiaca. O coragdo e os pulmbes foram
dissecados e avaliado o seu peso. A parede livre do VD foi dissecada e pesada
separadamente. Os pesos do coragao, pulmbdes, VD e VE, foram normalizados para

0 peso corporal.



ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi feita usando o programa SPSS 12.0. Os dados séo
apresentados como médias * erro padrao (SE) e foram comparados usando o teste
two way ANOVA. Quando o teste de normalidade falhou, o teste ANOVA foi
precedido por uma transformacéo logaritmica para obter uma distribuicdo normal.
Quando os tratamentos foram significativamente diferentes, foi seleccionado o teste
Student-Newman-Keuls para efectuar comparagbes multiplas. O significado

estatistico foi determinado para uma valor p <0,05.



RESULTADOS

MODELO INFANTIL DA MCT

Inicialmente foi usada a dose de 60 mg/Kg, no entanto, a mortalidade 21 dias
apods a administracao de MCT, era de 100%. Estes animais apresentavam caquexia,
ascite, derrame pleural e ictericia. Assim, foi necessario titular a dose de MCT
(Tabela 5), pelo que foi titulada para a dose de 50 mg/Kg, que resultou igualmente
em mortalidade de 100%. Usando a dose de 30 mg/Kg, obtiveram-se animais

viaveis, aos 21 dias pos-MCT.

Tabela 5 — Modelo infantil da MCT

Dose de MCT Mortalidade
60mg/Kg 100%
50mh/Kg 100%
30mg/Kg 80%

ANALISE MORFOMETRICA

Os dados relativos ao crescimento somatico, cardiaco e pulmonar encontram-
se sumariados na tabela 6 e ilustrado nas figuras 5, 6 e 7. Foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas entre o peso dos animais pertencentes aos
varios grupos. Os animais do grupo MCT apresentavam um peso inferior aos do
grupo controlo. O peso dos animais tratados com Ghr aumentou relativamente aos
animais do grupo controlo. Em comparagdo com o grupo controlo, os pesos do
coragao e dos pulmdes aumentaram significativamente no grupo MCT. O aumento

do coragao foi devido principalmente a contribuicdo do VD. No grupo tratado com



Ghr verificou-se uma diminuigdo dos pesos do VD e pulmdes normalizados para o

peso corporal.

Tabela 6 — Dados morfométricos

Dados Unidades Controlo MCT MCT-GHR
Peso corporal (P) g 80+1 58+3 108+3" %
Peso pulmao/P g/Kg 8.20+0.33 11.534+0.82 8.77+0.30%
Peso VD/P g/Kg 0.741+0.07 1.735+0.16° 1.414+0.12"8
Peso VE/P a/Kg 3.27+0.45 4.36+0.26 3.15+0.11%

Dados em médias + SE. VD, ventriculo direito; VE, ventriculo esquerdo; Ghr, grelina; MCT,

monocrotalina. * p < 0.05 vs controlo; § p < 0.05 vs MCT.

125 -
*§

100 -
C)
©
3 75 1
E‘ *
o T
(&)
° 50
7]
]
o

25 -

0
Ctrl MCT MCT-Ghr

Figura 5 — Efeitos da Ghr no crescimento somatico
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Figura 6 — Hipertrofia do VD induzida pela MCT e efeito do tratamento com Ghr sobre

este parametro
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Figura 7 — Hipertrofia do VE induzida pela MCT e efeito do tratamento com Ghr sobre

este parametro



ANALISE DOS PARAMETROS HEMODINAMICOS

Os dados hemodinamicos relativos ao VD encontram-se sumariados na tabela
7. A pressao sistélica maxima no VD (PVDnax), que avalia o grau de HTP, aumentou
significativamente no grupo MCT. O tratamento com Ghr reduziu significativamente o
grau de HTP (Figura 8). No grupo MCT também se verificou um aumento
significativo do dP/dtmax VD, da constante de tempo t e das pressoes telediastélicas.
A Ghr reduziu os efeitos da MCT sobre a velocidade de relaxamento (constante de

tempo 1) do VD, sobre a pressao telediastélica e sobre o dP/dtmax.

Tabela 7 — Efeitos da Ghr nos parametros hemodinamicos do VD

Dados Unidades CONTROLO MCT MCT-GHR
P VD max mmHg 19.6+2.8 37.144.7 22.6+3.2%
dP/dtyax VD mmHg/s 66374 12104258 908+187

P VD telediastslica mmHg 0.38+0.7 2.9+1.4 1.81+0.438
Tau (1) ms 13.2+0.8 28.3+4.3 12.841.18

Dados em médias + SE. P VDnax, pressao sistdlica maxima no ventriculo direito; dP/dty.x
VD, velocidade maxima de elevacao da pressao; P VD (eediastsicas Pressao telediastolica no
ventriculo direito; 1, constante de tempo; GHR, grelina; MCT, monocrotalina. ’ p < 0.05 vs

controlo; 8 p < 0.05 vs MCT.
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Em relacédo ao VE (Tabela 9, figura 10), ndo foram encontradas diferengas

estatisticamente significativas entre os dados hemodinamicos dos diferentes grupos.

Tabela 9 — Efeitos da Ghr nos parametros hemodinamicos do VE

Dados Unidades = CONTROLO MCT MCT-GHR
P VEmax mmHg 42,7457 49,4184 44,9+3,6
PVEielediastslica mmHg 2,6 £0,5 2,914 3,0+1,12
dP/dtmax VE mmHg/s 17331407 174741573 1755,1£176
dP/dtmin mmHg/s -949+ 202 -1073+360 -1040+129

Dados em médias + SE. P VE.x, pressao sistdlica maxima no ventriculo esquerdo; dP/dtax
VE, velocidade maxima de elevacao da presséo; P VE igediastolicas Pressao telediastélica no

ventriculo esquerdo; GHR, grelina; MCT, monocrotalina.
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DISCUSSAO

MODELO EXPERIMENTAL

O modelo de HTP induzida pela MCT € um dos mais utilizados na investigagao
da fisiopatologia da HTP do adulto bem como no estudo de novas abordagens
terapéuticas. A MCT, apds sofrer degradagao hepatica, origina um metabolito que
provocara lesdo aguda das células endoteliais do leito pulmonar e aumento
transitorio da permeabilidade vascular. Cerca de 10-14 dias apds injec¢do, surge
HTP e hipertrofia do VD, quando também sao aparentes alteracdes inflamatdrias
difusas (Hill e Col. 1997). A MCT actua através de mecanismos como a vasculite
pulmonar (Rabinovitch e Col. 1979; Hessel e Col. 2007), diminuicdo do metabolismo
da 5-HT e diminuicdo da recaptag¢ao da noradrenalina nos pulmdes, o que provoca
vasoconstricao (Gillis e Col. 1978). Ratos com hipertrofia ventricular direita induzida
pela MCT apresentam uma diminuigdo da densidade de receptores R3-adrenérgicos
no VD (devido a diminuicdo da expressao e actividade do adrenoreceptor-31) e
dessensibilizacdo ao sistema adrenoreceptor-R-proteina G-adeniciclase. Esta
diminuicdo da resposta ao adrenoreceptor-3 pode explicar porque é que o VD
hipertrofiado n&o consegue aumentar a contractilidade, que é necessaria para
manter a funcéo cardiaca na HTP induzida pela MCT (Hessel e Col. 2006). Outros
mecanismos envolvidos sdo 0 aumento da reactividade pulmonar (Rabinovitch e Col.
1979), a proliferagdo celular (mediadas pela ET-1), a obstrugdo mecéanica por
trombos plaquetarios (Roth e Col. 1983; Hill e Col. 1997), a lesao endotelial directa e
a degradacao de proteinas do tecido conjuntivo da parede vascular (Todorovish-
Hunter e Col. 1988). A degradagdao da matriz extra-celular pode condicionar
diminuicdo da adesao do cardiomidcitos, o que poderia contribuir para a

remodelagem ventricular direita causada pela MCT. As alteragdes estruturais no leito



vascular pulmonar incluem a muscularizagado das artérias distais, habitualmente néo
muscularizadas e a hipertrofia da média arterial pulmonar, que provocam aumento
das resisténcias vasculares e da pressdo arterial pulmonar (Rosemberg e
Rabinovitch. 1988; Hessel e Col. 2007).

Rabinovitch e colaboradores descreveram um modelo de HTP induzido pela
MCT em idades pediatricas (Rabinovitch e Col. 1985). Os ratos injectados no
periodo neonatal (D3 de vida) n&o sobreviveram até as 3 semanas, provavelmente
por troca inadequada de gases secundaria a redugdo acentuada do numero de
alvéolos e artérias. A administragdo de MCT atingiu o periodo critico para o
desenvolvimento alveolar (D 3-8 de vida) e consequentemente a proliferagdo arterial
(D8-11) provavelmente ndo ocorreu. Apos 2 semanas, ndo havia hipertrofia
significativa do VD e as alteragdes vasculares pulmonares eram semelhantes as
observadas nos outros grupos, mas o desenvolvimento alveolar estava muito
comprometido (< 1/3 do numero normal). Os animais injectados no periodo infantil
(D8 de vida) tinham desenvolvimento alveolar normal. Apos duas semanas, as
alteracdes arteriais (muscularizagdo das artérias periféricas e hipertrofia da média)
eram semelhantes as do adulto. Aparentemente, uma vez que se inicia a
multiplicagdo alveolar, a MCT nao interfere no desenvolvimento alveolar. Foi no
grupo infantil que ocorreu aumento do tamanho das artérias pulmonares, uma
caracteristica que nao foi afectada pela MCT. Isto sugere que o estimulo para o
crescimento arterial pode ser independente da lesdo endotelial e do aumento do
musculo liso vascular que ocorre apos injeccao de MCT, tanto em pequenos como
em grandes vasos. O que quer que estimule o crescimento, parece inibir a hipertrofia
da meédia vascular adicional. Um estudo clinico suporta a teoria que associa o

crescimento do leito vascular com a regressdo das alteragbes estruturais. Nas



criangas com cardiopatia congénita e shunt esquerdo-direito, a correcgao cirurgica
precoce esta associada a regressdo das alteragdes vasculares, resultantes do
aumento de pressao e do fluxo na artéria pulmonar (Todd e Col. 1985; Rabinovitch e
Col. 1984).

Durante o desenvolvimento deste modelo de HTP, foi determinante a titulacéo
da dose de MCT adequada para induzir HTP. Este foi um processo moroso e
exigente. Inicialmente foi utilizada a dose de 60mg/Kg, verificando-se que a
mortalidade aos 21 dias, era de 100%, com desenvolvimento de caquexia
acentuada, ictericia, ascite e derrame pleural. Seguidamente foi usada a dose de
50mg/Kg, que condicionou a mesma mortalidade e finalmente foi definida a dose de
30mg/Kg, com uma mortalidade aos 21 dias de cerca de 80%. Relativamente a
avaliagdo morfométrica, verificAmos que os animais a quem foi administrada MCT
apresentaram um peso corporal inferior ao dos controlos, o que é sugestivo de
atraso de crescimento, provavelmente secundario a insuficiéncia cardiaca. O
aumento do peso dos pulmbes podera sugerir a presengca de uma resposta
proliferativa pulmonar e a hipertrofia acentuada do VD parede ser o resultado da
sobrecarga de pressdo induzida pela MCT. A hipertrofia miocardica € um
mecanismo compensatorio pelo qual o tecido cardiaco se adapta ao aumento
sustentado da pos-carga. Dependendo do grau ou da duragdo do aumento da pés-
carga, a hipertrofia cardiaca pode progredir de um estado de compensagao para um
estado de disfuncado sistdlica ou diastdlica e insuficiéncia cardiaca. O septo
interventricular sofre rectilinizagdo, apresenta um movimento paradoxal, o VD torna-
se mais globoso e comprime o VE. A hipertrofia ventricular direita envolve hipertrofia
dos cardiomiocitos (evidenciada por sintese proteica sem replicacdo celular),

alteracbes na membrana dos cardiomidcitos e nas proteinas contracteis, alteragao



da homeostasia do calcio, alteragbes na expressdo genética e remodelagem da
matriz extra-celular (Haworth 2007). Quando o coragdo desenvolve hipertrofia, e
subsequentemente, insuficiéncia cardiaca, ocorrem alteragdes importantes a nivel
macroscopico e molecular. Esta remodelagem estd associada a alteragbes
caracteristicas da expressdo génica, tais como reactivagdo do programa de
expressao genica fetal, provocando a expressao do factor natriurético auricular e do
BNP e a troca das isoformas das cadeias pesadas da miosina a para R e das
isoformas de actina de a-cardiacas para a-esqueléticas. Adicionalmente, a
expressdo da ATPase do Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2) esta diminuida
na insuficiéncia cardiaca terminal, no Homem e em modelos animais experimentais.
Pelo contrario, a express&o do trocador Na*/Ca®" esta aumentada. Na HTP induzida
pela MCT, apenas o VD esta sujeito a sobrecarga de pressdo, mas ambos os
ventriculos estdo expostos ao aumento da estimulagdo neuroenddécrina. O miocardio
ventricular esquerdo dos ratos com HTP induzida pela MCT apresenta activagao
autdcrina/paracrina, na auséncia de stresse hemodindmico nesse ventriculo e que,
embora nao ocorra hipertrofia miocardica esquerda, o fendtipo contractil esta
alterado (Lourengo e Col. 2006; Kogler e Col. 2003). No presente trabalho verificou-
se um aumento do peso do VE, sugestivo de hipertrofia ventricular esquerda, o que
podera ser explicado pela imaturidade do miocardio potencialmente associada a
maior susceptibilidade as alteragcdes neurohormonais as quais ambos os ventriculos
estdo expostos. No entanto, mais estudos serdo necessarios para testar esta

hipétese.



REPERCUSSOES HEMODINAMICAS

A pressao sistélica no VD e na artéria pulmonar podem ser estimadas por
ecocardiograma-doppler, a partir da velocidade do fluxo de insuficiéncia tricuspide. A
pressao sistélica na artéria pulmonar € igual a pressao sistolica no VD, na auséncia
de obstrugdo no trato de saida pulmonar. HTP ligeira pode ser definida como
pressao sistolica na artéria pulmonar de 36-50 mmHg ou velocidade do fluxo de
regurgitacao tricuspide de 2,8-3,4 m/s (assumindo uma pressdo normal na auricula
direita de 5 mmHg). Usando este método, € de esperar que surjam alguns falsos
positivos e a confirmagédo do diagndstico devera ser feita por cateterismo cardiaco
(Galié e Col. 2004). O cateterismo cardiaco € necessario para estabelecer o
diagnostico definitivo de HTP, para determinar a gravidade da doenga vascular
pulmonar e o progndstico. Durante este procedimento, sdo avaliadas as pressdes na
artéria pulmonar e a pressdo de encravamento pulmonar, sdo determinados o
tamanho do shunt e o fluxo pulmonar e as resisténcias vasculares pulmonares séo
calculadas dividindo o gradiente de pressdo pelo fluxo sanguineo através dos
pulmdes. O fluxo sanguineo pode ser avaliado por termodiluigdo em doentes sem
shunt ou pelo método de Fick com medicdo do consumo de oxigénio. Se o
cateterismo cardiaco confirmar o diagndstico de HTP com necessidade de
terapéutica, deve ser realizada uma prova de vasodilatacdo pulmonar, que permite
determinar a potencial vasorreactividade do leito pulmonar, com recurso a oxigenio
(FiO2=1), NO inalado, adenosina intravenosa ou prostaciclina (Diller e Col. 2007;
Beghetti e Col. 2006). Uma resposta significativa aos vasodilatadores pulmonares é
definida como uma redugéo de pelo menos 20% da pressao arterial pulmonar média,
sem alteragao ou com aumento do débito cardiaco. Os doentes que respondem aos

testes de vasodilatagcdo pulmonar terdo provavelmente uma resposta favoravel com



o teste com bloqueador dos canais de calcio e subsequentemente com tratamento
oral com estes farmacos (Rosenzweig e Col. 2004). Uma percentagem
significativamente maior de criangas com HTP idiopatica (40%) responde a prova de
vasodilatagado pulmonar, em comparagao com os adultos (20%) e quanto mais jovem
€ a crianga, maior a probabilidade de vasodilatagdo na prova de vasorreactividade
pulmonar. Usando a nova definigdo de resposta vasodilatadora (reducéo da pressao
arterial média >10 mmHg da linha basal para < 40 mmHg na presenga de débito
cardiaco normal), a percentagem daqueles que respondem pode ser menor. Nas
criangas com cardiopatia congénita, a determinagcédo da vasorreactividade pulmonar
permite discriminar entre aquelas com HTP fixa, irreversivel, nas quais a correccao
cirurgica esta associada a morbilidade e mortalidade significativas e aquelas com
HTP reversivel, que poderado beneficiar com a cirurgia correctiva (Beghetti e Col.
2006).

Neste trabalho, a pressao sistélica maxima no VD (PVDnax), que avalia o grau
de HTP, aumentou significativamente no grupo MCT. No grupo MCT também se
verificou um aumento significativo do dP/dtmax VD, um indice de contractilidade
miocardica. No que diz respeito a funcdo diastdlica, ocorreu um aumento da
constante de tempo 1t e das pressdes telediastdlicas, o que traduz disfungéo
diastdlica. Um estudo recente demonstrou diminuicdo dos niveis de proteinas da
SERCA no VD de ratos tratados com MCT, o que resultaria numa redu¢do mais
lenta do Ca*" intracelular durante o relaxamento e explicaria o prolongamento do t
(Kogler e Col. 2003). Na HTP, um aumento precoce no stresse sobre a parede
durante a sistole € muito provavelmente seguido por um aumento no stresse na
parede durante a diastole (Haworth 2007), o que estd de acordo com os dados

obtidos neste estudo.



EFEITOS DA ADMINISTRAGAO DE GRELINA

A Ghr foi identificada por Kojima e colaboradores, em 1999 e desde entéo, tem
sido implicada na modulagdo de numerosos processo fisioldgicos, tais como a
regulagdo do apetite, libertagcdo da hormona de crescimento, modulagdo central do
ténus simpatico e controlo hemodinamico directo (Nagaya e Col. 2006). Os niveis de
Ghr no sangue e o seu ARNm no estbmago, estdo aumentados no jejum e diminuem
durante a refeicdo. A hiperglicemia suprime os niveis circulantes de Ghr. Estes
resultados confirmam que a Ghr funciona como um péptido estimulador do apetite.
De facto, a administragdo de Ghr (periférica e intraventricular) estimula a ingestao de
alimentos e aumenta o peso corporal tanto em ratos normais como em ratos com
deficiéncia da HC. O nucleo arqueado do hipotalamo € o principal local de actuagao
da Ghr. A expressao hipotaldmica do neuropeptideo Y (NPY) esta aumentada nos
ratos tratados com Ghr intraventricular. O efeito orexigénico da Ghr foi abolido de
uma forma dependente da dose, pela co-injecgdo de um antagonista do receptor do
neuropeptideo Y (NPY/Y1). A Ghr € um estimulo a ingestdo de alimentos, mediante
a activagao de neurodnios do nucleo arqueado hipotaldamico, cujo mediador € o NPY.
Curiosamente, a inibigao da ingestao de alimentos induzida pela leptina, foi revertida
pela co-injeccdo da Ghr de uma forma dependente da dose (Nagaya e Kangawa.
2003). Estes dados sugerem que a Ghr € um peptideo orexigénico que antagoniza a
leptina através da activagao da via do receptor hipotaldmico NPY/Y1.

Tschop e colaboradores demonstraram que o tratamento com Ghr subcutanea
durante 2 semanas provocava aumento de peso tanto em ratos normais como em
ratos com deficiéncia da HC (Tschop e Col. 2000).

Os mecanismos através dos quais a Ghr induz aumento do apetite sao:



- A Ghr circulante atinge e activa os corpos neuronais orexigénicos NPY/AGRP
(Agouti-related protein) e/ou terminais no nucleo arqueado (ARQ), que por sua vez
inibem as células anorexigénicas no ARQ.

- A Ghr é produzida localmente no hipotalamo, conectando e estimulando os
neuronios orexigénicos NPY/AGRP no ARQ e neurdnios orexina na area
hipotalamica lateral.

A caquexia cardiaca é caracterizada por anorexia, perda de massa magra e
tecido adiposo associada com o aumento do consumo de energia, que caracteriza
varias doengas croénicas, incluindo a insuficiéncia cardiaca e o cancro (Rocha-Sousa
e Col. 2007). Em doentes com insuficiéncia cardiaca, a administracao de Ghr pode
melhorar a perda de massa muscular (Rocha-Sousa e Col. 2007). Estes efeitos
poderao ser mediados, pelo menos em parte, pelo IGF-1/HC, que é essencial no
musculo-esquelético. Os efeitos orexigénicos da Ghr sdo também fundamentais na
regressao da caquexia cardiaca (Nagaya e Col. 2006).

Um resultado relevante obtido neste modelo pediatrico de HTP, foi o aumento
do peso corporal, demonstrando-se que os animais tratados com Ghr tinham um
peso superior ao dos controlos, o que pode ser atribuido n&do s a reversao da HTP
e da hipertrofia ventricular direita, mas também aos efeitos orexigénicos da Ghr.
Estes efeitos ocorrem pela activagcdo de neurdnios do nudcleo arqueado do
hipotalamo (Nakazato 2001). Estes resultados poderao vir a ter relevancia clinica,
uma vez que tendo o peso sido superior ao dos controlos, a obesidade devera ser
tida em conta como potencial efeito lateral da Ghr.

Os efeitos da Ghr tém sido atribuidos maioritariamente a libertacdo de HC por
activacao dos receptores GHSR na hipofise anterior. A administracado de Ghr

endovenosa aumentou de forma marcada a hormona de crescimento circulante em



ratos e em seres humanos, com maior poténcia que a GHRH (Nagaya e Kangawa.
2003). O nivel maximo de hormona de crescimento ocorreu 15-20 minutos apds uma
injecgdo de Ghr, com manutenc¢ao dos niveis de Ghr por mais de 60 minutos. No
entanto, os receptores GHSR também estdo localizados no miocardio e vasos
(Katugampola e Col. 2001), sugerindo um potencial efeito vasodilatador da Ghr.

A Ghr melhorou a disfuncéo ventricular esquerda, atenuou o desenvolvimento
da remodelagem vascular e a caquexia no modelo animal de insuficiéncia cardiaca
(Nagaya e Kangawa. 2001; Henriques-Coelho e Col. 2004) e em seres humanos
com insuficiéncia cardiaca terminal (Nagaya e Col. 2003). Outros mecanismos
subjacentes a acg¢ao da Ghr sdo a melhoria da disfungdo endotelial e 0 aumento da
expressao endotelial da sintase do NO, através de um mecanismo independente da
HC (Shimizu e Col. 2003).

O eixo HC/IGF-1 melhora a fungdo miocardica em condicbes normais e de
insuficiéncia (Cittadini e Col. 1997; Duerr e Col 1996; Yang e Col. 1995). A Ghr
podera ter efeitos benéficos na insuficiéncia cardiaca por estimulacdo deste eixo,
actuando nos GHSR tipo 1a presentes no hipotalamo e na hipéfise (Nagaya e Col.
2001) A estimulacéo do eixo HC/IGF-1 associa-se a melhoria da fungao sistélica do
VE, que se relaciona, pelo menos em parte, com o aumento da expressdo da
SERCAZ2a (Tajima e Col. 1999). A administracédo de Ghr aumenta o débito cardiaco
e reduz a pos-carga em coragdes normais e insuficientes (Nagaya e Kangawa.
2003). Aumenta a pressao de perfusdo coronaria e aumenta o fluxo vascular na
microcirculagdo. No musculo cardiaco, a Ghr € um inotropico negativo, promovendo
libertacdo de prostaglandinas do endotélio endocardico, um efeito independente do

GHSR1a. A Ghr tem sido proposta como potencial alvo terapéutico do enfarte agudo



do miocardio, insuficiéncia cardiaca, hipertensédo arterial e hipertensdo pulmonar
(Rocha-Sousa e Col. 2007).

O presente trabalho descreve, pela primeira vez, os efeitos da administracado
crénica de Ghr na HTP em idade pediatrica, tendo para o efeito, utilizado o modelo
animal da MCT caracterizado no mesmo. Neste estudo, demonstrou-se que a
administracdo de Ghr reduziu a hipertensdo pulmonar e a hipertrofia ventricular.
Estes efeitos poderao ser atribuidos a ac¢des da Ghr, quer a nivel pulmonar, quer a
nivel cardiaco. A nivel pulmonar, a Ghr parece desempenhar um papel crucial no
desenvolvimento fetal do pulmao (Volante e Col. 2002). No pulmao adulto existe
uma importante expressdo de ARNm de Ghr (Henriques-Coelho e Col. 2004;
Gnanapavan e Col. 2002) e foram identificados locais de ligacdo dos secretagogos
da hormona de crescimento a nivel do parénquima e parede das artérias
pulmonares (Papotti e Col 2000; Katugampola e Col. 2001). Santos e colaboradores
demonstraram que o pulméo fetal € um dos primeiros a expressar Ghr durante o
desenvolvimento e pode ser considerada uma nova fonte de Ghr circulante fetal
(Santos M e Col. 2006).

No grupo tratado com grelina verificou-se uma diminui¢do do peso dos pulmdes
normalizado para o peso corporal. Considerando estas evidéncias em conjunto com
os dados obtidos neste trabalho, parece licito propor que a Ghr podera
desempenhar um papel na fisiopatologia da HTP. A diminuicdo significativa da
hipertrofia ventricular direita podera ser explicada pelo efeito indirecto da diminuigao
da magnitude da HTP, isto é, da pds-carga a qual o VD foi submetido. A Ghr
também tem um efeito inotrépico negativo e efeitos lusitropicos (Soares e Col. 2006),

que poderao contribuir para a diminuir o desenvolvimento de hipertrofia VD.



Os mecanismos envolvidos poderdo incluir a vasodilatacdo pulmonar, a
remodelagem vascular e a melhoria da disfungdo endotelial. Como a MCT induz
uma disfungdo endotelial marcada (Meyrick e Col. 1980; Werchan e Col. 1989), os
beneficios da Ghr observados neste estudo poderao ser atribuidos a uma melhoria
da funcao do endotélio pulmonar. O NO é um vasodilatador potente e um inibidor da
remodelagem ventricular, logo a Ghr poderia indirectamente aumentar a
biodisponibilidade do NO, embora mais estudos sejam necessarios para o confirmar.
Por outro lado, a via Ghr-GHSR reverte a vasoconstricdo induzida pela ET-1 por
mecanismos independentes do eixo HC/IGF-1 e do endotélio (Nagaya e Col. 2001;
Wiley e Davenport. 2002). A ET-1 encontra-se aumentada na HTP e parece estar
implicada na HTP induzida pela MCT (Frasch e Col. 1999; Lourenco e Col. 2006).

A nivel cardiaco, a Ghr melhorou a funcdo hemodinamica e os parametros
morfométricos do VD. Estes efeitos podem ser atribuidos a redugéo da pds-carga do
VD bem como a acgdes miocardicas da Ghr. Uma redugao da pds-carga sobre o VD
ira favorecer primariamente uma recuperacdo da funcdo e estrutura do VD. Os
efeitos miocardicos da Ghr poderdao ser mediados pelos GHSR ou pelo eixo
HC/IGF1. A primeira hipotese é apoiada pela expressao preservada dos GHSR em
animais tratados com MCT (Henriques-Coelho e Col. 2004). No grupo MCT ocorreu
uma marcada diminui¢gdo na velocidade de relaxamento (aumento do 1), efeitos que
foram significativamente revertidos pela Ghr, ou seja, a Ghr melhorou a disfungéo

diastolica do VD.



CONCLUSOES

Em conclusao, este trabalho permitiu caracterizar o modelo animal de HTP
induzida pela MCT em idade pediatrica, quer a nivel morfolégico quer a nivel
hemodinamico, o que permitird uma melhor compreensao do fisiopatologia da HTP.

A administracdo cronica de grelina constituiu uma abordagem eficaz na
reducao da progressdo da HTP num modelo pediatrico de HTP induzido pela MCT.
Podemos concluir (Figura 11) que a Ghr melhora a HTP, reduzindo a hipertrofia
ventricular direita, enquanto que a nivel central tem efeitos orexigénicos, que
contribuem para a melhoria da caquexia associada a HTP. Estes resultados sao
altamente promissores, sugerindo que a Ghr devera continuar a ser investigada
como um potencial alvo terapéutico para a HTP que constitui uma patologia para a
qual se dispde de relativamente poucas opcoes terapéuticas eficazes, que permitam

uma melhoria da sobrevida e da qualidade de vida das criangas com HTP.
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Figura 11 — Efeitos benéficos da Ghr na HTP. Efeitos a nivel cardiaco a vascular e
suas interacgoes. Conecgdes da Ghr no hipotalamo (Cowley e Col. 2003; Korbonits e
Col. 2004). A Ghr estimula o receptor GHS pré-sinaptico localizado nos axénios dos
neurénios NYP que conectando as células proopiomelanocortina (POMC) no ARC e
estimulam a libertagdo do neurotransmissor inibitério GABA, inibindo os neurénios
anorexigénicos POMC. O efeito da Ghr no nucleo paraventricular nas células CRH é
mais complexo. Os receptores GHS-R estimulam a libertagcao de NYP, que inibem a
libertacio de GABA, resultando na desinibicao dos neurénios CRH conduzindo a
libertacido de ACTH e cortisol. As células de Ghr também podem conectar aos

neuronios orexigenicos no hipotalamo lateral e estimula a sua actividade.
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