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RESUMO

MARINS, Thais da Silva Barenco. Canal BKca como alvo terapéutico na hipertenséao
arterial pulmonar: estudo pré-clinico em modelo experimental. Tese de Doutorado.

Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2023.

A hipertensédo arterial pulmonar (HAP) € uma doenca progressiva e de dificil
diagndstico. Nela, é observada vasoconstricdo das artérias e arteriolas pulmonares e
remodelamento vascular, que levam ao aumento na resisténcia vascular pulmonar e
nos valores de pressdao da artéria pulmonar. As terapias existentes tém eficacia
limitada, levando a altos indices de mortalidade; por isso, a busca de novas estratégias
terapéuticas mais eficazes se faz necessaria. Nesse contexto, o canal de potassio
sensivel ao célcio, de alta condutancia (canal BKca), amplamente expresso na
vasculatura pulmonar e na membrana interna de mitocéndrias cardiacas, surge como
um novo alvo terapéutico. Assim, o objetivo deste trabalho é investigar os efeitos da
ativacdo deste canal, por um ativador potente e seletivo (substancia X), tanto em
modelo experimental de HAP induzido por monocrotalina (MCT) em ratos quanto em
mitocéndrias isoladas de cardiomidcitos de camundongos. Foi observado que, no
modelo de HAP, animais tratados com a substancia X tiveram melhora da presséo
sistélica do ventriculo direito, da hipertrofia ventricular direita, na duracao do intervalo
QTc, da reatividade vascular, além de maior percentual de ganho de peso e sobrevida.
Ja nas mitocondrias isoladas, a substancia X se mostrou eficiente em modular a
atividade dos complexos respiratérios, além de prevenir os danos causados por
hipoxia/reoxigenacao. Assim, este estudo mostrou os efeitos terapéuticos da ativacao
de canais BKca pela substancia X, sejam vasculares ou mitocondriais, e a importancia
desse canal no metabolismo mitocondrial e na patogénese de doencas como a HAP.
Apesar do uso potencial desse ativador — e de outros capazes de ativar o canal BKca
— nenhum deles se encontra disponivel para uso clinico, reforcando a importancia do

estudo sobre este canal como alvo terapéutico.

Palavras-chave: Hipertensao Arterial Pulmonar; Disfungéo mitocondrial; Canal BKca;

Substancia X



ABSTRACT

MARINS, Thais da Silva Barenco. BKca channel as a therapeutic target in pulmonary
arterial hypertension: a preclinical study in experimental model. Tese de Doutorado.

Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2023.

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a progressive disease of difficult diagnosis.
It whieh promotes vasoconstriction of pulmonary arteries and arterioles and vascular
remodeling, leading to an increase in pulmonary vascular resistance and pulmonary
artery pressure values. Current therapies have limited effectiveness, which is reflected
by high mortality rates. Therefore, the search for new, more effective therapeutic
strategies is necessary. In this context, the high-conductance calcium-sensitive
potassium channel (BKCa channel), widely expressed in pulmonary vasculature and
in cardiac mitochondria, emerges as a new therapeutic target. Thus, the aim of this
study is to investigate the effects of this channel’s activation, by a potent and selective
activator (compound X), both in an experimental model of PAH, induced by
monocrotalin in rats; and, in freshly isolated mitochondria from mice hearts. It was
observed that, in PAH model, animals treated with compound X had improvements in
right ventricular systolic pressure, right ventricular hypertrophy, QTc interval
prolongation, vascular reactivity, in addition to a higher weight gain and survival rate.
In isolated mitochondria, compound X proved to be efficient in modulating the activity
of respiratory complexes, in addition to preventing damage caused by
hypoxia/reoxygenation. Thus, this work showed the efficiency of compound X in
activating BKca channels, both vascular and mitochondrial, and the importance of this
channel in mitochondrial metabolism and in the pathogenesis of diseases such as
PAH. Despite the potential use of this agonist — and others capable of activating the
BKca channel — none of them are available for clinical use, reinforcing the importance

of studying this channel as a therapeutic target.

Keywords: Pulmonary Arterial Hypertension; Mitochondrial dysfunction; BKca Channel;

Compound X
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1. INTRODUCAO

A Hipertensdo Pulmonar (HP) se caracteriza como uma gama de condi¢des
clinicas crénicas e progressivas, que cursam com aumento gradativo da presséo
arterial pulmonar, gerando sobrecarga no ventriculo direito (VD) com consequente
disfuncdo cardiaca. Esses fatores sdo as principais causas de mortalidade e
morbidade entre a populacdo afetada, que corresponde a 1% da populagdo mundial;
dentre eles, 10% sé&o idosos acima de 65 anos e 50% séo pacientes com insuficiéncia

cardiaca prévia (Kim; George, 2019; Mandras; Mehta; Vaidya, 2020).

Essas condicbes clinicas, como a Hipertensdo Arterial Pulmonar (HAP)
possuem poucas caracteristicas em comum, sendo a principal para se chegar ao
diagndstico a presséao arterial pulmonar média (mPAP) acima de 20 mmHg (valores
atualizados pelo 6° Simpoésio Internacional em Hipertensdo Pulmonar, 2019) (Hoeper
et al., 2017; Humbert et al., 2019).

Sintomas caracteristicos da HAP séo fadiga, cansaco, dispneia e angina, todos
inespecificos, dificultando o diagnéstico, que € feito — principalmente — por
Ecocardiografia Transtoracica (ETT). A identificacdo precoce da doenca € o que
garante melhores chances de sobrevivéncia e evolugéo clinica, ja que quanto mais
cedo o diagnéstico, menor a severidade da doenca e melhor a resposta ao tratamento
(Protocolo clinico e diretrizes terapéuticas, 2014; Humbert et el., 2019; Attanasio et
al., 2020; Mandras; Mehta; Vaidya, 2020).

O desenvolvimento e melhor disponibilidade das formas terapéuticas para o
tratamento da HAP foram capazes de aumentar a sobrevida dos pacientes em 3
vezes, dando a eles maior qualidade de vida. Apesar disso, 0s tratamentos existentes
ainda sdo limitados, com a doenca apresentando altas taxa de morbidade e
mortalidade — o que reflete na necessidade de novas estratégias terapéuticas mais
eficazes (Roderburg et al., 2021). Nesse contexto, a ativacdo dos canais de potassio
de alta condutancia sensiveis ao calcio e a voltagem (canal BKca) surgem como um
potencial alvo para o tratamento da doenca, jA& que se encontram amplamente
expressos na vasculatura, sendo importantes moduladores do ténus miogénico
(Tanaka et al., 2004). Assim, ativadores desse canal — a exemplo da substancia X,
que sera utilizada neste trabalho — que sejam capazes de melhorar e/ou prevenir as

alteracGes promovidas pela HAP ganham destaque.
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Experimentalmente, muitos sédo os modelos animais de HAP (Boucherat et al.,
2022). Dentre aqueles que sdo considerados classicos (hipdxia crénica, Sugen5416
+ hipdxia, monocrotalina, monocrotalina + pneumonectomia), o modelo de
monocrotalina (MCT) € amplamente utilizado, dada sua reprodutibilidade, facilidade
técnica e obtencao de caracteristicas compativeis com a HAP humana severa (Hill et
al., 2017).

Assim, partindo de trabalhos anteriores deste grupo de pesquisa relacionados
a substéancia X, HAP e ativagédo dos canais BKca (Barenco-Marins et al., 2023; Ferraz
et al., 2020.; Ponte et al., 2012) e utilizando metodologias bem estabelecidas pelo
grupo, este trabalho visa aprofundar o entendimento sobre esta relagéo, utilizando o
modelo experimental de MCT. Também, considerando que o canal BKca € encontrado
na mitocondria (MitoBKca), e que a disfungdo mitocondrial tem se mostrado importante
fator no desenvolvimento da HAP, a ativacao do canal foi avaliada frente a condi¢cdes

de normdxia e hipdxia/reoxigenacdo, em mitocondrias isoladas de cardiomidcitos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. HIPERTENSAO ARTERIAL PULMONAR
Em 1951, Dresdale e colaboradores descreveram uma condicdo clinica

associada a alteracdes cardiopulmonares, onde 0s pacientes cursavam com aumento
da pressao arterial pulmonar e hipertrofia do ventriculo direito (Dresdale et al., 1951).
A ela, deram o nome de “Hipertensdo Pulmonar Primaria”, atualmente definida como

Hipertensédo Arterial Pulmonar (HAP).

A HAP é o grupo 1 na classificacdo da HP. Essa classificacdo, baseada nas
diferentes condi¢Bes clinicas com caracteristicas distintas apresentadas pela HP, é
constantemente atualizada pelos Simpaésios Internacionais de Hipertensdo Pulmonar
(WSPH), que reunem especialistas de diferentes areas, a fim de conciliar e apresentar
os conhecimentos e definicdes estipuladas até tal momento. Iniciados em 1973, o 1°
WSPH ocorreu em Genebra, apés uma epidemia de HP na Europa causada pelo
anorexigeno Aminorex; a partir do 2° (1998, Evian) e 3° WSPH (2003, Veneza), a HP
ganhou uma classificagdo mais completa, dividida em 5 grupos, baseada em dados
clinicos, epidemioldgicos, anatofisiopatoldgicos e de resposta ao tratamento vigente
(Jardim; Waetge, 2018; “Ministério Da Saude Secretaria De Atencéo A Saude Portaria
N O 35, De 16 De Janeiro De 2014 (*),” [S.D.]).

A classificacéo (Tabela 1) e conceitos hemodinamicos e fisiopatologicos atuais
foram determinados pelo 6° WSPH (2019, Nice), que reuniu 13 for¢as-tarefa com 124

especialistas de todo o mundo (Galie et al., 2019).

Tabela 1. Classificagao clinica atualizada da HP

1. Hipertens&o Arterial Pulmonar
1.1. Idiopéatica
1.2. Hereditéaria
1.3. Induzida por drogas ou toxinas
1.4. Associada a:

i Doencas do tecido conectivo

i Infecgdo por HIV

i Hipertensado Portal

iv  Doenga cardiaca congénita

v  Esquistossomose
1.5. Responsiva de longo-prazo a bloqueadores de canais de célcio
1.6. Com caracteristicas evidentes de doengas venosas/capilares
1.7. Persistente do recém-nascido

2. Hipertensdo Pulmonar causada por doencas do coragdo esquerdo
2.1. Associada a insuficiéncia cardiaca com preservagéo da FEVE
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2.2. Associada a insuficiéncia cardiaca com reducéo da fracdo de FEVE
2.3. Doenca cardiaca valvular
2.4. Condicdes cardiovasculares congénitas/adquiridas que levam a HP pés-capilar

3. Hipertensédo Pulmonar associada a doencgas pulmonares e/ou hipoxia
3.1. Doenga obstrutiva pulmonar

3.2. Doenga restritiva pulmonar

3.3. Outras doencgas pulmonares com padrédo misto de restricdo/obstrucdo
3.4. Hipbéxia sem doenca pulmonar

3.5. Doencgas pulmonares desenvolvidas

4. Hipertensao Pulmonar associada a obstru¢c@es da artéria pulmonar
4.1. HP crbnica tromboembdlica
4.2. Outras obstru¢des arteriais pulmonares

5. Hipertensdo Pulmonar sem mecanismos definidos e/ou multifatoriais
5.1. Desordens hematoldgicas

5.2. Desordens sistémicas ou metabdlicas

5.3. Outros

5.4. Doengas cardiacas congénitas complexas

HP: hipertensdo pulmonar; FEVE: fragdo de ejecéo ventricular esquerda

A HAP se caracteriza, principalmente, pelo remodelamento dos pequenos
vasos pré-capilares. Pode ocorrer associada a diversas condi¢des (tabela 1), porém,
sua principal manifestacdo € na forma idiopéatica. E uma doenca rara, crénica e severa,
definida por valores de mPAP maiores que 20 mmHg, de pressdo dos capilares
pulmonares menor ou igual a 15 mmHg e resisténcia vascular pulmonar maior ou igual
a 3 unidades Woods (W). Progride com vasoconstricdo, aumento da resisténcia
vascular pulmonar (RVP), hipertrofia do ventriculo direito (VD) e consequente faléncia
ventricular direita e morte do paciente (Chen et al.,, 2022; Cheron et al., 2021;

Simonneau et al., 2019b).

2.1.1. Epidemiologia
Em doencas raras, os estudos epidemioldgicos séo de grande importancia para

que as caracteristicas e padrbes sobre tal condicdo se mantenham sempre
atualizados. Porém, na HAP, esses dados sao dificeis de serem obtidos, uma vez que
o diagnostico da doenca € complexo. Apesar disso, dados recentes de paises
desenvolvidos apontam uma incidéncia de, aproximadamente, 6 casos/milhdo de
individuos, enquanto a prevaléncia varia entre 48-55 casos/milh&o de adultos. Para a

HAP hereditaria, € observada uma predominéncia em individuos jovens,
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especialmente mulheres (2:1), enquanto para a HAP idiopéatica — que representa mais
de 50% de todos os casos — o diagndstico é feito com maior frequéncia em pacientes
acima dos 65 anos, independente do sexo, geralmente j& acometidos por doenca
cardiovascular prévia (Cullivan, Higgins, et al., 2022; Humbert et al., 2022).

Depois da idiopética, a HAP associada a doencas do tecido conjuntivo (DTC-
HAP) € a que acomete maior percentual de individuos, que evoluem para uma piora
significativa de seu quadro geral em apenas um ano. Aproximadamente, 75% dos
pacientes com DTC-HAP a tem relacionada a esclerodermia, uma doenca cronica,
multissistémica, caracterizada por deposi¢cao excessiva de colageno entre os 6rgaos,
inflamacéo, fibrose, autoimunidade e vasculopatia generalizada. No percentual
restante, encontram-se os pacientes com DTC-HAP associada ao lUpus eritematoso,
a doenca mista do tecido conjuntivo e a artrite reumatoide (Cansu & Korkmaz, 2023;
McGoon & Miller, 2012; Naranjo & Hassoun, 2021).

Outro fator que contribui grandemente para o desenvolvimento da HAP séo as
doencas infecciosas, a exemplo da esquistossomose. A hipertensao arterial pulmonar
associada a esquistossomose (SchHAP) acomete principalmente regides em
desenvolvimento, como Africa, leste do Mediterraneo e América do Sul. Estima-se que
mais de 200 milhdes de individuos sdo afetados pelas diferentes espécies de
Schistosoma ao redor do mundo, e desses, 0,5 a 5% desenvolvem a HAP. Como a
esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada, cujos indices de testagem e
reportagem as autoridades de saude sao precérios, acredita-se que a incidéncia e
prevaléncia da SchHAP sejam subnotificadas, apresentando valores maiores que 0s
oficiais (Sibomana et al., 2020; Sinkala et al., 2022).

Uma atualizacdo importante trazida pelo 6° WSPH se relaciona a HAP induzida
por drogas ou toxinas onde, na tentativa de simplificar a caracterizacdo da doenca e
acelerar seu diagnéstico, dois subgrupos foram organizados: drogas/toxinas com
associacao definitiva ao desenvolvimento da HAP (dados comprovados por estudos
epidemioldgicos de caso-controle e multicéntricos) e drogas/toxinas com possiveis
associacbes ao desenvolvimento da HAP (mdltiplos relatos de casos ou casos
relacionados a substadncias com mecanismo de acdo semelhante aquelas ja
conhecidas) (Tabela 2). Apesar de ser uma complicagéo rara, essa atualizacao ganha

importancia visto que as drogas e toxinas sao responsaveis pelo desenvolvimento da
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HAP em até 1% dos individuos que as utilizam (Garg et al., 2017; Simonneau et al.,
2019b).

Tabela 2. Drogas e/ou toxinas associadas ao desenvolvimento da HAP

Associacao definitiva Possivel associacéo
Aminorex Cocaina
Benfluorex Fenilpropanolamina
Desatinibe L-triptofano

Dexfenfluramina Erva-de-Séo-Joao
Fenfluramina Anfetaminas
Metanfetaminas Interferon-a e -
Oleo de canola toxico Antineoplésicos
Bosutinibe
Agentes antivirais de acdo direta contra o virus da hepatite C
Leflunomida
Indirrubina

No Brasil, ha uma grande lacuna em relacdo a epidemiologia da HAP. Segundo
informagdes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, no ano de 2022,
aproximadamente 100.000 brasileiros apresentavam a doenca. Dos 26 estados
brasileiros, apenas 13 (mais o Distrito Federal) possuem centros de referéncia para o
acompanhamento da doenca e suporte aos pacientes. Esse quadro, associado ao
dificil diagndéstico, dificultam a obtencdo de dados nacionais que caracterizem a
populacdo doente, além da elaboracdo de protocolos de tratamento levando em

consideracao as particularidades do nosso povo (Lapa et al, 2016).

Por ultimo, ao falarmos sobre a epidemiologia da HAP, ndo podemos ignorar
um evento recente: a pandemia de COVID-19. Pesquisadores observaram que
amostras de pulmdao e artéria pulmonar de alguns pacientes que vieram a 6bito por
conta da COVID-19 apresentaram espessamento de parede, microtrombose
pulmonar, danos vasculares e ao DNA, além de inflamacéo e disfungdo mitocondrial;
todas essas, caracteristicas semelhantes as observadas na HAP. Porém, apesar
desses achados, ndo ha ainda estudos clinicos/epidemiolégicos de grande escala que
possam confirmar essa associacao (Suzuki et al., 2021; D. Wang et al., 2023).

2.1.2. Fisiopatologia
Mesmo com avanc¢os nos estudos acerca da fisiopatologia da HAP, ainda nao

se sabe quais mecanismos sdo fundamentais para desencadear a doenca. Dentre 0s
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principais, temos o remodelamento vascular e a disfuncdo endotelial, o
remodelamento ventricular, os mediadores inflamatorios, as alteracdes na funcao

mitocondrial e a disfuncdo em canais ibnicos (Huertas et al., 2017).

2.1.1.1. Remodelamento vascular e disfuncéo endotelial
Em sua anatomia, os vasos pulmonares se distribuem em circuitos conectados

em paralelo, que contribuem para suas baixas resisténcia, pressdo e alto fluxo
sanguineo. Na HAP, diferentes alteraces — principalmente histolégicas — ocorrem de
acordo com o tipo e a funcédo de cada um desses vasos, 0 que faz com que alguns
autores a considerem uma “pan-vasculopatia”. S&o afetados, principalmente, as
artérias distais do pulmao, as arteriolas pré-capilares e os capilares em si (Shah et
al., 2022; Tobal et al., 2021; Townsley, 2012).

Nas artérias musculares distais, o remodelamento vascular ocorre em suas trés
camadas — intima, média e adventicia — tendo a hipertrofia como principal
caracteristica (Figura 1); também ha expansao da matriz extracelular (MEC), levando
a fibrose vascular (Thenappan, Chan, et al., 2018). A camada adventicia,
normalmente, é composta por um tecido conectivo que reveste as artérias
pulmonares. Nele, esta contido o arcabouco para a MEC, formado por fibroblastos,
vasos linfaticos, sangue, além de células do sistema imune; essa composicao torna a
camada adventicia a mais complexa entre as trés, sendo considerada um “centro
processador”, capaz de estabelecer comunicacao entre outras células adventicias e
células de tecidos vizinhos (Stenmark et al., 2013; Tobal et al., 2021). Na HAP,
acredita-se que os principais responsaveis pelo remodelamento dessa camada sejam
os fibroblastos adventicios. Responsaveis pela homeostase da MEC, quando em
situacbes de estresse celular, como a hipoxia ou lesdes de estiramento, esses
fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos, que alteram as propriedades da
parede vascular, levando, por exemplo, a alteragdes na expressdo de proteinas da
matriz, como elastina, colageno e fibronectina. Essas alteragcbes podem causar um
espessamento dessa camada, que se torna até quatro vezes maior que um vaso
sadio. Apesar desse remodelamento nédo afetar de forma direta a RVP, ele tem papel
importante na inflamacédo vascular e suas consequéncias (Tobal et al., 2021; Tuder,
2017; A. Wang et al., 2021).
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Ainda nas artérias distais, a camada média é predominantemente composta
por células musculares lisas, que contém proteinas reguladas por calcio, capazes de
controlar o tdnus vascular. Em condi¢des que propiciem essas células a funcionar de
forma inadequada, mudancas no mecanismo contratil s&o comuns, podendo levar a
vasoconstricdes persistentes — caracteristicas na HAP. Também, as alteracdes
impostas pela HAP induzem as células musculares lisas a produzirem maior
quantidade de citocinas pro-inflamatérias e aumentarem o depoésito de proteinas
estruturais, levando a um intenso remodelamento dessa camada, que pode aumentar

sua espessura em até 20% (Stenmark et al., 2018; A. Wang & Valdez-Jasso, 2021).

J4 a camada intima é composta unicamente por células endoteliais, assim
como os capilares. Na HAP, essa camada pode atingir até trés vezes o seu tamanho
normal em espessura, aumentando de forma bastante significativa a RVP. Esse
espessamento pode ocorrer de diferentes formas, como por excesso na producgéo de
coldgeno, aumento da expresséo de células semelhantes a fibroblastos ou por uma
proliferacdo exacerbada das proprias células endoteliais; essa Ultima é a principal
responsavel pelo aparecimento das lesGes do tipo plexiforme, caracteristicas de HAP
avancada (Pietra et al., 2004; Tobal et al., 2021; Tuder, 2017). Estudos também
mostram que outro fator responsavel por esse quadro é a sensibilidade aos estimulos
inflamatorios, que levam a proliferacdo e migracédo de fendtipos celulares resistentes
a apoptose, assim como infiltrados inflamatérios perivasculares, contendo
macrofagos, linfécitos B e T, mastdcitos e células dendriticas, contribuindo ainda mais
para o remodelamento observado (Huertas et al., 2014; Rabinovitch et al., 2014; Savai
et al., 2012; Tara Elizabeth Scott et al., 2018).

As lesdes plexiformes observadas na HAP sdo um importante marcador de
severidade e progressdo da doenca, além de contribuir para a sua patogénese. Essas
lesbes se localizam nas artérias pulmonares pré e intra acinares, em locais que podem
variar, mas geralmente em uma ramificacdo arterial. Morfologicamente, sao
caracterizadas por uma proliferagao focal de “canais” na camada endotelial, revestidos
de células musculares lisas, miofibroblastos e tecido conjuntivo, com fibrina e
plaguetas em seu interior; ainda, as células endoteliais presentes na lesédo plexiforme
sdo capazes de expressar altos niveis de fator de crescimento endotelial vascular A
(VEGF-A) e seu receptor VEGFR-2 (receptor de fator de crescimento endotelial

vascular 2). Isso mostra que essas lesdes podem ter sua origem devido a um processo
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“‘desorganizado” de angiogénese (Ohta-Ogo et al., 2012; Pietra et al., 2004; Ranchoux
et al., 2018).

@ célulaendotelial

Muscularizagédo ik e
Pré-capilar élula muscular lisa

Fibroblasto
. Macréfago

Hipertrofia
Medial

Capacidade de
difusdo diminuida

—— Trombose in situ

e
Lesoes plexiformes

Figura 1. Remodelamento vascular observado na HAP. Em (A), esquema do sistema
cardiopulmonar na HAP e as diferentes formas de remodelamento vascular. Em (B), representativo de
seccgOes transversais de artérias normotensas (B.1) e no estagio final da HAP (B.2). Do interior para o
exterior: multiplos canais formados por capilares, caracteristicos das lesdes plexiformes, com trombose
in situ, espessamento da camada intima, proliferagcdo de células musculares lisas arteriais pulmonares
na camada média e infiltrado de fibroblastos e macréfagos na camada adventicia. Adaptado de Tobal
et al, 2021

As células do endotélio funcionam como uma barreira semi-permeavel no
interior dos vasos, exercendo funcdes cruciais para a homeostase da vasculatura
pulmonar, como regulacdo das trocas gasosas e do trafego leucocitario, modulacao
do crescimento e diferenciacdo celular, da resposta as lesdes e do tdnus vascular.
Dessa forma, a disfuncdo do endotelial se torna um dos fatores mais importantes na
patogénese da HAP (Hudson & Farkas, 2021; Shah et al., 2022).

Por muito tempo, o termo ‘disfuncao endotelial’ se referia apenas ao aumento
da producdo de substancias vasoconstritoras, como a endotelina-1 (ET-1),
tromboxano Az (TXA2), serotonina e angiotensina Il em detrimento da producédo de
substancias vasodilatadoras, como o oxido nitrico (NO) e as prostaciclinas (PGIz).
Porém, nos ultimos anos, esse conceito se tornou mais amplo e abrangente, passando
a incluir outras alteragbes importantes relacionadas a funcédo do endotélio, como o

crescimento de células musculares lisas e hipertrofia da camada média,
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anormalidades metabdlicas, producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
reducdo da capacidade anticoagulante, aumento da expressdo de moléculas de
adeséo e liberacdo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Cober et al.,
2022; Kurakula et al., 2021).

Na HAP, diversos sdo os fatores que contribuem para a disfungdo endotelial
(Figura 2). Porém, ndo se sabe ainda, ao certo, a cronologia em que essas mudancas
ocorrem, se Sao a causa ou a consequéncia (Evans et al., 2021). Dentre esses fatores,
podemos incluir alteracfes epigenéticas, como a do gene BMPR-2 (do inglés, bone
morphogenic type 2 receptor). Esse gene € responsavel pela modulagdo do
crescimento celular, apoptose e inflamacao; nos vasos pulmonares, além de atuar
como um fator antiproliferativo para as células musculares lisas, é o responsavel pela
sobrevida das células endoteliais. Localiza-se no locus do cromossomo 2q33, e
estudos mostram que mutagdes associadas a perda de funcdo no gene BMPR-2
aparecem em até 80% dos casos de HAP hereditaria e 20% dos casos de HAP
idiopatica (tabela 3); também foi observado que a deficiéncia nesse gene pode levar
a perda do controle de danos do DNA e a diminuicdo na expressao de [(3-cateninas,
necessarias a estrutura das células endoteliais (Frump et al., 2018; Kurakula et al.,

2021; Orriols et al., 2017; Pousada et al., 2017).

Tabela 3. Exemplos de mutac¢des identificadas como patogénicas/provavelmente
patogénicas, associadas ao gene BMPR-2 na HAP

Categoria da

Localizacéo Nucleotideo trocado  Aminoacido trocado mutac&o
Exon 4 c.439C>T p.Argl47Ter Nonsense
Exon 6 c.710G>A p.Arg237His Missense
Exon 11 c.1472G>A p.Arg491Glin Missense
Exon 12 C.2695C>T p.Arg899Ter Nonsense

A trombose e a hipercoagulacdo sanguinea também sdo outras duas
caracteristicas da HAP que influenciam na disfuncéo endotelial. Alguns fatores de
coagulacdo, como a trombina e o fator tecidual, tem seus niveis de expressao
aumentados, estimulando a ativacdo da cascata de coagulacdo (caracteristica de
les&o no endotélio). A ativagdo dessa cascata, ao passo que contribui para a disfungéo

endotelial, leva a formacao de coagulos de fibrina — que estreitam e obstruem o limen
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vascular — podendo também levar ao remodelamento vascular, contribuindo para a

formacao das lesbes plexiformes (Johnson et al., 2006; White et al., 2007).

Ainda, as células endoteliais também apresentam um fenétipo metabdlico
diferenciado, quando na HAP, muito similar ao de células cancerigenas. Essa
mudanc¢a no metabolismo leva ao aumento da expresséo de algumas enzimas, como
a piruvato desidrogenase mitocondrial, diminuindo o potencial apoptotico das células

do endotélio e contribuindo para a sua disfuncao (Boucherat et al., 2017).

Outro fator que contribui para a disfuncéo endotelial € o processo inflamatario.
O aumento na expressao de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a, é capaz de
diminuir a expressdo do gene BMPR-2, causando os danos nas células endoteliais ja
mencionados acima. Além disso, também ha aumento na producdo de outras
citocinas, como IL-6 e IL-8, onde a ultima € responsavel por estimular a producéo de
ET-1 (Hurst et al., 2017; Veyssier-Belot & Cacoub, 1999).

Desbalanco entre

Citeinas 1 Fator tecidual fatores vasoativos
- 1 Trombina (NO, PGI, << ET,, TXA,) 1 Fatores pro-trombaticos
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N W ’ ~
Lesao endotelial - 1 z
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Figura 2. Disfuncédo endotelial na HAP. Principais caracteristicas da disfuncdo endotelial, associadas
ao desbalanco entre vasoconstritores e vasodilatadores, perfil inflamatdrio e pro-trombaético. Adaptado
de Kurakula et al, 2021.

Junto com a disfuncao endotelial, a inflamacao tem recebido especial atencao
pelos pesquisadores, jA que ela aparece em todos as formas de HAP levando,
principalmente, ao remodelamento vascular e as altera¢cdes hemodinamicas (tanto em

humanos quanto em modelos experimentais). Em pulmdes de pacientes com HAP
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submetidos a bidpsia, nos locais préximos aos vasos pulmonares ja remodelados pela
doenca, varias linhagens de células inflamatorias sdo detectadas, como citocinas,
quimiocinas, mastocitos, macréfagos, células dendriticas, neutrofilos, linfocitos B e T
e autoanticorpos (Figura 3) (Hu et al., 2020; Rabinovitch et al., 2014).
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Figura 3. Alteragdes vasculares promovidas pelos mediadores inflamatérios. As lesBes
vasculares encontradas na HAP surgem em um micro-ambiente com inflamag&o excessiva. Em cada
camada alterada, encontramos mediadores que s&o recrutados pelas citocinas e quimiocinas
secretadas, principalmente, pelos fibroblastos adventicios. Adaptado de Hu et al, 2020.

O processo inflamatério se correlaciona fortemente com o sistema imune na
HAP pelo fato de muitas de suas formas se associarem, no mesmo grupo (grupo 1),
através de disturbios autoimunes. Como exemplo, temos a infec¢ao por HIV, o lUpus
eritematoso e a esclerose sistémica. (Rabinovitch et al., 2014; Savai et al., 2012).

Quanto as citocinas inflamatorias, além da IL-6 e IL-8 j& mencionadas, também
sdo encontrados nos pacientes elevados niveis de IL-18, IL-2, IL-4, IL-10, TNF-a e
proteina C reativa (PCR), responsaveis por potencializar a contratilidade e a
proliferacdo das células vasculares; ja as quimiocinas, que regulam o recrutamento e
trafego leucocitario, também tem seus niveis aumentados, em especial CCL2, CCL5
e CXC3L1 (Thenappan, Ormiston, et al., 2018). Em pacientes, os niveis de IL-18, IL-
6, TNF-a e PCR sao os principais marcadores de lesdo tecidual, indicando a
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severidade/progressao da HAP, assim como de predicdo a resposta terapéutica (Price
et al., 2012) .

Outra caracteristica importante é que, na artéria pulmonar, as células
endoteliais, junto com o potencial de membrana das células musculares lisas, séo os
responsaveis pelo tbnus da vasculatura. Esse potencial de membrana, assim como a
homeostase intracelular, é regulado por estruturas permeaveis e seletivas na
membrana da célula: os canais ibnicos. A maioria das disfuncdes observadas na HAP
podem ser originadas por meio de alteragdes na fisiologia e na expressao desses

canais (Lambert et al., 2018; Ranchoux et al., 2018).

Nas células da circulacdo pulmonar, uma das familias de canais mais
importantes é a dos canais de Ca?*. Esse ion exerce um importante controle sobre o
tbnus, e o aumento de sua concentracdo no interior das células musculares lisas
estimula a vasoconstricdo e a proliferacdo celular. Os canais envolvidos nesses
mecanismos sdo os de Ca?* tipo L e Ca?* tipo T ativados por voltagem (VGCCs),
respectivamente (Santos-Gomes et al., 2022). Na HAP, os canais de Ca?*tipo T tem
sua funcao alterada pela atividade da fosfatase 2A (PP2A), que promove a ativacao
de ERK1 e p38, ativando a AKT1, modulando o ciclo celular e garantindo a proliferacao
células e resisténcia a apoptose no musculo liso (Sankhe et al., 2017). Ainda, estudos
com modelo experimental animal de HP induzida por hipoxia cronica, revelaram um
aumento na expressdo dos canais de Ca?* tipo L, corroborando com o aumento da
vasoconstricdo caracteristica; da mesma forma, o bloqueio dos canais de Ca?* tipo T

levou a uma atenuacao do remodelamento observado (Wan et al., 2013).

Outro canal importante na fisiopatologia da HAP € o canal receptor de potencial
transitorio, especialmente da subfamilia 4 (TRPC4). Em células endoteliais
disfuncionais de artéria pulmonar, sua ativacdo aumenta a frequéncia dos transientes
de Ca?*, estimulando maior expressdo de genes que codificam para fatores que
induzem proliferacéo e migragéo celular, como a ET-1, VEGF e tromboxano (Liu et al.,
2012).0 knockout desse mesmo canal em ratos com HAP induzida por Sugen5416 +
hipoxia conferiu maior taxa de sobrevivéncia dos animais com HAP severa, diminuindo
0 numero e a densidade das lesbes vasculares, além da manutencdo do débito

cardiaco (Francis et al., 2016).
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Uma grande familia de canais que também se associa fortemente a HAP é a
dos canais de K* sensiveis a voltagem (Kv), responsaveis por manter o potencial de
repouso das células, regulando a viabilidade celular e o tbnus vascular. Varios séo os
tipos de Ky expressos na vasculatura pulmonar, porém, para a fisiopatologia da HAP,
um dos mais importantes € o Kv1.5, codificado pelo gene KCNA 5, que tem sua
expressdo diminuida. Com isso, a reducdo das correntes de K* nas células
musculares lisas das arteriolas pulmonares — vasos onde o canal € mais expresso —,
despolariza o potencial de membrana, favorecendo a abertura de canais de Ca?* tipo
L, dependentes de voltagem. O influxo de Ca?* nas células musculares lisas estimula
a liberacédo de mais Ca?* do reticulo sarcoplasmatico, elevando a concentracdo desse
ion no meio intracelular e induzindo a vasoconstricdo por meio da interacéo
Ca?*/calmodulina (Redel-Traub et al., 2022; Ribeuz et al., 2020).

Outro canal de K* com significativa importancia na HAP € o TASK1, codificado
pelo gene KCNK3. Mutacdes nesse gene aumentam a predisposicdo ao
desenvolvimento da doenca, por promover modificagcdes no potencial de repouso da
célula (Boucherat et al., 2015). Além dos canais de K* ja citados, podemos encontrar
na vasculatura pulmonar os canais de K* ativados por Ca?* e voltagem, de baixa
condutancia (SK), condutancia intermediaria (IK) e alta condutancia (BK). A ativacéo
desses canais hiperpolariza a membrana celular, promovendo a sintese de NO as
células endoteliais e desativando canais de Ca?* tipo L nas células musculares lisas,
0 que leva a vasodilatacdo e reducdo da resisténcia vascular. Por isso, séo
importantes moduladores do tdnus vascular. Na HAP, a ativagdo desses canais,
especialmente o BK, leva a importantes melhorias funcionais, como a reducdo da
pressdo arterial pulmonar e do remodelamento vascular. (Lambert et al., 2018;

Ranchoux et al., 2018).

2.1.1.2. Remodelamento ventricular direito

Em um individuo saudavel, o ventriculo direito (VD) é uma estrutura com
formato semicircular, semelhante a uma “meia-lua”, que apresenta parede mais fina
guando comparado ao ventriculo esquerdo (VE) (Sanz et al., 2019). Na HAP, por conta
do remodelamento vascular ocorrido, ha elevacdo da RVP, gerando aumento da pos-

carga. Como resposta, é desencadeado um mecanismo compensatorio, onde 0s
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midcitos cardiacos do VD expandem seu tamanho — por hipertrofia — com o objetivo
de aumentar a contratilidade e sustentar a funcdo cardiaca de forma normal. Ou seja,
esse primeiro processo de hipertrofia € necessério para compensar o aumento da
RVP, caso contrario, o fluxo de sangue diminuiria. (Schermuly et al., 2011; Vonk
Noordegraaf et al., 2022).

Essa adaptacéo a qual o VD é submetido envolve um complexo mecanismo de
remodelamento ventricular (Figura 4), dependente de varios fatores, como a perfusao
coronariana, o0 metabolismo cardiaco, a inflamacéo, a ativacdo do sistema neuro-
hormonal, alteracdes genéticas, além do grau de acometimento da vasculatura

pulmonar pela HAP (Vonk-Noordegraaf et al., 2013).

Com base nas caracteristicas morfoldgicas, o remodelamento do VD pode ser
classificado em adaptativo ou mal adaptativo. O primeiro € caracterizado por uma
hipertrofia concéntrica, ou seja, um padrédo onde o VD consegue manter a sua forma,
o débito cardiaco e preservar as fungdes sistdlica e diastdlica, ja que ha um minimo
estagio de fibrose. Conforme a HAP progride e o midcitos do VD sé@o submetidos a
maior estresse, esse remodelamento evolui para o mal adaptativo, caracterizado por
fibrose excessiva — levando a uma hipertrofia excéntrica — débito cardiaco diminuido,
rigidez diastdlica, além de danos no acoplamento excitacdo-contracdo dos midcitos.
Esse quadro leva a disfuncéo e insuficiéncia ventricular direita, a principal causa de
Obito na HAP (Badagliacca et al., 2015; Prisco et al., 2020; Vonk-Noordegraaf et al.,
2013) .
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Figura 4. Disfuncéo ventricular direita na HAP. O remodelamento do VD causado pela HAP ocorre
por meio de fatores como o aumento do estresse de parede, inflamacéo e ativagédo do sistema neuro-
hormonal. O remodelamento adaptativo é caracterizado por minimas alteragBes ventriculares,
enquanto a sua progressao para mal adaptativo contribui para a insuficiéncia da estrutura. Modificado
de Vonk-Noordegraaf, et al, 2013

Apesar disso, 0 mecanismo pelo qual o remodelamento ventricular direito passa
de adaptativo para mal adaptativo ainda nao foi bem esclarecido, podendo ter como
principais causas os fatores genéticos e neuro-hormonais. O primeiro, parece se
relacionar com o BMPR-2; jA 0 segundo, se relaciona a maior estimulacdo simpatica
e do sistema renina-angiotensina-aldosterona (Van Der Bruggen et al., 2017).

A insuficiéncia ventricular direita provocada pelo remodelamento mal
adaptativo também se associa a isquemia do VD. A partir dela, € normal que ocorra
reducdo na pressdo de perfusdo da artéria coronaria direita, diminuindo o fluxo
coronariano. Mesmo com mecanismos que trabalhem para compensar a diminuicao
nos niveis de oxigénio (como reducado da contratilidade e possivel “remodelagao
metabdlica”, com aumento de enzimas glicoliticas anaerdbicas. Apesar de menos
eficiente, essa via € capaz de poupar oxigénio), 0 aumento progressivo da pds-carga
reduz o gradiente de perfuséo sistélico, diminuindo a perfusdo da coronaria direita
(Ryan et al., 2015; Thenappan, Ormiston, et al., 2018). SANZ et al, 2019.



35

Nos modelos experimentais, o remodelamento ventricular direito também é
bem observado. No modelo de HAP induzido por MCT em ratos, a causa dos 0bitos
dos animais doentes é a faléncia do VD. Nesses casos, o remodelamento ventricular
se associa a reducao da capacidade funcional e, algumas vezes, a congestao

pulmonar (Antigny et al., 2020).

2.1.1.3. Disfunc&o mitocondrial

Em todas as células eucaritticas, a mitocondria € uma organela intracelular
composta por duas membranas: uma interna e outra externa, que encapsulam o
espaco intermembranar e o0s compartimentos da matriz. Essa organela esta
intimamente relacionada com o metabolismo energético das células, atuando como
uma grande “casa de forga” celular (Nunnari & Suomalainen, 2012). Além de ser
responsavel pela producao de ATP, via fosforilacdo oxidativa, a mitocondria também
€ responsavel pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como um
subproduto da respiracdo celular. Ambos se correlacionam por meio da cadeia

transportadora de elétrons (CTE) (Nolfi-Donegan et al., 2020).

A CTE é composta por quatro complexos proteicos integrados: complexo |
(NADH:ubiquinona-oxidorredutase), complexo Il (succinato desidrogenase), complexo
[ll (citocromo c¢ oxidorredutase) e complexo IV (citocromo c oxidase); além dos
complexos, também h& dois carreadores de elétrons: ubiquinona (coenzima Q) e
citocromo c¢ soluvel. Toda cadeia se localiza na membrana interna da mitocondria,
préxima a matriz mitocondrial; mais especificamente, préxima ao local onde ocorre o
Ciclo de Krebs. Isso, porque para iniciar a producdo de ATP, a CTE depende de
substratos que séo originados nesse ciclo, como NADH e succinato, por exemplo
(Guan et al., 2022; Vercellino & Sazanov, 2022)

O NADH doa elétrons ao complexo I, enquanto o succinato, ao complexo Il. Os
elétrons doados a ambos complexos sao transferidos para a ubiquininona, que €&
reduzida a ubiquinol (QH2); o QHz, entéo, é oxidado pelo complexo Ill, permitindo que
esses elétrons sejam transportados, pelo citocromo ¢, ao complexo IV. Nele, o
oxigénio € o aceptor final dos elétrons, sendo reduzido a agua. Para cada elétron
transferido ao citocromo c, assim como para cada molécula de oxigénio reduzida a

agua, protons sdo bombeados da matriz mitocondrial para o espaco intermembranar;
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esse movimento de prétons € denominado forca préton-motriz, caracterizado pela
concentracdo de prétons (pH) mais seu gradiente eletroquimico, resultando no
potencial de membrana mitocondrial (AW). Esse potencial se dissipa, com o gradiente
de protons explorado pela ATP sintase (também chamada de complexo V),
convertendo ADP em ATP e gerando a principal moeda energética da célula (Mitchell,
1961; Nolfi-Donegan et al., 2020; Vercellino & Sazanov, 2022) .

Além do ATP, a CTE também fornece um grande auxilio na producédo de ROS,
com estudos mostrando os complexos | e Ill como principais fontes geradoras de
superéxido e peroxido de hidrogénio. Ambas possuem importantes papeis na
regulacdo de processos relacionados a sinalizacdo celular, como a ativacdo da
guanilato ciclase (sGC) e formacéo de cGMP. Apesar disso, em altas concentragoes,
a producdo de ROS leva ao estresse oxidativo, que pode gerar diversos efeitos
deletérios a célula (Brand, 2016; Droge, 2002; Mazat et al., 2020).

A mitocbndria também exerce outros importantes papéis no metabolismo
celular, regulando, por exemplo, a apoptose e a homeostase de Ca*?. A captacdo
desse ion pela mitocéndria ocorre por um uniportador de calcio, impulsionado pelo
AW, favoravel a moléculas carregadas positivamente. Apesar de possuir alta
capacidade de armazenamento ao Ca*?, a regulacdo de importantes mecanismos
metabdlicos mitocondriais, como a sintese de ATP, sO ocorre em pequenas
concentracdes do ion; em altas concentragdes, o Ca*? é capaz de romper com a
integridade da célula, resultando em diversas condi¢cdes patoldgicas (Garbincius &
Elrod, 2022; Walkon et al., 2022).

O aumento na captacéo do Ca*? pode estimular a abertura do poro de transicdo
da permeabilidade mitocondrial (PTPM), ndo-seletivo, dependente de Ca*? e de alta
condutancia. Essa abertura aumenta a permeabilidade da membrana interna da
mitocdndria, permitindo a passagem de agua, ions e outras moléculas até 1,5 kDa
para a matriz mitocondrial. Essa entrada promove a expansao do volume da
mitocondria, e como a superficie de sua membrana interna € maior que a externa, iSso
pode acarretar no rompimento dessa ultima, liberando fatores pro-apoptoticos para o
citoplasma da célula. Além disso, também ocorre diminui¢do do transporte de elétrons
pela CTE, com reducdo da fosforilacdo oxidativa (Carraro & Bernardi, 2023,
Kowaltowski et al., 2019).
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Além disso, na mitocondria também séo encontrados diferentes canais idnicos,
como 0s permedaveis ao calcio, ao cloreto e ao potassio. Dentre esses ultimos,
encontramos também os canais BKca. Os canais BKca mitocondriais (mitoBKca)
cardiacos foram identificados na membrana interna da mitocondria, mas ndo no
sarcolema, com caracteristicas biofisicas e farmacoldgicas semelhantes as dos canais
vasculares. (Frankenreiter et al., 2017; Soltysinska et al., 2014; Szteyn & Singh, 2020).
Quando aberto, o canal mitoBKca gera o influxo de K* para a matriz mitocondrial,
causando despolarizagao e, portanto, diminuicdo do potencial transmembrana, que
diminui o Ca?* mitocondrial, reduzindo a formacdo de ROS em condicdes de

hipoxia/reoxigenacao (Soltysinska et al., 2014).

Dos mecanismos que levam a disfuncdo mitocondrial, muitos podem estar
envolvidos na patogénese da HAP, inclusive por se interconectarem entre si, como
alteracbes no potencial de membrana mitocondrial, disfuncdo da cadeia
transportadora de elétrons, aumento na producdo de ROS, danos ao DNA
mitocondrial, entre outros (Figura 5) (Rafikova et al., 2018). Essas alteragbes
metabdlicas sdo capazes de modificar as respostas inflamatéria e imune além do
remodelamento tecidual. Nos vasos pulmonares, as mitocondrias sdo uma grande
fonte de espécies reativas de oxigénio (ROS), atuando também como sensores de O2
guando em situacdo de hipdxia. Por esses motivos, as mitocondrias tem se tornado
um importante alvo de pesquisas relacionadas a HAP (Riou et al., 2023; Zhang et al.,
2022).

Na HAP, com os danos mitocondriais gerados que incapacitam uma producéo
adequada de ATP pela cadeia transportadora de elétrons — principalmente na artéria
pulmonar e VD — essas células reprogramam seu metabolismo energético para a via
glicolitica, de forma muito similar aquela descrita por Otto Warburg (1956) para o
desenvolvimento do cancer. O efeito Warburg (ou glicélise aerdbica) como é
chamado, caracteriza o fenbmeno em que as células convertem a glicose em acido
latico, mesmo na presenca de oxigénio, diferente de células metabolicamente
normais. Essa reprogramacéo, ativada por uma hiper expressao do fator indutor de
hipoxia (HIF-1a), é capaz de poupar oxigénio, além de promover a hiperpolarizacao
da membrana mitocondrial, garantindo a proliferacdo e resisténcia a apoptose nas
células afetadas, contribuindo para os remodelamentos vascular e ventricular direito.
(Boucherat et al., 2017; Dasgupta et al., 2020; Schermuly et al., 2011).
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Figura 5. Principais vias metabdlicas envolvidas na patogénese da HAP. As mitocondrias das
células da vasculatura pulmonar e ventriculo direito apresentam diminuigdo na fosforilagao oxidativa e
aumento na glicolise (efeito Walburg). Seguida de diminuigdo na capacidade respiratdria, 0 aumento
na expressao e estabilizagao do HIF1a medeia uma reprogramacao glicolitica compensatéria, que inclui
aumento na expressdo do transportador de glicose 1 (GLUT1); hexoquinase (HK), que promove a
conversdo da glicose em glicose-6-fosfato (G6P); e a lactato desidrogenase (LDHA), responsavel por
converter o piruvato em 4cido latico. Ao mesmo tempo, ha aumento na atividade da piruvato quinase
M2 (PKM2), diminuindo a producéo de piruvato pela fosfoenolpiruvato (PEP), e reducdo na atividade
da piruvato desidrogenase (PDH), gerada pelas quinases piruvato desidrogenase (PDK1). O efeito
Walburg promove sobrevivéncia celular e proliferagdo, com simultanea hiperpolarizacdo do potencial
de membrana mitocondrial, levando a reducéo de sua capacidade apoptética. Essas mudancas levam
ao remodelamento e ao aumento da resisténcia vascular pulmonar. CTE = cadeia transportadora de
elétrons; HRE = elemento responsivo a hipdxia. Adaptado de Culley & Chan, 2018.

2.1.3. Tratamento

Até 2004, apenas duas classes de medicamentos eram utilizadas no tratamento
da HAP: os derivados da prostaciclinas e antagonistas para o receptor de ET-1,

associados a bloqueadores de canais de Ca?*. Atualmente, existem cinco classes de
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medicamentos, que atuam em trés principais vias, que séo as da prostaciclina, da ET-
1 e do NO/cGMP (Figura 6). Apesar de ainda serem poucos os medicamentos
aprovados pela FDA, eles aumentam a taxa de sobrevivéncia dos pacientes em pelo
menos 5 anos, evoluindo de 34% (1991) para mais de 60% (2015) (Ruopp & Cockrill,
2022; Vazquez & Klinger, 2020).

Os analogos das prostaciclinas e agonistas para seu receptor (epoprostenol e
selexipag, respectivamente) atuam inibindo a proliferacdo de células endoteliais, a
agregacao plaquetéria e estimulam a vasodilatacdo (Humbert et al., 2004); os
antagonistas dos receptores de ET-1 (bosentana, ambrisentana) bloqueiam a via,
permitindo também a vasodilatacdo (Humbert et al., 2004); j& os inibidores da
fosfodiesterase-5 (iPDE5), como a sildenafila e tadalafila, diminuem o metabolismo do
cGMP, potencializando a acdo do NO. Nessa via, também podem ser utilizados
estimuladores da guanilato ciclase solavel (sGC), como o riociguate, promovendo o

mesmo mecanismo final de acdo: vasodilatacdo (Vazquez & Klinger, 2020).

1
Via da Endotelina Via da Oxido Nitrico Via das Prostaciclinas |
E — ) - i
1 v :
Pré-endotelina-1 L-arginina v
l Acido aracddnico
ET-1
{Vasoconstricso e proliferagdo) . +
/ \ NO Gt NO exdgeno i
- i {Vasodiataglo ¢ antiproliferagdo) PG1,
r.'r.c:) o (Vasadilatagdo e antiprodferacio]

de ET-1A Receptor !
deET-18 > ¢ i
? \ .?. Receptor " }
- e Pr }
SE—C ! . 1
Antagonistas Antaganistas para Estimuladares Inibidar da Andlogos da Agonistas ‘
seletivas os dais receptores da sGC PDL-5 PGI; seletivos !
- |
A i

. ~ ¥ cAMP

Lnb 2GC POES
GTP v cGMP s GMP

Figura 6. Principais vias de sinalizacdo alvo na HAP. Antagonistas de receptores de ET-1 inibem
esta via, que esta exacerbada na HAP, reduzindo o tonus vascular e a proliferacédo celular. O NO, que
esta menos biodisponivel na HAP, estimula a guanilato ciclase solivel (sGC) a sintetizar cGMP, que
promove vasodilatagdo e seus efeitos antiproliferativos. Os niveis de cGMP também aumentam com a
inibicdo da fosfodiesterase-5 (PDE-5), enzima que o degrada, ou estimulando a sGC. As prostaciclinas
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estimulam a producdo de cAMP, que promove vasodilatacao e efeitos antiproliferativos. Esta via pode
ser estimulada usando analogos de prostaciclinas. Adaptado de Vazquez & Klinger, 2020.

Além da terapia medicamentosa, outra alternativa de tratamento é o transplante
de pulméo. Apesar de efetivo, a dificuldade em obter doadores, assim como a
probabilidade de rejeicdo do 6rgéo, tornam-na uma opcao extremamente limitada.

Mesmo com 0 aumento na sobrevida dos pacientes, a taxa de mortalidade
associada a HAP ainda é elevada, o que abre uma lacuna sobre as opc¢oes
medicamentosas atuais, que atuam apenas no relaxamento dos vasos. Assim, a
modulacao dos canais de K*, responsaveis pelo remodelamento vascular, se torna um
importante alvo terapéutico a ser estudado (Lambert et al., 2018; Redel-Traub et al.,
2022).

2.1.4. Modelo Experimental para estudo da HAP

Em estudos sobre HAP com modelos animais (ratos), o agente indutor
frequentemente utilizado — ha mais de meio século — é a monocrotalina (MCT). Isso
se da por seu baixo custo (comparado a outros modelos), alta reprodutibilidade e
facilidade técnica (Stenmark et al., 2009).

A MCT é um alcaléide pirrolizidinico, encontrado especialmente em sementes
da espécie Crotalaria spectabilis (Figura 9). Sua metabolizacdo ocorre no figado, por
reacdo dependente do cictocromo P-450; s6 entdo a MCT é convertida em seu
metabdlito tdéxico: a monocrotalina pirrol (MCTP), também chamada de
dehidromonocrotalina. O mecanismo de acgao toxicoldgico da MCTP ainda néo foi
totalmente esclarecido, mas ha indicios de que interfira na sintese de DNA e atue
inibindo a NADH oxidase do complexo | da cadeia respiratéria dos hepatdcitos
(Gomez-Arroyo et al., 2012; Mingatto et al., 2007).

Em relacdo ao tecido pulmonar, embora o tempo de meia vida da MCTP seja
bem curto (aproximadamente 4 segundos), acredita-se que a toxicidade se dé por seu
acumulo dentro das hemécias, facilitando o transporte para a circulacdo pulmonar,
causando os danos em nivel vascular (Wilson et al., 1992).

Essas alteracdes se iniciam a partir da injecdo de uma unica dose da MCT (em
geral, 60 mg/kg), levando a elevacdo da mPAP, hipertrofia e disfuncdo ventricular
direita, com o 6bito do animal em 4-6 semanas (Figura 10). A MCT é capaz de induzir

disfuncdo endotelial, edema intersticial, vasoconstricdo, infiltrados inflamatoérios
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perivasculares e secrecdo de citocinas, seguidos por progressiva hipertrofia da
camada média e fibrose adventicia. Além dessas alteracdes, também é observado,
assim como em humanos com HAP, mudancas no metabolismo da via glicolitica,
redugéo na expressao de BMPR2 e aumento na producgao de fatores de crescimento
(Boucherat et al., 2022; N. S. Hill et al., 2017; Rafikova et al., 2016).

metabolizada por

P450 llIIA4

dehidromonocrotalina

Crotalaria spectabilis

Figura 7. Planta do género Crotalaria spectabilis, estrutura quimica da monocrotalina e de seu
metabolito ativo, dehidromonocrotalina.

Mesmo com a capacidade de induzir a HAP de modo severo, o modelo de MCT
nao reproduz as lesdes plexiformes caracteristicas da doenca em humanos. Para tal,
€ necessaria a associacao de outras técnicas ao modelo, como exposi¢ao a hipoxia

cronica ou pneumonectomia esquerda (Boucherat et al., 2022).

Ainda assim, o modelo de HAP induzido por MCT continua sendo uma
importante ferramenta de estudo sobre a doenca, especialmente no que tange ao

remodelamento vascular e ventricular direita, e sua patogénese.
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Figura 8. Esquema ilustrativo do metabolismo da MCT em modelo experimental. Ao ser injetado
no rato, a MCT é metabolizada no figado, pela a¢do do citocromo P450 (CYP 450), e transformada no
seu metabdlito ativo, MTCP, que produz injdria endotelial vascular pulmonar, contribuindo para o
quadro de vasculite, seguido por desenvolvimento progressivo da HAP, com consequente hipertrofia e
insuficiéncia do VD. PVR= resisténcia vascular pulmonar; RAA= Area atrial direita; ESP= presséo
sistolica final do VD; EDP= presséo diastolica final do VD; RVH= hipertrofia do VD.

2.2. O CANAL BKca COMO ALVO TERAPEUTICO
O canal BKca, também chamado Maxi-K, Slol ou Kcal.1, integra a familia dos

canais de K* sensiveis ao Ca?* e a voltagem, com alta condutancia. Em humanos, ele
€ codificado pelo gene KCNMAL, que origina as subunidades a do canal.
Estruturalmente, o canal BKca se apresenta como um homotetramero, composto por
quatro subunidades a, mais duas subunidades regulatdrias, 8 e y. Cada subunidade
a possui sete segmentos transmembrana (S0-S6), que se dividem em dois dominios
principais: o sensivel a voltagem (VSD) e o C-terminal intracelular (CTD). No primeiro,
estd o segmento S4 que, carregado positivamente, atua como sensor de voltagem; o
segundo dominio € composto pelos segmentos S7-S10, que contém duas regides de
regulacdo de condutancia, sensiveis ao Ca?* (RCK1 e RCK2). Além deles, ainda ha
uma porcao N-terminal extracelular e um outro dominio, formador do poro (PGD),
composto pelos segmentos S5 e S6, responsavel pela seletividade do canal ao K*
(Figura 7) (Butler et al., 1993; Meera et al., 1997).

Das subunidades regulatorias, a 1 é caracteristicamente expressa nas células
musculares lisas vasculares, modulando as propriedades biofisicas e farmacolégicas

dos canais BKca dessas regides. Por exemplo, elas sdo capazes de aumentar a
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sensibilidade do canal ao Ca?' em concentracdes micromolares, a controlar o
potencial de membrana e a contratilidade das células musculares lisas arteriais, além
de modularem os niveis de pressdo (Leo et al., 2014). A subunidade yi1 possui
caracteristicas funcionais semelhantes a B1, contribuindo também na regulacdo da

sensibilidade ao Ca?* e a voltagem (Evanson et al., 2014).
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Figura 9. Representagdo esquematica do canal BKCa. Cada subunidade a é formada por sete
segmentos transmembrana (S0-S6), com a por¢cdo S4 sendo o sensor de voltagem (VSD) e as porcgoes
S5 e S6 responséaveis pela formacédo do poro seletivo ao K* (PGD). Duas regides de regulacdo da

condutancia, onde o Ca?* se liga, se localizam na extremidade intracelular (RCK1 e RCK2). A
subunidade 3 € composta por dois segmentos transmembrana (TM1 e TM2), com ambas regides N- e
C-terminais intracelulares. A subunidade y € composta por um segmento transmembrana (TM), com
um dominio rico em leucina (LRRD) na porcao extracelular (Marins et al., 2023).

Sendo um dos canais mais expressos nas células musculares lisas vasculares,
alteracdes no BKca podem promover importantes modificagbes no tdnus miogénico.
O canal tem sua localizacdo préxima aos receptores de rianodina (RyR), ou seja,
quando ocorrem as ondas de liberacdo de Ca?*, esse ion estimula a abertura de
canais BKca, gerando efluxo de K* e hiperpolarizacdo das membranas dessas células.
Isso leva a desativacdo dos canais de Ca?* tipo L, diminuindo a concentragdo do Ca?*
sarcoplasmatico, promovendo a vasodilatagdo (Figura 10). Esse mecanismo de
atuacao do canal é confirmado na presenca de iberiotoxina (IbTx), um bloqueador
seletivo para o canal BKca, pois a vasodilatacao induzida pelo ativador de canal BKca
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nao é observada, acontecendo o0 oposto, vasoconstricao vascular (Galvez et al., 1990;
Tanaka et al., 2004).

) LS
§ ) RYR

Canal de caicio

Figura 10. Esquemarepresentativo do canal BKCa na célula muscular lisa (sobre aregulacéo da
concentracdo de célcio intracelular e do tbnus miogénico através do controle do potencial de
membrana em midcitos vasculares). A ativacdo do canal BK promove a hiperpolarizagdo da
membrana (seta verde) e leva o fechamento dos canais de calcio sensiveis a voltagem, favorecendo o
relaxamento do musculo liso. De forma contréria o bloqueio do canal BKca induz a despolarizagéo (seta
vermelha) abrindo os canais de célcio, contribuindo para a contragcdo muscular, uma vez que o calcio
regula a atividade de miofibrilas responsaveis pela geracdo de for¢a. Modificada de Jaggar et al., 2000.

\

Por estar intimamente ligado a regulacdo vasomotora, ndo surpreende a
associacao do canal BKcavascular com doengas de cunho hipertensivo, como a HAP.
Muitos fatores caracteristicos da progressao da HAP podem diminuir a sensibilidade
do canal ao Ca?*, assim como também podem diminuir a sua probabilidade de
abertura, ou reduzir a sua expressao celular. Na HAP, em células da vasculatura
pulmonar, onde o canal BKca esta disfuncional, é observado aumento do ténus
vascular e da RVP. Além disso, essa disfuncéo contribui para que a resposta vascular
a vasodilatadores liberados pelo endotélio, como o NO, também seja reduzida,

potencializando a vasoconstricdo (Bonnet et al., 2003; Peinado et al., 2008).

J& na mitocbndria, o mitoBKca foi originalmente descrito nos mitoplastos de
células de glioma humano (Siemen et al., 1999), sendo posteriormente identificado
em outros tecidos, como midcitos ventriculares e células endoteliais humanas. O
mitoBKca cardiaco tem sua subunidade principal, a, codificada pelo mesmo gene do

canal BKca presente na membrana plasmatica (KCNMAL1), o que confere a ele a
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mesma capacidade de ser responsivo ao Ca*? e a voltagem (com pequenas
diferencas, como a probabilidade de abertura, que nos canais plasmaticos, € um
pouco menor). Além disso, também possui uma subunidade regulatéria B1, enquanto

a presenga de uma subunidade y ainda ndo é bem conhecida (Balderas et al., 2015).

Farmacologicamente, o mitoBKca também possui propriedades semelhantes ao
dos canais BKca vasculares. Ambos podem ser blogqueados por iberiotoxina (IbTx),
caribdotoxina (ChTx) e paxilina (todos especificos para o canal), assim como sua
abertura pode ser estimulada pelo NS1619, uma das benzimidazolonas mais
comumente estudadas, e frequentemente utilizada como agonista para o canal (Li &
Gao, 2016; Nardi & Olesen, 2008).

A subunidade 31 do mitoBKca interage diretamente com a citocromo c oxidase,
revelando a associacdo do canal com um componente da CTE e sua importancia na
regulacéo das funcdes mitocondriais (OHYA et al, 2005; LI; GAO, 2016). Além dessa
localizacdo, estudos j& mostraram que em canais mitoBKca ventriculares de
camundongos knockout para a subunidade a, a fosforilacdo oxidativa se mostrava
atenuada, tanto em situacfes de normoxia, como de hipoxia/reoxigenagcdo. Também,
a auséncia do canal aumentou significativamente a producdo de ROS em
mitocéndrias de cardiomiocitos (Soltysinska et al., 2014). Outra caracteristica do
mitoBKca é a sua capacidade em regular a captacdo de Ca*? pelas mitocondrias,
dificultando o mecanismo de apoptose; isso sugere seu envolvimento em modular a
abertura do PTPM (Szteyn & Singh, 2020).

Assim, nos canais BKca, fatores que possam aumentar a atividade ou estimular
a abertura do canal BKca, tornam-no uma opcéo interessante para o tratamento de
patologias, como a HAP. Em modelos experimentais da doenca, moduladores como
o0 esteroide adrenal deidroepiandrosterona (DHEA), o 6mega 3 poliinsaturado (DHA)
e 0 NS169 ja foram utilizados como possivel tratamento. Todos se mostraram
eficientes em reduzir o remodelamento vascular, assim como a mPAP (Bentzen et al.,
2014; Dumas De La Roque et al., 2013; Revermann et al., 2014; Ying Zhong et al.,
2018). Importante ressaltar que a NS1619, além de minimizar os danos causados pela
HAP (em modelo experimental) também promoveu cardioprote¢cdo as mitocondrias

cardiacas isoladas expostas e isquemia/reperfusao (Xu et al,. 2002).
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Por isso a importancia de estudos em busca de outros ativadores de canal BKca
que, além de apresentarem seletividade e poténcia, possuam o minimo possivel de

efeitos adversos.

2.3. ATIVADORES DO CANAL BKca

O canal BKca apresenta importante funcdo na modulagdo do tdénus vascular,
assim como o mitoBKca atua regulando as concentracdes de ROS, NO e Ca*?
principais responsaveis pela manutencéo da funcao endotelial (Szewczyk et al., 2015).
Embora o canal seja alvo de muitos estudos, o que refor¢ca seu protagonismo frente a
diversas condi¢Bes patoldgicas, poucas substancias chegaram a ensaios clinicos, a
exemplo da NS8, BMS204352, BMS223131 e TA1702. Todas tiveram seus
respectivos estudos descontinuados, visto a baixa eficacia e efeitos adversos (Nardi
& Olesen, 2008).

Essas limitacbes se devem, em grande parte, a pequena quantidade de
estudos de alto rendimento. Aliado a isso, ha a ampla expressdo do canal em
diferentes tecidos, excitaveis e ndo excitaveis, o que abre portas para efeitos adversos
indesejados, além da falta de seletividade e/ou poténcia. Dos muitos ativadores ja
testados, especialmente em modelos experimentais de HAP, alguns se destacam,
como o 17B-estradiol, DHEA, DHA (enddgenos), DHS-I (natural) e as
benzimidazolonas desenvolvidas pela NeuroSearch Biotechnology Company, como a
NS1619 (sintética) (Barenco-Marins et al., 2023).

O 17B-estradiol € um esteroide, sendo o principal horménio sexual feminino.
Estudos sugerem sua capacidade em modular as subunidades a e 3 do canal BKca,
aumentando sua probabilidade de abertura e acelerando a cinética de corrente
(Valverde et al., 1999). Também, a interagao entre a molécula e a subunidade 3 ativou
um mecanismo cardioprotetor em mulheres, especialmente aquelas em idade pés-
menopausa (Ohya et al., 2005). Ainda, na HAP induzida por MCT, o 1783-estradiol foi
capaz de melhorar a disfuncédo ventricular direita, dificultando a transicdo entre
hipertrofia adaptativa e mal adaptativa. Porém, nesse contexto, a funcdo do canal
BKca ainda néo foi descrita (Frump et al., 2018; Tofovic et al., 2005).

Em relagéo ao DHEA, sua maior sensibilidade esta em ativar canais BKca cujas

subunidades regulatérias sejam a B2 ou B4 (King et al., 2006). Em células da
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musculatura lisa vascular, o canal também foi ativado pelo DHEA, porém, em
concentracfes 5 vezes maiores (Farrukh et al.,, 1998). Apesar disso, em modelos
experimentais de HP, o DHEA reduziu a mPAP e a proliferagéo celular, melhorando o
remodelamento vascular (Dumas De La Roque et al., 2013; Farrukh et al., 1998). O
DHEA também ja foi utilizado em um estudo piloto com pacientes portadores de HP,
onde se observou melhora da mPAP, da resisténcia vascular pulmonar e de testes de
esfor¢co (caminhada de 6 minutos) ap6s 3 meses de tratamento, sem alterar pressfes
sistdlica e diastdlica sistémicas. Apesar desses dados levarem o DHEA a fase 1 de
um ensaio clinico controlado, a administracéo de esteroides pode desencadear efeitos
androgénicos/estrogénicos adversos e, por isso, precisa ser feita com cautela (Dumas
de La Roque et al., 2012; Walsh et al., 2021).

O DHA também se mostrou capaz de ativar o canal BKca, aumentando sua
probabilidade de abertura em células da musculatura lisa vascular (Hoshi et al., 2013).
De forma interessante, em pacientes com HP, o baixo de nivel de DHA circulante pode
ser um marcador para o grau de severidade da doenca; apesar disso, 0 mecanismo
como isso ocorre ainda ndo estid bem estabelecido (Huai et al., 2021). Mesmo
melhorando diversos parametros relacionados a HP em diferentes modelos
experimentais, o DHA apresenta caracteristicas conflitantes, como o fato de depender
de fatores derivados do endotélio para ativar o canal BKca. (Chen et al., 2018; Nagaraj
et al., 2016).

Ja o DHS-I (dehidrosoiasaponina-I) é um terpeno de origem natural, derivado
da espécie Desmodium adscendens. Essa substancia € capaz de se ligar a
subunidade B1 do canal BKca, aumentando sua probabilidade de abertura e
modulando sua sensibilidade ao Ca*? e a voltagem. Apesar dessas caracteristicas,
seu efeito somente ocorre quando aplicado diretamente na superficie interna da
membrana das células musculares (Giangiacomo et al., 1998).

Por fim, as benzimidazolonas, especialmente as da familia NS (NeuroSearch)
Sao as substancias sintéticas com maior numero de estudos relacionados a ativacao
do canal BKca. Dentre elas, se destaca a NS1619 (1-(2'-hydroxy-5'-
trifluoromethylphenyl)-5-trifluoromethyl-2(3H)benzimidazolone) (Neurosearch, 1993).
Na HAP induzida por MCT, a NS1619 melhorou de forma significativa as disfuncdes
causadas pelo modelo, além de promover efeito antiproliferativo em células da
vasculatura pulmonar (McCullough et al., 2014). Ainda, no mitoBKca cardiaco, a

NS1619 proporcionou cardioprotecdo as mitocondrias isoladas expostas a
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isquemial/reperfuséo (Xu et al., 2002). ANS1619 se liga a subunidade a do canal BKca,
alterando seu limiar de ativacdo para valores mais negativos, aumentando assim, o
tempo e a frequéncia de abertura do canal em potenciais mais despolarizados; porém
esse mecanismo, que faz a NS1619 promover vasodilatacéo, € atribuido ao bloqueio
dos canais de Ca*? tipo L, com consequente reducdo na concentracdo do Ca*?
presente no reticulo sarcoplasmatico e inibicio da SERCA (Edwards et al., 1994;
Olesen et al., 1994).

Em 2012, por meio de um screening de alta capacidade com mais de 1,6
milhdes de moléculas, Ponte e colaboradores caracterizaram quimica-, farmacolégica-
e eletrofisiologicamente um grupo de ativadores do canal BKca pertencentes a classe
das tetrahidroquinolinas. A substancia X, como foi identificada, € uma mistura
racémica, composta por seus dois enantibmeros, denominados Y [(3aR,4S,9bS)-4-
(naphthalen-1-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]quinoline-8-carboxylic acid] e
Z [(3aS,4R,9bR)-4-(naphthalen-1-yl)-3a,4,5,9btetrahydro-3H-cyclopenta[c]quinoline-
8-carboxylic acid] (Ponte et al., 2012). Apesar de outras tetrahidroquinolinas com
capacidade para ativar canais BKca j& terem sido identificadas, caracteristicas como
mecanismos de a¢ao, assim como seletividade e possiveis efeitos adversos ainda sdo
pouco conhecidos (Gore et al., 2010).

O estudo in vitro utilizando células CHO e sondas fluorescentes para potencial
de membrana, experimentos de whole cell e diferentes preparacées de musculo liso
(anéis de aorta e tiras do detrusor da bexiga) mostraram que os dois enantibmeros
possuem poténcias diferentes, sendo o Z até trinta vezes mais potente que o Y (o
efeito do Y pode ser considerado um “contaminante”, ja que para vizualiza-lo, séo
necessarias concentracdes bem elevadas da mistura, o que ndo ocorre com 0 Z)
(Ponte et al., 2012).

Além disso, o estudo também demonstrou que, na auséncia da subunidade 1,
a tetrahidroquinolina aumentou a atividade do canal, tornando-o interessante frente a
patologias associadas a mutagéo/delecao da subunidade (como asma e hipertensao).
Também, a substancia altera a sensibilidade do canal a voltagem, permitindo sua
abertura em potenciais mais negativos, onde outros ativadores (seletivos e potentes)
nao conseguiriam. No mais, a substancia ndo modula outros canais de K*, como o
Katp, assim como ndo bloqueia canais de Ca?* tipo L, atuando somente sobre os
canais BKca (Ponte et al., 2012).
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Dessa forma, a substancia X, e especialmente o enantibmero Z, se tornam
potenciais farmacos de interesse para estudos envolvendo o tratamento de patologias
que cursam com constricdo vascular sustentada e remodelamento tecidual, como é o
caso da HAP.
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3. JUSTIFICATIVA

Mesmo com a melhora clinica observada nos pacientes com HAP nos altimos
anos, as terapias atuais, além do alto custo, ainda séo ineficientes. Isso se reflete nas
altas taxas de morbidade e mortalidade associadas a doenca. Por isso, é essencial a
busca por novas estratégias terapéuticas, que busquem refinar o tratamento,
principalmente, através da melhora do remodelamento vascular e de outros
parametros, como a disfuncdo mitocondrial, que levam a insuficiéncia ventricular
direita. Nesse contexto, a modulacdo do canal BKca por ativadores potentes e
seletivos surge como uma potencial estratégia terapéutica para a HAP.

Em trabalho prévio do nosso grupo, Ferraz e colaboradores (2020) mostraram
gue o tratamento com a substancia X, por 14 dias, em ratos com HAP induzida por
monocrotalina, foi eficiente em reduzir a mortalidade dos animais (100% de sobrevida)
e a pressao arterial pulmonar, bem como, melhorar a tolerancia ao esforco e a
resposta a estimulos vasodilatadores, entre outros parametros.

Assim, considerando que a substancia X € uma mistura racémica cujo efeito é
majoritariamente dado pelo enantibmero Z (o efeito do Y sé tem relevancia em
concentracbes muito elevadas), esse trabalho se justifica pela necessidade de
aprofundar o entendimento sobre a potencialidade desses ativadores de canais BKca
em modelo experimental que mimetizem os efeitos da HAP, a fim de caracterizar os
canais BKca cardiacos mitocondriais e da vasculatura pulmonar como alvos

terapéuticos para esta doenca.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL
Investigar o potencial dos canais BKca como alvo terapéutico na HAP, utilizando

um potente e seletivo ativador de canais de potassio de alta condutancia sensiveis ao
calcio (BKca), tanto em modelo de HAP induzido por MCT quanto em mitocéndrias de

cardiomiocitos isoladas.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Avaliar os efeitos do tratamento crbnico com o ativador de canais BKca

(substancia X) em ratos com HAP induzida por monocrotalina sobre:
a) Parametros biométricos;
b) Remodelamento ventricular direito e vascular pulmonar;
c) Remodelamento elétrico do ventriculo direito;
d) Hemodinamica vascular pulmonar;
e) Reatividade e disfuncéo endotelial de artérias pulmonares;

f) Funcdo mitocondrial,

2) Avaliar, in vitro, os efeitos do ativador de canal BKca (substancia X) sobre os
parametros de funcdo mitocondrial de coracbes de camundongos, em

condi¢bes de normoxia e hipoxia/reoxigenacao.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. ANIMAIS
Nos experimentos utilizando o modelo experimental de HAP induzida por MCT,

foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, com massa corporal entre
200 e 300 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Os animais foram mantidos em biotério NB-2, em mini isoladores de
polisulfona (termoplastico) forrados com maravalha, com ciclo claro-escuro de
12h/12h, temperatura controlada (23 °C-24 °C), além de racédo e agua a vontade. O
protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica com Uso de Animais em
Experimentacéo Cientifica do Centro de Ciéncias da Saude (CEUA/CCS/UFRJ), sob
0s numeros 068/19 e 013/23.

Nos experimentos agudos com mitocondrias isoladas foram utilizados
camundongos C57BL/6 (Mus musculus) machos, com 4 semanas, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os animais foram
mantidos em biotério NB-2, em mini isoladores de polisulfona (termoplastico) forrados
com maravalha, com ciclo claro-escuro de 12h/12h, temperatura controlada(23°C-
24°C), além da racdo e agua a vontade. O protocolo experimental foi aprovado pela
Comiss&o de Etica com Uso de Animais em Experimentacéo Cientifica do Centro de
Ciéncias da Saude (CEUA/CCS/UFRJ), sob o niumero 119/21.

5.2. REAGENTES
Bicarbonato de soédio, cloreto de calcio, cloreto de magnésio, cloreto de

potassio, cloreto de sédio, fosfato de potassio, fosfato de sédio monoidratado, glicose,
HEPES, hidroxido de sédio, Acetilcolina (ACh), Acido 4-morfolino propanossulfonico
(MOPS), é&cido etileno-bis(oxietilenonitrilo)tetracético (EGTA), adenosina 5'-trifosfato
(ATP), albumina sérica bovina (BSA), ascorbato, azida sodica, Amplex™ Red
Reagent, Calcium Green™-5N, ciclosporina A (CSA), Carbonilcianeto 4-
(trifluorometoxi)fenil-hidrazona (FCCP), monocrotalina (MCT), fenilefrina (PHE),
glutamato, iberiotoxina (IbTx), malato, rotenona, succinato, nitroprussiato de soédio
(SNP), sacarose e TRIS. Todos os reagentes foram adquiridos da MERCK/Sigma-
Aldrich.
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5.3. EXPERIMENTOS IN VIVO
5.3.1. Grupos Experimentais
Neste estudo, 59 animais foram distribuidos randomicamente em 4 grupos

experimentais:

e Ratos normotensos que receberam apenas solucéo salina (CTRL): n =19

e Ratos hipertensos, com HAP induzida por monocrotalina (MCT): n =21

e Ratos hipertensos, com HAP induzida por monocrotalina + tratamento com
ativador do canal BKca (MCT+aBK): n = 14

e Ratos normotensos que receberam tratamento com ativador do canal BKca
(CTRL+aBK): n=5

5.3.2. Protocolo Experimental
Para o modelo experimental de HAP induzida por MCT, foram utilizados ratos

Wistar machos, com peso inicial de 200-230 g. A hipertenséo foi induzida através de
uma dose Uunica de monocrotalina (60 mg/kg), via intraperitoneal. Para a
administragcdo, a monocrotalina foi dissolvida em solucdo de HCL 1N, seguido de
ajuste do pH para 7,4 com NaOH 1N, e diluicdo em solucéo salina de KH modificada.

Duas semanas ap6s a administracdo da MCT, os animais dos grupos
MCT+aBK e CTRL+aBK foram tratados com o ativador de canal BKca (substancia X)
na dose de 28 mg/kg/dia, durante 14 dias consecutivos. A substancia X foi dissolvida
em DMSO, e depois diluida em solucéo salina (soro fisiol6gico), numa proporcédo de
1:4 (20% DMSO + 80% soro fisiolégico).

Os animais dos grupos CTRL e MCT receberam a mistura de DMSO e soro
fisiolégico, na mesma propor¢cdo acima, como veiculo. Em todos os grupos, a
administracdo da substancia X ou veiculo foi feita via oral, por gavagem.

Durante o periodo experimental, os animais foram pesados semanalmente e o
eletrocardiograma registrado a cada duas semanas. Ap0s os 28 dias, foram
analisadas a taxa de sobrevida, parametros hemodinamicos, indices biométricos e

demais analises in vitro (Figura 11).
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL

EFEITOS DO TRATAMENTO COM O ATIVADOR DE CANAL BK., NO MODELO DE HAP INDUZIDO POR
MCT EM RATOS

da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CEUA/CCS/UFR) 068/19 e 013/23).

| 0s animais foram distribuidos randomicamente em 4 grupos experimentais:

Ratos normotensos que Ratos hipertepsos, com _Ftato_s hipertensos, com _HAP Ratos normotensos que
receberam apenas soluco HAP Int!UZIda por induzida por monol:.rotalma + rece_beram tratamento com
salina (GTRL): n = 19 monocrotalina (MCT): n = tratamento com ativador do ativador do canal BKCa

: 21 canal BKGa (MCT+aBK): n= 14 (CTRL+aBK):n =5

« Tratamento com substancia x (28 mg/kgidia) «
T T |

DO D7 D14 D21 D27 D28
| | | ] 1.
>
I I I I I L Hemodinamica
ECG Peso corporal ECG Peso corporal ECG Biometria
Peso corporal Peso corporal Peso Analises in vitro
Injegdo de MCT (60 mg/kg) corporal

Figura 11. Protocolo experimental realizado durante 28 dias.

5.3.3. Avaliagao eletrocardiografica
O eletrocardiograma (ECG) in vivo foi registrado, uma vez a cada duas

semanas, nos animais acordados, utilizando eletrodos subcutéaneos previamente
implantados na regido toracica e membros posteriores, numa derivacéo analoga a DI

do plano frontal.

Os eletrodos foram conectados a um amplificador diferencial (Model 1700, AM
Systems, USA), onde os sinais eram amplificados e filtrados com frequéncia de corte
passa-alta em 10 Hz e passa-baixa em 0,5 kHz, e digitalizados a frequéncia de
amostragem de 1 kHz (intervalo 1000 us) pela interface analdgica-digital DIGIDATA
1440A e programa Axoscope 10.

Para a obtencéo do registro, o eletrodo positivo foi posicionado no membro
posterior esquerdo, o eletrodo negativo no lado direito do térax e o aterramento no
membro posterior direito. Os registros foram armazenados digitalmente para posterior
processamento e analise utilizando o programa AxoScope 10. O registro do ECG se
iniciava apos o periodo de ambientagdo do animal, necessario para minimizar os
artefatos de movimento, e estabilizacdo do sinal gerado. Os registros analisados

tinham duracéo de 10 minutos (em auséncia de ruidos).
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Na andlise do ECG, foram medidos a duracéo dos intervalos RR e QT (Figura
12). Dado que em muitas espécies a duracdo do intervalo QT € inversamente
relacionada a média da frequéncia cardiaca, faz-se uso de equacgfes para a correcao

do intervalo QT pela frequéncia cardiaca.

Intervalo R-R

>

Figura 12. Ondas e intervalos do eletrocardiograma de roedor (ratos).

Neste estudo, a duracdo do intervalo QT corrigido (QTc) foi calculado pela
equacéao de Bazett, onde os valores sdo dados em segundos, como mostra a equacao
abaixo: (MILL, 2012)

5.3.4. Medida de pressdo sanguinea
Para a medicao dos parametros de pressao, os ratos foram anestesiados em

atmosfera de oxigénio e isoflurano a 5% e mantidos a 3%. Em seguida, uma céanula
de poliéster (p50) foi introduzida na veia jugular direita (dissecada cirurgicamente), até
atingir a camara ventricular direita. A canula estava conectada a um transdutor de
presséao ligado a um monitor fisiolégico para obter o registro da presséo sistélica do
ventriculo direito (PSVD). Esta medicéo é feita desta forma porque a cateterizacéo da
artéria pulmonar para medida de pressdo € um procedimento de dificil realizacdo. Os

registros foram adquiridos continuamente e os sinais analdgicos foram digitalizados a
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1000 Hz e armazenados no computador para posterior andlise e determinacao dos

valores de presséo.

O monitoramento, armazenamento e analise dos sinais foram feitos utilizando

o programa LabChart 7 Pro (AD Instruments Pty Ltd, Australia).

5.3.5. Sobrevida
Todos os animais foram acompanhados durante o protocolo experimental e

0s 6bitos foram registrados de acordo com o dia.

A curva de sobrevida dos animais foi obtida pelo método de Kaplan-Meyer,
utilizando o programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA,
USA).

5.3.6. Biometria
Os animais foram pesados em balanca digital (Marte, A500), antes do inicio do

protocolo experimental, e semanalmente, até a eutandsia. Apds a eutanasia
(decapitacdo por guilhotina) sob anestesia (isoflurano 1%), coracdo, pulmao e figado
foram removidos e pesados para a determinacdo do peso absoluto. Os pesos desses
orgaos foram normalizados pelo comprimento da tibia (medida com um paquimetro)
para obtencdo do peso relativo de cada 6rgdo, sendo utilizados como indices de
hipertrofia cardiaca, congestao pulmonar e congestao venosa, respectivamente. Apos
0 coracdo ser removido e pesado, os atrios foram removidos e o coracao foi separado
em ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo (VE) + septo interventricular. Em
seguida, foram pesados separadamente para determinacdo da relagéo
VD/(VE+SEPTO), denominada de indice de Fulton, ou indice de hipertrofia do

ventriculo direito.

5.4. EXPERIMENTOS IN VITRO

5.4.1. Obtencéo do tecido
ApOs a eutanasia dos animais, como mencionado no item 5.3.5, e realizada a
avaliagédo biométrica, fragmentos de VD, VE, pulmé&o e figado foram cuidadosamente

alocados em criotubos e armazenados a -80°C para analises moleculares
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posteriores. Também, com o auxilio de pingas e tesouras cirtrgicas, foi removido o
tronco da artéria pulmonar, transferindo-o para uma placa de Petri contendo a solucéo
KH. A artéria era limpa e seccionada em anéis de 2 mm de comprimento para

montagem no miografo.

5.4.2. Registro da atividade contratil da artéria pulmonar

5.4.2.1. Sistema horizontal de registro de tensdo isométrica
Para o registro da atividade da musculatura lisa pulmonar foi utilizado o

miografo 620M (DMT, Dinamarca). Os transdutores de for¢a estavam acoplados ao
amplificador Octal Bridge Amplifier Fe228 (AD Instruments Pty Ltd, Australia). As
saidas do amplificador se conectavam a uma interface A/D (PowerLab 8/35, AD
Instruments Pty Ltd, Australia), que digitalizava os sinais, sob comando de um
programa de aquisicdo e analise de sinais (LabChart 8, Adinstruments Pty Ltd,

Australia) instalado em um computador.

A calibracdo do sistema de forga era feita semanalmente, utilizando um padréo
de peso (1 g) disponibilizado pelo préprio fabricante do equipamento. Todos 0s
protocolos foram testados para o controle com o volume maximo de DMSO utilizado
para diluir a substancia X em sua maior concentragao (30 uM) e nao foram registradas

diferencas significativas em relacdo ao controle sem solvente.

O miografo DMT utilizado, primeiramente desenvolvido por Mulvany e Halpern
(1976) e com modificacdes posteriormente descritas por Mulvany (1988), permite o
registro de tensao de vasos de até 60 um de didmetro. Neste trabalho, foram utilizados
anéis do tronco da artéria pulmonar, banhada em solucdo de Krebs-Henseleit (KH)
modificada, contendo (em mM): 120 NaCl, 5 KCl, 1,2 NaH2POa, 11 glicose, 1,1 MgClz,
15 NaHCOs, 10 HEPES. Apo6s o preparo, a solugéo tinha o pH ajustado para 7,4
utilizando NaOH, e adicionava-se 2,5 mM de CacClz. A solugéo foi, entdo, incubada a
37 °C e aerada com mistura carbogénica (95% O2 e 5% CO2) durante todo o

experimento.

O sistema DMT possui cubas com capacidade maxima para 10 mL de solucao
(nos experimentos foram utilizados 5 mL, para evitar extravasamento), e permite a
regulacdo da temperatura, aeracdo com a mistura carbogénica e a troca de solugéo

com auxilio de uma bomba de vacuo (Figura 13A). Além disso, possui duas
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montagens removiveis para a fixacao dos anéis, possibilitando a troca de configuracao
do miografo de acordo com o tecido a ser utilizado. Para a artéria pulmonar, a
configuracéo utilizada era composta por duas hastes — uma maovel e outra fixa — que
ficam submersas na solucdo experimental (Figura 13B), sendo possivel tensionar o
vaso com o auxilio de um micromanipulador, ligado a haste moével, de forma alinhada

e em escala micrométrica.

Para o tronco da artéria pulmonar, que é um modelo bem estabelecido no
estudo da reatividade vascular para HAP, apds a fixacdo do tecido na cuba
experimental, uma tensdo de 1 g de forca é aplicada, sendo a mesma ajustada para

1 g toda vez que se percebe a queda da linha de base.

Figura 13. Sistema horizontal de tensdo isométrica. Em A, Miégrafo de Mulvany, com 4 cubas,
controle de temperatura a 37 °C, aeracdo e troca de solugdo por bomba a vacuo; em B, hastes
removiveis para a montagem de vasos de maior calibre, como artéria pulmonar; em C, forma como os
anéis dos vasos ficam fixados entre as hastes e sdo submersos na solu¢ao das cubas, tensionados por
um micromanipulador.

Durante a primeira hora do experimento, para melhor acomodacéo do sistema
contratil do musculo liso e para avaliar a integridade do endotélio, é realizado um teste,
com base em curvas de aumento de tensdo, estimuladas com 1 yM de PHE (3
concentracdes, com troca de solucdo a cada 5 minutos) e eficiéncia do endotélio,
estimulada com 10 yM de ACh (1 concentragdo, 5 minutos apos a aplicagdo da
terceira dose de PHE). Apds o protocolo para acomodacao do sistema contratil e o
teste do endotélio, nos grupos CTRLS, apenas os anéis que relaxaram mais de 70%

em resposta a ACh foram considerados com o endotélio intacto.
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5.4.2.2. Construcéo das curvas de concentracdo x resposta
Para avaliar a atividade muscular da artéria pulmonar, trés protocolos diferentes

foram executados: 1) a fenilefrina (PHE), uma substancia simpaticomimética sintética
com acdao direta em receptores al-adrenérgicos, foi aplicada na concentracdo de 1
MM para induzir contracdo. Alcancado o platd de resposta contrétil, concentracdes
crescentes (1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uyM, 3 uM, 10 uM e 30 uM)
de acetilcolina (ACh), foram aplicadas de forma consecutiva, com intervalos de
aplicacao de acordo com o tempo de estabilizacao do tecido para cada concentracao.
A ACh é um agente vasodilatador, considerado depende de endotélio. A ativagdo dos
seus receptores (M2) promove a liberacdo de um fator relaxante derivado do endotélio
— 0 NO - gque se difunde rapidamente as células musculares lisas da vasculatura,
ativando a sGC e estimulando a produgcédo de cGMP, promovendo vasodilatacido
(Buchwalow et al., 2008; Furchgott & Zawadzki, 1980); 2) apds a pré-contragdo com
PHE (1 pM) o relaxamento foi estimulado com concentracfes crescentes (0,01 nM,
0,03 nM, 0,1 nM, 0,3 nM, 1 nM, 3 nM, 30 nM, 100 nM e 300 nM) de nitroprussiato de
sédio (SNP), um agente vasodilatador de acéo rapida, capaz de doar de 6xido nitrico
diretamente as células vasculares (Cobb & Thornton, 2018); 3) apds a pré-contracéo
com 1 uM de PHE, o relaxamento foi induzido com concentracdes crescentes (10 nM,
30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 pM, 3 uM, 10 uM e 30 pM) da substancia X, o ativador de
canais BKca. Entre um protocolo e outro, os vasos eram “lavados” (troca de solugao)
de 3 a 5 vezes, para remocéao total das substancias aplicadas. Um novo protocolo
somente se iniciava quando, apds a lavagem, o vaso retornava e estabilizava em sua

linha de base inicial padrao.

Os resultados da atividade muscular lisa foram analisados utilizando o
programa LabChart 8 (AD Instruments Pty Ltd, Austrdlia). A linha de base era
considerada como “0%” e o platé gerado pelo vasoconstritor utilizado como “100%”,
ou tensdo maxima. A resposta vasodilatadora foi calculada como percentual da tensao
méaxima. O célculo de ICso foi feito utilizando o programa GraphPad Prism 8
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA).
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5.4.3. Andlise da funcao mitocondrial

5.4.3.1. Isolamento de mitocondrias
O isolamento das mitocondrias cardiacas foi feito por centrifugacgéo diferencial,

como descrito por Maciel e colaboradores (Maciel et al., 2020). Os corac¢des isolados
de rato ou camundongo foram rapidamente removidos e colocados em solucéo de
isolamento gelada. Em seguida, foram bem picados com uma tesoura e
homogeneizado com um homogeneizador de tecidos (Ultra-Turrax) usando dois ciclos
de 10 s a uma taxa de rotacdo do eixo de 6.500 RPM. No homogenato foi
acrescentada proteinase tipo XXIV (8 Ul/mg de peso de tecido) utilizando um pildo de
Teflon. Depois, o homogenato foi centrifugado a 700 G durante 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e centrifugado a 14.000 G por 10 minutos. O pellet
resultante foi ressuspendido em solugdo de isolamento sem BSA e centrifugado a
10.000 G por 5 minutos a 4 °C. Este procedimento foi repetido e o sedimento

ressuspendido em solucéo de isolamento.

A concentracdo de proteinas no pellet isolado foi determinada usando um
ensaio de proteina (método Lowry, Biorad, Hercules, CA, EUA) em comparag¢do com
um padréo BSA (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Esta metodologia foi usada

para isolar o a fracdo total de mitocéndrias do tecido cardiaco.

5.4.3.2. Solucdes
Todas as solu¢Bes de uso no isolamento e ensaios com mitocéndrias foram

preparadas na hora do experimento e filtradas em filtro Millipore de 1,2 um.
a) Solucdo de isolamento (em mM): 250 sacarose; 10 HEPES; 1 EGTA. Apds o
preparo, a solucao teve o pH ajustado para 7,4 e armazenamento a 4 °C.

b) Solucdo de isolamento + BSA: 250 mg BSA em 50 mL da solucdo de

isolamento anterior.
c) Solucéo eletrolitica (em g): 2.655 Na2HPO4, 1.3 KH2PO4, 0.52 KCI, 0,05 g
NaNs e AgCl (alguns cristais, até saturar a solucdo) em 50 mL de agua

ultrapura. Armazenamento a 4 °C.

d) Solucao de Respiracdo (em mM): 125 KCI, 10 MOPS, 5 MgClz, 5 KH2PO4, 0,02
EGTA. pH 7,4 ajustado com Tris 0,5 M. Armazenada a 4°C.

e) Solucdo de Respiracdo + glutamato/malato (em mM): a solugdo anterior

adicionada com glutamato (5 mM) e malato (5 mM) como substrato para o

complexo I.
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f) Solucdo de Respiracdo + succinato_(em mM): a solucdo anterior adicionada

com succinato (5 mM) como substrato para o complexo Il.
gd) Solucdo para retencdo de Ca?* (em mM): 125 KCI; 10 MOPS; 5 MgClz; 5
KH2POg4; 5 glutamato e 5 malato. O pH da solugéo foi ajustado para 7,4

utlizando Tris 0,5 M, e posteriormente armazenada a 4 °C.
h) Solucéo para recaptacdo de Ca?* (em mM): 125 KCI, 10 MOPS, 2 MgClz, 5
KH2POa4, 5 glutamato (5 mM), 5 malato e 0,4 ADP.

5.4.3.3. Medida de consumo de O2 mitocondrial
A respiragdo mitocondrial foi medida utilizando um eletrodo do tipo Clark

(Strathkelvin, Glasgow, UK), em solucdo de respiracdo a 37 °C, com agitacao
magnética. Para a medida da respiragcdo do complexo |, as mitocondrias (100 pg)
foram adicionadas em 1 mL da solucdo; apés dois minutos, 1 mM de ADP foi
adicionado, e a respiragcdo do complexo | induzida por ADP foi medida por dois
minutos. A respiracdo do complexo Il induzida por ADP foi realizada na presenca de

rotenona (1 pM).

Posteriormente, as mitocondrias também foram usadas para medir a respiracéo
do complexo IV. A captagdo maxima de Oz desacoplado na camara de respiracao ou
na solucao de respiracao contendo as mitocondrias foi feita para medir a producao de
ATP ou a concentracdo de ROS mitocondriais, respectivamente. A respiracdo do
complexo IV foi estimulada pela adicdo de N, N, N, N'-tetrametil-p-fenilenodiamina
(TMPD, 300 uM) mais ascorbato (3 uM), que doa elétrons a citocromo oxidase, através
da reducao do citocromo C. O consumo maximo de Oz desacoplado foi medido na
presenca de 30 nM de cianeto de carbonila-p-trifluorometoxifenil-hidrazona (FCCP).

5.4.3.4. Medida de consumo de O2 mitocondrial em condi¢cdes de normoéxia e
hipoxia/reoxigenacéao
A solucéo de respiracao (sem glutamato, malato ou succinato) foi borbulhada

com gas N2 purificado até que a concentracdo de Oz fosse inferior a 15 nM/ml?, para
simular condi¢bes de hipdxia. As mitocéndrias (200 pg) foram adicionadas a 0,5 mL
da solucao hipoxica. Apos oito minutos de hipoxia, a solugéo de respiracdo saturada
com O2 (0,5 mL) foi adicionada para reoxigenacao, por dois minutos. O consumo de
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O:2 foi medido apos hipoxia/reoxigenagdo ou durante o periodo controle em normoxia
(10 minutos). Foram administrados os substratos para o complexo | ou rotenona, e 0s
substratos para o complexo Il. Finalmente, as mitocondrias foram usadas tanto para
medir a respiracdo do complexo IV e a captagcdo méaxima de Oz desacoplado, quanto

para medir a concentracdo de ROS mitocondrial e producéo de ATP.

e Controle: As mitocondrias foram adicionadas a 0,5 mL de solugdo tampao
oxigenada. Apo6s oito minutos, foi adicionada solucdo de incubacdo saturada
com Oz (0,5 mL) durante dois minutos (tempo controle: dez minutos), seguido
pelo protocolo de consumo de O2 mitocondrial.

e Substancia X: As mitocdndrias foram adicionadas a 0,5 mL da solucao hipéxica
suplementada com 1 uyM de substancia X. Apés oito minutos em hipdxia, a
solucdo de incubacgéo saturada com Oz (0,5 mL), suplementada com 1 pM de
substancia X, foi adicionada para a reoxigenacao por dois minutos, seguido

pelo protocolo de consumo de O2 mitocondrial.

5.4.3.5. Medida da producao de ATP mitocondrial
A producdo mitocondrial de ATP, ap6s cada medicdo respiratéria, foi

imediatamente determinada pelo método ATP assay mix (diluicdo de 1:5) e
comparada com padrdes de ATP, usando uma placa branca de 96 po¢cos e um
espectrofluorbmetro (SpectraMax® M3, Molecular Devices, EUA) no comprimento de
onda de 560 nm.

5.4.3.6. Medida de turgescéncia mitocondrial e potencial transmembrana
A turgescéncia (swelling) mitocondrial e o potencial transmembrana foram

avaliados de acordo com estudos anteriores (Maciel et al., 2020), utilizando um
espectrofluorébmetro (SpectraMax® M3, Molecular Devices, EUA). Mitocbndrias em
suspensao (100 ug/mL) foram adicionadas ao meio de respiragao na auséncia dos
substratos respiratérios, a 37 °C, sob agitacdo constante. A turgescéncia mitocondrial
foi estimulada com Ca?* (1 uM). Para determinagdo do potencial transmembrana da
mitocéndria (Awm) foi utilizado o sensor TMRM (éster metilico de tetrametilrodamina,
400 nM).
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5.4.3.7. Medida da producéao de ROS mitocondrial
O kit Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay (Life Technologies, Carlsbad,

CA, USA) foi utilizado para determinar a concentracdo extramitocondrial de ROS, por
meio da producdo de resorufina altamente fluorescente. A concentragao
extramitocondrial de ROS foi determinada em comparagdo com os padrdes de H20:2
usando uma placa preta de 96 pocos e um espectrofluordmetro (SpectraMax® M3,
Molecular Devices, EUA) em comprimentos de onda de emissdo de 540 nm e extingao
de 580 nm (Maciel et al., 2020).

5.4.3.8. Medida do extravazamento de elétrons e relagdo ROS/ATP
Para calcular o extravazamento de elétrons, a taxa de H202 formado foi

dividida pela taxa de consumo de O2 mitocondrial. A razdo ATP/ROS foi determinada

para mostrar a formacao de ROS associada ao consumo de Oo..

5.4.3.9. Medida da capacidade de retencdo de Ca?*
A capacidade de retencao de célcio (CRC) foi determinada de acordo com

estudos anteriores (Maciel et al., 2020), usando mitocondrias suspensas (400 pg) em
1 mL da solucdo para retencéo de Ca?*, a 37°C. Calcium green-5N (0,5 pM/L, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foi utilizado para medir a concentracao
extramitocondrial de Ca?* em um espectrofotémetro (Cary Eclipse, Varian, Mulgrave,
Victoria, Australia) nos comprimentos de onda de emissédo de 500 nm e extin¢do de
530 nm.

5.5. ANALISE ESTATISTICA
Para a andlise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism 8 (San Diego,

CA, Estados Unidos). Por conta da comparacdo de médias de varias populacdes
(grupos experimentais), os resultados foram expressos como média * erro padrao da
média (EPM). A distribuicdo dos dados foi considerada normal pelo teste de Shapiro-
Wilk. Para comparacgdo entre grupos foi utilizado one-way ANOVA com pos-teste
Newman-Keuls. Para comparacéo entre grupos, em diferentes intervalos de tempo,
foi utilizado two-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni. As curvas de sobrevivéncia

foram analisadas por Kaplan-Meyer. Na analise da funcdo mitocondrial os dados
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foram comparados por one-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Bonferroni. P <

0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

6.1. EFEITOS DO TRATAMENTO COM O ATIVADOR DE CANAL BKcaNO MODELO
DE HAP INDUZIDO POR MCT EM RATOS

Em relacdo a sobrevida dos animais, os ratos hipertensos nao tratados (grupo
MCT) tiveram 80% de sobrevida ao final do protocolo de 28 dias (Figura 14). Ja
agueles que receberam o ativador de canal BKca (substancia X), por duas semanas a
partir do 14° dia seguinte a injegao de MCT (grupo MCT+aBK) ou salina (grupo CTRL+

aBK), apresentaram 100% de sobrevida, assim como os animais do grupo CTRL.

— CTRL
1004 — MCT
_‘é’ ; — MCT+aBK
£ L — CTRL+0BK
@ 804
S ;
60- LI IIIIIIIIII L L L L L L L} I L L L L IIIIII
0 10 20 30
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Figura 14. Andlise da sobrevida de Kaplan-Meyer dos quatro grupos ao longo do protocolo
experimental. O tratamento consistiu na administracéo de dose oral diaria de 28 mg/kg da substancia
X (ativador de canal BKCa), o qual foi iniciado a partir do 14° dia apés a injecdo da monocrotalina.
Grupos CTRL (n =19); MCT (n = 21), MCT+aBK (n =14), e CTRL+ oBK (n = 5).

A Figura 15 mostra a evolucao percentual de peso corporal ganho ao longo do
protocolo experimental. Os quatro grupos apresentaram valores similares de ganho
de peso corporal até a segunda semana do protocolo experimental. A partir dai, se
iniciou uma reducao progressiva no ganho de peso dos animais do grupo MCT,
guando comparados ao grupo CTRL. Os animais dos grupos MCT+aBK e CTRL+aBK,
ao contrario do grupo MCT, mostraram ganho de peso corporal semelhante ao grupo

CTRL, ao final do periodo experimental (28 dias).
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Figura 15 Evolucéo percentual do peso corporal. Peso corporal medido ao final do protocolo
experimental. Valores expressos como média + EPM. CTRL (n =18); MCT (n = 21), MCT+aBK (n
=16), CTRL+ aBK (n = 5).

Em relagdo a avaliagdo eletrocardiogréfica, os ECGs registrados antes da
administracdo da monocrotalina (Semana 0), apresentaram intervalos QTc sem
diferenga significativa entre os grupos. Na semana 2, os grupos CTL e CTL+aBK
continuaram estatisticamente iguais, enquanto os grupos MCT e MCT+aBK
apresentaram valores de QTc maiores que os do grupo CTRL (p = 0.0335 e 0.0157,
respectivamente); porém, apesar de visivelmente maiores, ndo ha diferenca
estatistica entre esses dois grupos e o grupo CTRL+aBK. No entanto, na quarta
semana, o grupo MCT apresentou QTc significativamente maior que os dos grupos
CTRL e CTRL+aBK (p < 0.001 e = 0.045, respectivamente), enquanto o0 grupo
MCT+aBK nao apresentou diferenga estatistica em relagdo aos grupos CTRL e
CTRL+ oBK (Figura 16).
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Figura 16. Intervalo QTc ao longo do protocolo experimental. Comparacéo dentro de cada entre os
grupos entre dos intervalos QT na semana 0, semana 2 e semana 4. Os intervalos QT foram corrigidos
pela equacao de Bazzet (QTc = QT/RRY%). Valores apresentados como média £+ EPM. Semana 0: CTRL
(n=17); MCT (n =21), MCT+aBK (n =11), CTRL+ aBK (n = 5); Semana 2: CTRL (n =13); MCT (n = 16),
MCT+aBK (n =9), CTRL+ oBK (n = 3); Semana 4: CTRL (n =12); MCT (n = 15), MCT+aBK (n =7),
CTRL+ oBK (n = 5). *p < 0,05

Um dos parametros comumente utilizado para a determinacdo do
desenvolvimento de HAP é a medida de pressao sistolica do ventriculo direito (PSVD),
mostrada na figura 17. A avaliacdo feita no ultimo dia do protocolo experimental
mostrou que os animais do grupo MCT apresentaram um aumento significativo da
PSVD, quando comparados aos animais dos demais grupos. Ja os animais do grupo
MCT-aBK tiveram essa pressao reduzida para valores semelhantes ao dos animais
do grupo CTRL. O grupo CTRL-aBK permaneceu com a PSVD proxima aos grupos
CTRL e MCT-aBK.
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Figura 17. Pressédo sistdlica do ventriculo direito (PSVD), no ultimo dia do protocolo
experimental. Valores apresentados como média £ EPM. * p < 0,05 vs CTRL; ## p < 0,01 vs MCT.

Ao final do periodo experimental (28° dia) foram avaliados os seguintes
parametros biométricos: o indice de hipertrofia do ventriculo direito, calculado pela
relacdo de pesos VD/(VE+SEPTO), e os pesos relativos (normalizados pelo
comprimento da tibia, em cm) do coracéo, figado e pulmdes. Em relacdo ao indice de
hipertrofia do ventriculo direito (Figura 18A), o grupo MCT apresentou valor
significativamente maior, quando comparado aos demais grupos. Ja os grupos CTRL,
MCT-aBK e CTRL-aBK, ndo apresentaram diferengas significativas entre si. Em
relacdo ao peso relativo do coracdo (Figura 18B), ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos. Quanto ao peso relativo do figado (Figura 18C), os
grupos CTRL, MCT e MCT-aBK n&o apresentaram diferenga significativa entre si,
enquanto o grupo CTRL-aBK mostrou média estatisticamente maior que a do CTRL e
do MCT. No peso relativo dos pulmdes, o grupo MCT-aBK foi o unico a apresentar

média significativamente maior que as dos demais grupos (Figura 18D).
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Figura 18. Par@metros biométricos. A, peso relativo do VD, normalizado pelo peso do VE mais septo
ventricular; B, peso relativo do coragéo; C, peso relativo do pulmao; D, peso relativo do figado. Os
valores de peso relativo do coracao, pulmao e figado foram obtidos a partir da relagcédo entre peso do
orgdo (g) e comprimento da tibia (cm). Valores, apresentados como média + EPM. n de animais na
base de cada coluna. **p < 0,01 vs CTRL; ***p< 0,001 vs CTRL; #p < 0,05 vs MCT; ##p < 0,01 vs MCT.
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A figura 19 mostra a reatividade vascular de anéis do tronco da artéria pulmonar
dos quatro grupos experimentais. Na Figura 19A, observa-se que apd0s precontracao
com 1 uM de PHE, as curvas de ACh em concentracdes crescentes (1 nM — 30 uM)
nao apresentaram diferencas significativas quando comparadas entre os grupos. O
ICso f0i 5,18 uM no grupo CTRL; 3,15 puM no grupo MCT; 2,41 uM no grupo MCT-aBK;
e 2,14 uM no grupo CTRL-aBK. Mesmo nado sendo estatisticamente diferentes, os
grupos que melhor responderam a ACh foram os dois que receberam o tratamento

com a substancia X, por apresentarem menores ICso.

Protocolo semelhante ao da ACh foi realizado utilizando o SNP. Apéds a
contracao inicial com 1 uM de PHE, concentragdes crescentes de SNP (0,01 nM —
300 nM) foram utilizadas. Os vasos de todos 0s grupos também responderam ao SNP
de forma semelhante, sem diferencas significativas. Os valores de ICso foram 27,6
nM para o grupo CTRL, 6,91 nM para o MCT, 28 nM para o MCT-aBK e 72,9 nM para
o CTRL-aBK. Mesmo néo tendo diferenga estatistica, observa-se que o grupo MCT
apresentou menor ICsp, sugerindo melhor resposta vasodilatadora ao SNP (figura
19B).

Um terceiro protocolo utilizando os anéis de artéria pulmonar também foi feito.
Nele, apdés o estimulo contratii com 1 uM de PHE, concentracdes crescentes da
substancia X (10 nM — 30 uM) foram utilizadas como agente vasodilatador, na
auséncia (Figura 20A) ou presenca (Figura 20B) de ODQ, um inibidor permeavel,
potente e seletivo da guanilato ciclase sensivel ao NO. Na primeira, 0s vasos de todos
0s grupos relaxaram de forma bastante semelhante, independente de terem recebido
ou ndo o tratamento com ativador de canal BKca. Isso é mostrado pelo ICso, que foi
de 11,8 uM para o grupo CTRL, 14,2 uM para o grupo MCT, 15,7 uM para o grupo
MCT-aBK e 9,8 uM para o grupo CTRL-aBK.
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Figura 19. Efeito vasodilatador da acetilcolina (ACh) ou nitroprussiato de s6dio (SNP) sobre o
anel do tronco da artéria pulmonar isolado. Em A, curva de concentracdo x resposta de anéis de
artéria pulmonar pré-contraidos com PHE e posteriormente relaxados com concentragdes crescentes
de ACh. Em B, curva concentracao x resposta de anéis de artéria pulmonar pré-contraidos com PHE e
posteriormente relaxados com concentracBes crescentes de SNP. Valores apresentados como
percentual da tensdo maxima em funcdo da concentracdo. n = 3.
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Figura 20. Efeito vasodilatador da substancia X (aBK) sobre o anel do tronco da artéria pulmonar
isolado. Em A, curva de concentracdo x resposta de anéis de artéria pulmonar pré-contraidos com
PHE e posteriormente relaxados com concentragbes crescentes da substancia X. Em B, curva
concentracdo x resposta de anéis de artéria pulmonar pré-contraidos com PHE e posteriormente
relaxados com concentraces crescentes da susbténcia X, na presenca de ODQ. Valores apresentados
como percentual da tensdo maxima em funcao da concentracédo. n = 3.
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Na presenca de ODQ, o efeito da substancia X foi drasticamente reduzido em
todos os grupos experimentais. O ICso para o grupo CTRL foi de 70.9 uM; para o MCT,
79.3 pM; 60 pM para o MCT-aBK e 48 uM para o grupo CTRL-aBK. Dessa forma, o
ODQ reduziu o efeito vasodilatador da substancia X em, aproximadamente, cinco

VEeZes.

Na avaliacdo dos efeitos do tratamento com o ativador de canal BKca sobre a
funcdo mitocondrial de coracdes de ratos com HAP, a figura 21 mostra a producéo de
ATP e ROS em mitocondrias isoladas. Na figura 21A observa-se que nao houve
diferenca significativa na producdo de ATP pelas mitocondrias dos quatros grupos
experimentais. Quanto a producdo de ROS mitocondrial, a figura 21B mostra que o
grupo MCT e os grupos tratados com a substancia X tiveram aumento da producéo
de ROS, comparados ao grupo CTRL. A producdo de ROS nos grupos CTL+aBK e
MCT+aBK nao apresentou diferenca significativa em relagéo ao grupo MCT, embora
se observa que ha uma tendéncia de menor producdo de ROS nos grupos tratados

com a substancia X.
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Figura 21. Producdo de ATP e ROS mitocondriais. Em A, producdo de ATP; em B, producdo de
ROS.Valores apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs CTRL.

Em relacdo a capacidade de retencéo de Ca?*, a figura 22A mostra que o efeito
ativador da substancia X ndo alterou a dinAmica do Ca?* mitocondrial, tanto na

presenca, quanto na auséncia da ciclosporina A (CSA), um inibidor da formacéo do
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poro de transicdo mitocondrial. Ja o AY mitocondrial (figura 22B), ndo apresentou
diferenca entre os grupos e seus respectivos controles positivos (em presenca de
CSA). A menor fluorescéncia do TMRM no grupo CTRL, observada nos dois picos,
indica despolarizagdo da membrana mitocondrial interna, que nao foi observada com

a mesma intensidade nos demais grupos.
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Figura 22. Capacidade de retencdo de Ca2+ e potencial de membrana. Em A, capacidade de
retencdo de Ca?*; em B, maior pico do potencial de membrana. Valores apresentados como média +
EPM. CTRL (n =4); MCT (n = 4), MCT+aBK (n =4), CTRL+ aBK (n =4) * p < 0,05 vs CTRL.

6.2. EFEITOS IN VITRO DO ATIVADOR DE CANAL BKca (SUBSTANCIA X) EM
MITOCONDRIAS ISOLADAS, EM CONDICOES DE HIPOXIA/REOXIGENACAO

A figura 23 mostra o efeito da substancia X sobre a respiracdo mitocondrial, na
auséncia de Ca?*. O consumo de O2 mitocondrial no estado | do complexo | (estado
basal, onde ndo héa adicédo de substratos ou ADP ao meio com as mitocéndrias. Nesse
estado, o consumo de O2 € quase nulo) ndo apresentou diferenca significativa entre
os grupos CTRL e aBK, como mostrado na figura 23A. Ja nos estados Il (adicédo de
substratos energéticos, com formagéo do AW e consumo de O2) e lll (adigdo de ADP,
estimulando alto consumo de O2) do complexo I, o consumo de Oz mitocondrial foi
menor no grupo aBK, quando comparado ao grupo CTRL (Figuras 23B e 23C,
respectivamente).

Na figura 23D, observa-se que no estado Il do complexo I, o consumo de O2
mitocondrial também foi menor no grupo aBK. Entretanto, no estado Il do complexo
Il ndo foi observado diferenca significativa entre os dois grupos (Figura 23E). A

auséncia de diferencas significativas entre os grupos também foi observada no
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complexo IV, comparando o consumo maximo de Oz em mitocondrias desacopladas
(Figura 23F).
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Figura 23. Consumo de O2 em mitocdndrias isoladas de cardiomiécitos de camundongos. Em
A, respiracdo basal (estado | do complexo I); em B, estimulacdo por glutamato/malato (estado Il do
complexo I); em C, estimulacdo por ADP (estado Ill do complexo | — estado fosforilativo); em D,
respiracdo do complexo Il estimulada por succinato (estado | do complexo Il); em E, respiracédo
estimulada por ADP (estado 11l do complexo Il — estado fosforilativo); em F, respiragdo do complexo IV
estimulado por TMPD e ascorbato, e desacoplamento maximo de oxigénio induzido por FCCP. Valores
foram apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs CTRL. n = 10.

Em relagcdo a producdo de ATP mitocondrial, a figura 24A mostra que a
producao foi menor no grupo aBK comparado ao CTRL. Por outro lado, a producao

de ROS foi mais elevada no grupo aBK (Figura 24B) em relagédo ao grupo CTRL. A
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razdo ROS/ATP foi menor, quando comparados ao grupo CTRL (figura 24C),
enguanto o extravasamento (leakage) de protons mitocondriais foi maior no grupo aBK
(figura 24D). Junto com o resultado da figura 23, esses dados indicam que a ativacao

dos canais BKca pode levar a uma diminuigao da fungao mitocondrial.
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Figura 24. Produtos mitocondriais e caracteristicas. Em A, producao de ATP; em B, producéo de
ROS; em C, razao ROS/ATP; em D, extravasamento de elétrons. Valores foram apresentados como
média £ EPM. ** p < 0,01 vs CTRL; *** p < 0,001 vs CTRL. n = 10.

Em relacéo ao efeito da substancia X sobre mitocondrias isoladas na presenca
de 5 nM de Ca?*, em condicGes de normodxia ou hipoxia/reoxigenagdo, o consumo de
O2 no estado | do complexo | nao diferiu significativamente entre os grupos (Figura
25A). No estado Il do complexo |, os grupos CTRL e aBK nao apresentaram diferengas

entre si, porém, a hipdxia/reoxigenacao reduziu significativamente o consumo de Oo..
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Esse efeito foi prevenido nas mitocondrias previamente incubadas com a substancia
X antes da hipoxia/reoxigenacao (Figura 25B). A figura 25C mostra que o consumo
de Oz pelo complexo | em seu estado Il (fosforilativo) foi menor no grupo aBK, quando
comparado ao CTRL. A reducdo do consumo de Oz apos hipoxia/reoxigenacéo foi

atenuada nas mitocondrias pré-incubadas com a substancia X (Figura 25C).

No caso do complexo Il, em seu estado I, o consumo de Oz pelas mitocondrias
foi similar nos grupos aBK, hipdxia/reoxigenagao e hipoxia/reoxigenacao+aBK, mas
significativamente menor quando comparados ao CTRL (Figura 25D). J4 no estado
[ll, n&o foi observada diferencas entre os grupos (Figura 25E). O consumo de O2 no
estado IV também néo apresentou diferengas significativas entre os grupos (Figura
25F).

Em relacdo a producdo mitocondrial de ATP, o grupo CTRL apresentou
producao significativamente maior em relacdo ao grupo aBK. A hipdxia/reoxigenagao
minimizou essa producao, enquanto a pré-incubacdo com a substancia X, antes da
hipoxia/reoxigenacao, foi capaz de reduzir esse efeito (Figura 26A). A producéo de
ROS foi menor no grupo CTRL, em comparagdo ao grupo oBK. A
hipoxia/reoxigenacdo estimulou o aumento na producdo de ROS, enquanto a pré-
incubacdo das mitocondrias com a substancia X, antes da hipdxia/reoxigenacao,
preveniu esse aumento (Figura 26B). A razdo ATP/ROS foi menor no grupo aBK,
gquando comparada ao grupo CTRL. A hipoxia/reoxigenacdo reduziu
significativamente a razdo ATP/ROS, que foi prevenida quando as mitocondrias foram

pré-incubadas com a substancia X (Figura 26C).

A figura 26D mostra que o0 extravasamento de prétons aumenta em
mitocbndrias incubadas com a substadncia X em condicdes de norméxia. O
extravasamento de protons apos hipoxia/reoxigenacédo apresentou um forte aumento,
que foi prevenido em mitocondrias pré-incubadas com a substancia X antes da
hipoxia-reoxigenagéo. Junto com a figura 25, esses dados sugerem que a ativacao do
canal BKca mitocondrial pela substancia X foi capaz de prevenir/atenuar os efeitos

promovidos pela hipoxia/reoxigenacgao.
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Figura 25. Consumo de O2 em mitocondrias submetidas a hip6xia/reoxigenagdo. Em A,
respiracdo basal (estado | do complexo 1); em B, estimulacdo por glutamato/malato (estado Il do
complexo 1); em C,estimulagdo por ADP (estado Il do complexo | — estado fosforilativo); em D,
respiracdo do complexo Il estimulada por succinato (estado | do complexo Il); em E, respiragédo
estimulada por ADP (estado 11l do complexo Il — estado fosforilativo); em F, respiragdo do complexo IV
estimulado por TMPD e ascorbato, e desacoplamento maximo de oxigénio induzido por FCCP. Valores
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apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs CTRL; *** p < 0,001 vs CTRL; ### p < 0,001 Hip/Reox.
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Figura 26. Produtos e caracteristicas de mitocéndrias submetidas a hipéxia/reoxigenagcdo. Em
A, producdo de ATP; em B, produgdo de ROS; em C, razdo ROS/ATP; em D, extravasamento de
elétrons. Valores foram apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs CTRL; ** p < 0,001 vs CTRL;
# p < 0,05 vs Hip/Reox; ### p < 0,001 vs Hip/Reox. n = 10.

Em relagdo aos efeitos do ativador de canal BKca no potencial transmembrana

e turgescéncia (inchaco) mitocondrial, na presenca de 10 uM de Ca?* e 2 uM de

oligomicina, bem como em condi¢fes de hipoxia/reoxigenagéo, a substancia X reduziu

a turgescéncia induzida por 10 yuM de Ca?"*. Inicialmente houve rapido aumento, que

se estabilizou em um platd com valores inferiores ao controle com a mesma
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concentracdo da Ca?*. A linha tracejada representa as mitocondrias incubadas com
FCCP — um controle positivo para a turgescéncia maxima (Figura 27A). A figura 27B
mostra que o ativador de canal BKca preveniu a despolarizacdo induzida pelo Ca?*;
no entanto, a despolarizagéo induzida pela substancia X foi superior a linha de base

(linha tracejada, sem Ca?*).

A oligomicina foi utilizada para inibir a atividade da ATP sintase na presenca do
ativador de canal BKca (Figura 27C). Na presenca da substancia X e oligomicina foi
observado inicialmente um rapido aumento de turgescéncia, seguido por um periodo
de incremento mais suave, o que n&o foi observado em presencga de oligomicina sem
a substancia X (CTRL). A linha tracejada indica o controle positivo, em presenca de
FCCP. Em relacdo ao potencial de membrana, em presenca da oligomicina sem a
substéncia X foi observada hiperpolarizagcdo mitocondrial. Porém, na presenca da
substancia X ocorre uma despolariza¢do gradual, seguida da formagéao de um plato,
ap6s 6 minutos de experimento (Figura 27D).

ApOGs hipoxia/reoxigenacdo as mitocondrias também um rapido aumento de
turgescéncia, que foi atenuado quando em presenca da substancia X, embora tenha
apresentado valores superiores aos do grupo CTRL (sem hipoxia/reoxigenacéo),
como mostrado na figura 27E. A figura 27F mostra que o potencial transmembrana
mitocondrial, quando em hip6xia/reoxigenacédo, apresentou despolarizacdo ao longo
do tempo. Contudo, em presenca da substancia X essa despolarizacao foi reduzida
significativamente, embora sem atingir valores proximos aos do controle (CTRL, sem

hip6xia/reoxigenagéo).
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Figura 27. Turgescéncia mitocondrial e potencial transmembrana (AW). A, turgescéncia
mitocondrial induzida por 10 uM de Ca®* em mitocondrias incubadas com a substancia X. As linhas
tracejadas indicam o FCCP como um controle positivo para turgescéncia maxima; B, Despolarizagao
mitocondrial induzida por 10 uM de Ca?* em mitocdndrias incubadas com a substancia X. A linhas
tracejadas indicam experimento sem Ca?*; C, turgescéncia em mitocéndrias incubadas com oligomicina
e substancia X. A linha tracejada indica o controle positivo em presenca de FCCP; D, AW em
mitocOndrias incubadas com oligomicina e substancia X; E, turgescéncia mitocondrial induzida por
hipoxia/reoxigenac¢@o na presenca da substancia X. A linha tracejada indica o controle positivo na
presenca de FCCP; F, Depolarizacdo mitocondrial induzido por hipéxia/reoxigenacdo, em mitocondrias
incubadas com a substancia X. Valores apresentados como média + EPM. *p < 0.05 vs CTRL; @p <

0.05 vs sem Ca?*, & p < 0.05 vs sem oligomicina; # p < 0.05 vs Hip/Reox.



82

Em relagdo ao efeito da substancia X na capacidade de retencdo de Ca** e
potencial de membrana (AW) mitocondrial, foi avaliada como a ativagao do canal BKca
pela substancia X influencia a dinamica do Ca?* mitocondrial e do potencial de
membrana mitocondrial, na presenca de concentracées crescentes de Ca?*. A figura
28A mostra os tragados representativos do AW de mitocondrias isoladas, nas
seguintes condigodes: (1) CTRL, sem tratamento; (2) 4 uM de Ciclosporina A; (3) 1 uM
de substancia X (aBK); e (4) 100 nM de iberiotoxina (IbTx). Em (3), o tragado mostra
que o AW mitocondrial se despolarizou rapidamente na presenca do ativador de canal
BKca (visualizado pela reducéo na fluorescéncia do TMRM), seguido de estabilizagéo
sem exibir despolarizacdo progressiva. Este padrdo néo foi observado nas demais
condi¢des, nas quais ocorreram uma despolarizacao progressiva de baixa intensidade
(tracado 1) ou ndo houve despolarizagao (tracados 2 e 4). A quantificacéo do potencial
de membrana € mostrada na figura 28D, com os valores do AY ao inicio e ao final do
experimento. Os dados mostram que a substancia X induziu despolarizacéao
significativa do AW mitocondrial ao final do experimento, em comparagdo com 0s

demais grupos.

A Figura 28B mostra tracados representativos da dindmica do Ca?* mitocondrial
nas seguintes condigdes: (1) CTRL, sem tratamento; (2) 4 uM de ciclosporina A; (3) 1
MM de substancia X (aBK); (4) 100 nM de IbTx; (5) aBK, no inicio do experimento; e
(6) aBK+IbTx. O tragado 5 mostra que a substancia X adicionada no inicio do ensaio
impediu completamente a absorcdo de Ca?*. Quando alguns pulsos de Ca?* foram
fornecidos as mitocéndrias, seguidos da adicdo da substancia X, foi observado
aumento na fluorescéncia, mesmo sem adi¢do de mais Ca?* (indicado por asterisco,
no tracado 3), sugerindo que alguma quantidade de célcio foi liberada pelas
mitocondrias quando em presenca do ativador de canal BKca. O bloqueador seletivo
para canal BKca, IbTX, ndo bloqueou o efeito da substancia X nas mitocondrias
isoladas (tracado 6). A figura 28C mostra a quantificacdo da capacidade mitocondrial
de retencédo de Ca?*, demonstrando que a substancia X impede a absorcdo de Ca?*
pelas mitocondrias. A Figura 28E mostra a cinética de absorcdo de Ca?' pelas
mitocondrias no inicio e ao final dos ensaios. Os resultados nédo apresentaram
diferengas entre os grupos, exceto para o grupo aBK, no qual, por ndo apresentar

capacidade de retencéo, a cinética foi igual ao tempo total do experimento.
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Figura 28. Potencial de membrana mitocondrial (AW) e retengao de Ca2+ em mitocdndrias
isoladas, em presenca de concentracfes crescentes de Ca2+. A, tracados representativos da
dindmica do AW mitocondrial. Tragado 1: controle sem tratamento; tracado 2: mitocéndrias isoladas
incubadas em 4 yM de CSA, como controle positivo para bloqueio do poro de transigado mitocondrial;
tracado 3: mitocéndrias isoladas incubadas com a substancia X depois de 3 ou 4 picos de Ca?*; tracado
4: mitocondrias incubadas com IbTx. B, tracados representativos da dindmica de retencdo de Ca?*
mitocondrial. tracado 1: controle sem tratamento; tracado 2: mitocondrias isoladas incubadas com 4 yM
de CSA, como controle positivo para bloqueio do poro de transigdo mitocondrial; tracado 3: mitocéndrias
incubadas com a substancia X depois de 3 picos de Ca?*. O asterisco ao lado do colchete indica o
aumento da fluorescéncia depois da incubacédo das mitocéndrias com o ativador do canal BKCa, sem
adicao de Ca?*; tracado 4: mitocdndrias incubadas com IbTx, desde o comeco do experimento; tracado
5: mitocdndrias incubadas com a substancia X desde o inicio do experimento; tragado 6: mitocéndrias
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incubadas com IbTx + aBK desde o inicio do experimento. As setas representam cada adicdo de Ca?*.
C, quantificacdo da capacidade mitocondrial de retencdo de Ca?* (antes: anterior ao pico de Ca?*;
depois: ap6s 3 ou 4 picos de Ca?*). D, quantificagdo do AW mitocondrial. E, quantificagdo da cinética
de absorcéo de Ca?* pelas mitocdndrias. O quadro representa como foi medido. As colunas inicio e
final representam o inicio e final do experimento, respectivamente. Valores apresentados como média
+ EPM. *p < 0.05; *** ou ### p< 0,001.
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7. DISCUSSAO

Neste estudo, mostramos que o tratamento cronico com a substancia X, um
potente e seletivo ativador de canais de potassio de alta condutancia sensiveis ao
calcio, teve efeitos terapéuticos no modelo experimental de hipertensédo arterial
pulmonar.

O modelo experimental utilizado foi o da hipertenséo arterial pulmonar induzida
por uma unica dose de monocrotalina em rato macho jovem. Apesar de haverem
outros modelos classicos, como a hipOxia cronica e o Sugen5416+hipdxia, este
modelo € o mais comumente utilizado em estudos pré-clinicos da HAP, em raz&o da
facilidade técnica, rapidez e baixo custo de implementacdo do modelo experimental
(ao contrario do Sugen5416+hipdxia). Além disso, apresenta diversas caracteristicas
fisiopatolégicas similares as observadas em pacientes com HAP, como o
remodelamento vascular pulmonar e ventricular direito, bem como o aumento de
MPAP (Boucherat et al., 2022; Stenmark et al., 2009).

Dados da literatura mostram que, a partir do décimo quarto dia apés a injecédo
de monocrotalina, ja é possivel observar alteracdes hemodinamicas e vasoconstri¢ao,
assim como alteracdes morfoldgicas nas células endoteliais da artéria pulmonar. Da
mesma forma, apés 28 dias, a HAP se instala em sua forma severa (0 que ndo ocorre
no modelo de hip6xia crdnica), marcada pela insuficiéncia ventricular direita, que
normalmente leva os animais hipertensos a 6bito (Bueno-Beti et al., 2018; Rafikova et
al., 2016). Em nosso estudo, o éxito no estabelecimento do modelo experimental de
HAP, mediante a inje¢cdo de uma uUnica dose de monocrotalina (60 mg/kg), foi
evidenciado pela observacdo do desenvolvimento de alteracdes cardiacas,
hemodinamicas e biométricas, como hipertrofia ventricular direita e consequente
aumento do intervalo QT do eletrocardiograma, aumento da PSVD e congestao
pulmonar, além da diminuicdo da taxa de sobrevida. Todas essas alteracdes séo
caracteristicas do desenvolvimento da HAP e compativeis com aquelas apresentadas
na literatura (Ferraz et al., 2020.; Gomez-Arroyo et al., 2012; Huxtable, 1990;

Nogueira-Ferreira et al., 2015).

Neste estudo, o agente terapéutico avaliado foi a substancia X, uma mistura
racémica de dois enantibmeros (Y e Z), com a¢ao ativadora em canais de potassio de

alta condutancia, sensiveis ao calcio. Ponte e colaboradores (2012) mostraram que a
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substancia X e seu enantibmero Z causam vasodilatacdo em anéis de aorta de ratos
normotensos, quando pré-contraidos com fenilefrina, na presenca ou auséncia de
endotélio, evidenciando que o efeito vasodilatador ocorre por agdo desses ativadores
na musculatura lisa vascular, na qual os canais BKca sdo amplamente expressos
(Tanaka et al., 2004). Dado que, o endotélio é essencial na regulacdo do ténus
vascular, inclusive o pulmonar, ha a possibilidade de as duas tetrahidroquinolinas
estarem atuando também nas células endoteliais, hiperpolarizando-as e promovendo
a vasodilatagcdo mediada por 6Oxido nitrico (NO). O NO, além da vasodilatacéo,
também tem acdo antiproliferativa, antiplaquetaria e anti-inflamatoria, contribuindo
para a reducédo do tdnus e melhora do remodelamento vascular (M. A. Hill et al., 2010;
Lei et al., 2013).

Neste estudo, a substancia X foi administrada durante quatorze dias, a partir
do 14° dia de inducdo da HAP pela monocrotalina. A dose de substancia X (28
mg/kg/dia) administrada aos animais foi igual aquela administrada em nosso estudo

anterior (Ferraz et al., 2020).

Poucos sdo os estudos envolvendo a ativacdo do canal BKca € a HAP.
Revermann e colaboradores (2014) utilizaram o ativador de canal BKca NS1619, por
via inalatéria, como ferramenta terapéutica para o tratamento da HAP induzida por
monocrotalina em ratos. O protocolo consistia em avaliar o efeito agudo do NS1619,
apos 30 e 120 minutos de inalacéo, no 24° dia apds a indu¢édo da HAP. O grupo de
pesquisadores observou que o tratamento com NS1619 reduziu as pressoes sistélica
e média do VD, aumentou a PaOz2, o pH plasmético e diminuiu a PaCO2. J&4 em estudo
prévio de nosso laboratério, Ferraz e colaboradores (2020) mostraram que o
tratamento com a substancia X, no mesmo modelo experimental de HAP em ratos, foi
eficiente em melhorar diversos parametros dos animais hipertensos, tratados por via
oral durante quatorze dias, a partir do 14° dia de inducdo da HAP. O grupo observou
a melhora na tolerancia ao esfor¢co, na PSVD, no remodelamento vascular e

ventricular, entre outros parametros.

No presente estudo, observamos que o ativador de canal BKca utilizado,
substancia X, reduziu a mortalidade dos animais hipertensos que receberam o
tratamento por duas semanas, quando comparados aos animais hipertensos que

receberam apenas o veiculo. Esse mesmo padrdo foi observado por Ferraz e
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colaboradores (2020), e por outros trabalhos utilizando o modelo de monocrotalina
(Gomez-Arroyo et al., 2012; Nogueira-Ferreira et al., 2015). Importante ressaltar que
0s animais do grupo controle que receberam o tratamento com a susbtancia X também

apresentaram 100% de sobrevida.

Em relacéo ao peso corporal, os animais hipertensos nao tratados (grupo MCT)
apresentaram menor percentual de ganho de peso, quando comparados aos outros
grupos, que tiveram ganho de peso similar (resultado semelhante ao observado por
Ferraz e colaboradores (2020)). Possivelmente, o menor percentual de ganho de peso
do grupo hipertenso nédo tratado se deve ao maior esforco respiratério que esses
animais exercem por conta da progressao da doenca.

Outro parametro avaliado foi a duracéo do intervalo QT do eletrocardiograma,
expresso em valores corrigidos (QTc). Neste estudo, observamos que nos ECGs
registrados previamente a indugdo da HAP, os intervalos QTc dos animais ndo
apresentaram diferencas significativas entre os grupos. J& os registros de ECG
realizados quatorze dias ap0s a injecdo de monocrotalina, mostram que apenas 0s
dois grupos com animais hipertensos tiveram aumento do intervalo QTc. Apds
quatorze dias de tratamento com o ativador de canal BKca, apenas os animais que
receberam a substancia X tiveram a progressao do intervalo QTc inibida, ao passo
gue os animais hipertensos, que receberam apenas o veiculo, apresentaram aumento
do intervalo QTc. O prolongamento do intervalo QT € uma alteracao caracteristica da
hipertrofia cardiaca e esta presente tanto em animais com HAP induzida por
monocrotalina (Piao et al., 2010; Rich et al., 2013), quanto em pacientes com HAP
(Hong-Liang et al., 2009) estando correlacionado com a hipertrofia ventricular direita.
O aumento do intervalo QT reflete o prolongamento da duracdo dos potenciais de
acao ventriculares, decorrente de mudancas na expressao de canais de K~
dependentes de voltagem e consequente reducdo das correntes repolarizantes.
Intervalo QT prolongado é marcador clinico de risco de surgimento de arritmias
cardiacas e morte subita (Muensterman & Tisdale, 2018) . Alguns estudos sugerem
como tratamento para a HAP o uso de agentes que atuem de forma semelhante ao
ativador de canal BKca, melhorando essa alteracao eletrocardiogréafica (Benoist et al.,
2012; Rich et al., 2013; Temple et al., 2014).

Uma das caracteristicas mais marcantes na HAP é a elevacao da mPAP, que

se encontra acima de 20 mmHg. No modelo animal, dada a maior dificuldade para a
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medicdo da mPAP, se utiliza a medida da PSVD, que apresenta valores semelhantes
aos encontrados na clinica. Nosso estudo mostrou que o tratamento com a substancia
X reduziu a PSVD para valores, inclusive, inferiores a 20 mmHg, enquanto os animais
do grupo MCT néo tratados apresentavam valores trés vezes maior. O mesmo foi
mostrado por Ferraz e colaboradores (2020). Fato interessante € que, nos animais
controle que receberam sé o tratamento com a substancia X, ndo foi observada

alteracdo na PSVD, que também se manteve em torno de 20 mmHg.

E importante ressaltar que, o uso de substancias vasodilatadoras no tratamento
da HAP deve ser administrado com cautela, pois elas podem causar hipotensao
sistémica, agravando ainda mais a disfuncao pulmonar (Fox et al., 2018; Reffelmann
& Kloner, 2006). Dados prévios do nosso grupo ja haviam demonstrado que a
substancia X é eficiente em reduzir a PSVD, porém, sem nenhum efeito hipotensor
sistémico (valores de pressao sistémica sistdlica, diastélica e média ndo se alteraram),
tanto em animais com HAP, quanto em animais normotensos. Agora, demonstramos
gue 0s animais normotensos tratados com a substancia X também ndo sofreram

alteracdes na PSVD.

Em relacdo aos parametros biométricos, ndo foi observada diferenca
significativa entre 0os grupos quanto ao peso relativo do coracao; porém, o VD dos
animais hipertensos nédo tratados mostraram aumento significativo comparado aos
demais, ao final dos 28 dias, indicando hipertrofia ventricular direita, caracteristica da
HAP. O grupo hipertenso tratado com substancia X também apresentou aumento no
tamanho do VD, porém, em intensidade menor que a apresentada pelos animais do
grupo MCT. Esse dado sugere que o VD dos animais desse grupo pode ter iniciado a
hipertrofia no periodo anterior ao inicio do tratamento, e a substancia X preveniu a
progressao desse quadro. A menor hipertrofia do VD pode estar associada a reducao
da sobrecarga de pressao, decorrente do vasorelaxamento induzido pelo ativador de
canal BKca. Adicionalmente, a reducado no remodelamento cardiaco e vascular pode
estar associada a hiperpolarizacdo causada pela ativagdo dos canais BKca, a qual tem
efeito antiproliferativo e apoptético, por diminuir a atividade dos canais de Ca?* tipo L,
o que reduz o influxo de Ca?* e, consequentemente, diminui a concentracédo de Ca?*
nas células cardiacas e vasculares (Ferraz et al., 2020.; Krick et al., 2001; Revermann
et al., 2014; Yun et al., 2010).
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Em relacdo ao peso relativo do pulméo, foi observado aumento nos dois grupos
de animais hipertensos (MCT e MCT+aBK). Diferente do observado por Ferraz e
colaboradores (2020), a substancia X ndo reverteu esse parametro, sugerindo uma
possivel congestdo pulmonar. O peso relativo do figado ndo apresentou diferenca
entre 0s grupos, exceto o grupo controle tratado, cujo aumento foi significativo. Na
HAP, com o aumento da resisténcia vascular pulmonar e consequente sobrecarga e
disfuncéo do VD, é esperado o aumento de volume e peso desses 0rgaos, dificultando
a difusdo de Oz, causando dispneia e induzindo atrofia dos hepatdcitos (Naeije et al.,
2022). Neste estudo, o aumento do peso relativo do figado foi observado somente no
grupo controle tratado. Para confirmar se essa alteracdo, de fato, ocorre, seria
necessario realizar a relacéo entre o peso seco e peso umido do 6rgéo, ja que nenhum

dos demais grupos apresentou 0 mesmo padrao.

Na HAP, é bem conhecido o aumento do ténus vascular, com diminuicdo da
capacidade vasodilatadora, especialmente pela reducéo da biodisponibiliade de NO
(Vazquez & Klinger, 2020). Estudos mostram que artérias pulmonares da ratos com
HAP induzida por monocrotalina sdo menos responsivas a acetilcolina (Ferraz et al.,
2020; Pereira et al., 2013), o que néo foi observado neste estudo. Aqui, a analise da
reatividade dos anéis de artéria pulmonar mostrou que as curvas concentracao-
resposta a acetilcolina dos quatro grupos foram semelhantes entre si. Um mecanismo
gue, possivelmente, explicaria o relaxamento observado no grupo MCT, seria uma
maior sensibilizacdo da musculatura lisa vascular, frente a disfuncdo endotelial
(Shiraki et al., 2001); porém, esse experimento precisaria ser realizado novamente.
Comparando os ICso, observamos que as artérias pulmonares dos animais que
receberam o tratamento com a substancia X, tanto os hipertensos quanto os controles,
apresentaram maior capacidade de relaxamento (menor ICso; 2.41 uM e 2.14 uM,
respectivamente), sugerindo que a ativagcao cronica de canais BKca melhora a funcao

endotelial.

Quando os anéis de artéria pulmonar foram estimulados com concentracdes
crescentes de nitroprussiato, um doador de NO (Friederich & Butterworth, 1995), todos
0S grupos apresentaram, em determinada concentracdo maxima, relaxamento de
100%. O grupo hipertenso-nao tratado (MCT) apresentou o menor ICso (6 nM). Os
grupos controle (CTRL) e hipertenso tratado (MCT+aBK) mostraram valores similares

de ICso0 (27.6 € 28 nM), enquanto o grupo controle tratado (CTRL+aBK) apresentou o
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maior ICso (72.9 nM). Este resultado sugere que no grupo controle tratado houve
liberacdo excessiva de NO e a alta concentracdo de NO pode ter levado a producéo
de peroxinitrito, uma espécie reativa de oxigénio que contribui para alteracdes na

funcao vascular (Griendling et al., 2021; Tousoulis et al., 2012).

O relaxamento de anéis de artéria pulmonar foi também estimulado com
concentracfes crescentes da substancia X. Este protocolo foi realizado na auséncia
e na presenca de ODQ, um potente e seletivo inibidor da guanilato ciclase soluvel
(sGC). O NO se liga a sGC, que entdo catalisa a conversdao de GTP em GMP ciclico,
que ativa a proteina quinase G, levando a reduc¢éo do ténus vascular. Portanto, o ODQ
inibe esse mecanismo, impedindo o relaxamento vascular (Dupont et al., 2014;
Tousoulis et al., 2012).

Na auséncia do ODQ, os anéis de artéria pulmonar de todos o0s grupos
responderam de forma semelhante, mostrando que o relaxamento induzido pela
substancia X foi independente do tratamento prévio recebido pelos animais dos
diferentes grupos experimentais. J& na presenca de ODQ, a vasodilatacdo promovida
pela substancia X foi drasticamente reduzida (aproximadamente, cinco vezes menor),
mostrando a importancia do NO na vasodilatacdo mediada pela ativacdo do canal
BKca. Além disso, mostra a importancia da ativacdo do canal BKca ha modulacéo do

tonus vascular.

Na HAP, outro fator importante na sua patogénese é a disfuncao mitocondrial.
As mitocondrias séao a principal fonte produtora de energia no organismo, e alteracoes
em sua funcéo levam, entre outras mudancas metabdlicas, ao aumento na producéo
de espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo, maximizacdo de respostas
inflamatorias e desordens celulares na vasculatura pulmonar (Zhang et al., 2022). Na
base dessas alteracdes, esta a cadeia transportadora de elétrons, formada por uma
série de complexos que permitem o fluxo de elétrons através deles, gerando um
gradiente de protons, necessario para a sintese do ATP. Estudos diversos ja
demonstraram que na HAP, tanto em pacientes humanos quanto em modelos
animais, ocorrem modificacdes na atividade/expressdo dos complexos da cadeia
transportadora (Rafikov et al., 2015; Rafikova et al., 2018)

Na HAP, o aumento da resisténcia vascular pulmonar aumenta a pds-carga do

ventriculo direito, levando a hipertrofia e insuficiéncia cardiaca direita (Cassady &
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Ramani, 2020; Singh & Lakshminrusimha, 2021). A disfuncdo mitocondrial € o
principal contribuinte para o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (Murphy,
2016). Neste estudo, avaliamos se o tratamento com o ativador de canais BKca
previne a disfuncdo mitocondrial em cardiomiécitos de ratos com HAP induzida por

monocrotalina.

Adicionalmente, avaliamos em mitocondrias isoladas de coracdes de
camundongos, o efeito direto da ativacdo de canais BKca pela substancia X sobre a
funcdo mitocondrial em condi¢cdes de normodxia ou hipoxia/reoxigenacédo. Observamos
que, na auséncia de Ca?*, o consumo de O2 mitocondrial do grupo aBK foi menor nos
estados Il e Ill do complexo I, e Il do complexo Il, quando comparados aos seus
respectivos controles. Nessa mesma condigao, o grupo aBK mostrou menor producao
de ATP, maior producédo de ROS, maior razdo ROS/ATP e maior extravasamento de
protons, sugerindo que a ativagdo dos canais BKca foi capaz de reduzir a funcdo
mitocondrial. Em estudos envolvendo a atividade da cadeia e seus complexos em
cardiomidcitos de animais com HAP experimental, foi visto que a atividade do
complexo Il estava aumentada, levando ao aumento na producédo de ROS (Mouchaers
et al., 2009; Redout et al., 2007). Assim, esse dado implicaria que a diminuicdo da
atividade do complexo Il gerada pela ativagéo do canal BKca poderia promover alguma

espécie de protecdo quanto ao desenvolvimento da HAP.

De forma interessante, observamos que o a ativacao dos canais BKca levou ao
aumento na producdo de ROS. Estudos sugerem que a abertura do mitoBKca, frente
a um influxo submaximo de potassio (através do ativador NS1619), causa a producao
de ROS, como resposta a um aumento no fluxo de elétrons (Heinen et al., 2007).
Apesar de ser amplamente reconhecido que aumento do nivel de ROS causa danos
teciduais, ha certo nivel de aumento de ROS considerado benéfico, necessario para
estimular a capacidade antioxidante celular, além de induzir a produgdo de enzimas
antioxidantes (Huang & Li, 2020; Raaz et al., 2014).

N&o foram observadas diferencas entre os grupos no consumo de O:2 pelo
complexo 1V, indicando que as mitocondrias exibiram viabilidade semelhante

(desacoplamento maximo) entre 0s grupos.

Na presenca de 5 nM de Ca?*, nos estados Il e lll do complexo |, a manobra de

hipoxia/reoxigenacao reduziu significativamente o consumo de O2 pelas mitocondrias
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do grupo controle, enquanto no grupo aBK, a ativagcdo do canal pela substancia X
preveniu esse evento. Em relacéo a producao de ATP, o grupo controle se apresentou
significativamente maior em relagdo ao grupo aBK. A hipoxia/reoxigenagéo minimizou
essa producéo, e a ativagao do canal BKca reduziu esse efeito; quanto a producéo de
ROS, a do grupo controle foi menor, enquanto a hipdxia/reoxigenacao estimulou o
aumento na quantidade de ROS. A ativacdo do canal BKca também preveniu esse
aumento. O mesmo foi observado na relagdo ATP/ROS e no extravasamento de
protons. Esses dados mostram que, no estado de normoéxia, a ativacdo do canal
mitoBKca reduziu a fungdo mitocondrial, enquanto em presenca de
hipoxia/reoxigencdo a ativacdo do canal levou a um pré-condicionamento da
mitocondria, melhorando as suas funcdes. Isso sugere que a ativacdo do canal
conferiu estabilidade a mitocondria, de forma a manter suas fungdes preservadas,

especialmente frente a um estimulo danoso, como a hipoxia.

A hipoxia € um importante fator na patogénese da HAP. Nesse estado, 0s
canais idnicos mitocondriais da vasculatura pulmonar sao drasticamente afetados,
alterando diversas funcfes nas mitocéndrias, como a fosforilagdo oxidativa, a sintese
de ATP, a proliferacdo celular e apoptose (Wang et al., 2021; Zhang et al., 2022). A
capacidade de reversdo dos efeitos promovidos pela manobra de
hipoxia/reoxigenacéo, observados com a ativacao dos canais BKca pela substancia X,
nos sugere que, assim como os demais canais de K* mitocondriais, 0 BKca também é
responsavel por manter a estabilidade mitocondrial, garantindo a expressdo de
enzimas relacionadas ao metabolismo energético e protecdo celular. Assim, n0ossos
dados sugerem que, de forma semelhante ao do canal Kare mitocondrial, a ativacao
dos canais BKca mitocondriais pode reduzir o metabolismo das mitocondrias, quando
em situacdo patolégica, como a hipdxia na HAP, protegendo as mitocéndrias de
alteracdes funcionais e eventos isquémicos (Heinzel et al., 2005; Heusch et al., 2015;
Zhang et al., 2022).

A ativacéo do canal BKca pela substancia X também minimizou a turgescéncia
mitocondrial, seja induzido por 10 pM de Ca?', por oligomicina ou por
hip6xia/reoxigenacédo, além de prevenir a despolarizacéo induzida pelo Ca?*. Esses
resultados sugerem que o influxo de K* gerado pelos canais BKca causou
despolarizacdo da membrana interna e, consequentemente, reduziu o impulso de

entrada de Ca?* nas mitocondrias, atenuando a turgescéncia e a despolarizacdo do
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potencial transmembrana. O Ca?* é um ion essencial para o metabolismo celular e,
assim como o reticulo, a mitocondria também tem capacidade de armazena-lo. Apesar
de ser essencial para diversos processos na mitocondria (como a producéao de ATP),
em situagfes patoldgicas, como a HAP, o aumento excessivo na concentra¢do do
Ca?* intracelular — assim como de ROS - séo fatores que podem promover a abertura
do poro de transicao de permeabilidade mitocondrial (MPTP); quando aberto, a agua,
ions e outras moléculas com até 1,5 kDa tem livre passagem para o interior da matriz
mitocondrial, “inchando” a organela e modificando sua estrutura — a turgescéncia.
Essas alterac6es culminam no processo de apoptose (Skulachev, 1996; Wakabayashi
& Karbowski, 2001).

Por ultimo, foi observado que a ativacdo do canal BKca despolarizou
rapidamente AW mitocondrial, visto pela reduc¢ao na fluorescéncia do TMRM, sem
despolarizacdo progressiva. Também, a capacidade de retencdo de Ca?' das
mitocondrias foi avaliada, mostrando que a substancia X impediu a absor¢do do Ca?*.
No momento em que alguns pulsos de Ca?' eram fornecidos as mitocondrias,
seguidos de exposicao a substancia X, houve aumento na fluorescéncia, porém, sem
adicdo de mais Ca?". Isso sugere que havia alguma quantidade de Ca?' sendo
liberada das mitocondrias quando em presenca do ativador do canal BKca. Fato
interessante € que, quando as mitocéndrias foram incubada com a substancia X, a
IbTx ndo bloqueou esse efeito. Isso pode ter ocorrido devido a concentracdo de IbTx
utilizada; como o canal se localiza na membrana interna da mitocondria, a

concentragdo em questéo néo foi suficiente para atingir o canal.

Esses dados mostram que a ativagcdo dos canais BKca pela substancia X
impediu a captacdo de Ca?* pelas mitocdndrias, além de expulsar o Ca?* previamente
absorvido. Isso é particularmente curioso, uma vez que o0 aumento na concentracao
de Ca?* pode ativar os mecanismos associados a formacgédo e abertura do MPTP, e
seus efeitos prejudiciais consequentes. Mecanicamente, o Ca?* pode ter sido
extrudado devido a abertura do MPTP. No entanto, é conhecido que essa abertura
gera dissipacdo do gradiente eletroquimico de protons, assim como interrupgdo na
sintese de ATP (Szabo & Zoratti, 2014) — o que néao foi observado em nosso estudo.
O ativador de canal BKca preservou as fungdes mitocondriais, manteve a turgescéncia
e o potencial de membrana em valores mais proximos aos das mitocondrias controle

do que das que passaram por hipdxia/reoxigenagao.
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Estudos ja demonstraram que o MPTP expele Ca?*, e o modo reverso do
uniportador deste ion também pode ter essa funcdo (De Marchi et al., 2014; Montero
et al., 2001). O uniportador é considerado um transportador que permite a entrada do
Ca?* na matriz interna da mitocondria, com baixa seletividade ao ion. Essa
seletividade aumenta a medida que a concentracdo de Ca?* citosélico também
aumenta (Szabo & Zoratti, 2014). Montero e colaboradores (2001) demonstraram que o
uniportador pode liberar Ca?* em seu modo reverso, dependendo da concentracédo de

Ca?* extramitocondrial e de uma alta concentracédo de K* no interior da mitocondria.

A figura 29 é um resumo gréfico representando 0s mecanismos propostos pela

ativacéo do canal BKca neste trabalho.
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Figura 29. Resumo grafico dos experimentos realizados. Em ratos com HAP induzida por MCT, o
tratamento diario, por 14 dias, com a substancia X (ativador dos canais BKca) melhorou a sobrevida do
animais, o ganho de peso, a reatividade da artéria pulmonar, reduziu a duracdo do intervalo QTc, a
PSVD e a hipertrofia do VD; também, o mesmo ativador, em mitocondrias isoladas de cardiomiécitos
de camundongos, frente a hipoxia/reoxigenacao, preveniu a perda de fungao mitocondrial, aumentando
a producgédo de ATP e diminuindo a produgédo de ROS, turgescéncia e captacdo de Ca*?. A melhora das
funcBes mitocondriais leva a menor proliferagdo celular e melhora do remodelamento tecidual,
caracteristicas que sdo importantes na patogénese da HAP. MCT = monocrotoalina; HAP = hipertensao
arterial pulmonar; PSVD = pressao sistélica do ventriculo direito; VD = ventriculo direito; ME =
membrana externa; EIM = espaco intermembranar; Ml = membrana interna; MM = matriz mitocondrial.
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8. CONCLUSOES

Os efeitos terapéuticos da substancia X, pela ativacdo de canais BKca nas células

vasculares e cardiacas, propiciou acdo anti-hipertensiva na vasculatura pulmonar,

inibindo o desenvolvimento de hipertrofia mal adaptativa do ventriculo direito,

prevenindo a insuficiéncia cardiaca direita e consequentes alteracdes elétricas

cardiacas, além de prevenir alteracdes no metabolismo mitocondrial, resultando assim

em maior sobrevida dos animais.

9. LIMITACOES DO ESTUDO

Embora a HAP induzida por monocrotalina em ratos machos seja um modelo
padrédo para o estudo da doenca, este tem como limitacdo o fato de ndo gerar
lesdes plexiformes, caracteristica da doenca em humano. Na proposta inicial,
pretendiamos repetir o estudo em outro modelo experimental de HAP, no caso
o modelo de HAP induzida por hipéxia e SUGEN, mas, o periodo de pandemia
do covid-19 e o aumento do custo de importacdo do SUGEN imp6és o adiamento
da implantacé@o desse outro modelo de HAP em nosso laboratério.

Os dados de avaliacdo da funcdo mitocondrial em coracdes de ratos
hipertensos tratados com a substancia X ficaram incompletos, pois quando 0s
animais dos grupos experimentais foram eutanasiados, os eletrodos do
oximetro se danificaram, impedindo realizar os ensaios de respiracao
mitocondrial. A importacédo de novos eletrodos demorou aproximadamente seis
meses e com a limitacao do prazo para defesa de tese nao foi possivel repetir
atualmente esses experimentos.

A similaridade na resposta vasodilatadora a acetilcolina e ao nitroprussiato de
sodio entre 0s grupos, na avaliacdo da reatividade vascular, pode ter ocorrido

devido ao pequeno numero de animais (n = 3) nesse experimento.

10. PERSPECTIVAS FUTURAS

Mais estudos acerca da atividade mitocondrial frente a ativagcao do canal BKca

pela substancia X, como por exemplo, expondo as mitocondrias a MCTP, e
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observando o efeito direto do metabdlito sobre elas e se o ativador ainda é
capaz de modula-lo.

Estudos in vivo para o conhecimento das propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas da substancia X.

Avaliacao da funcdo mitocondrial em coragdes de ratos hipertensos tratados
com a substéancia X, assim como aumento do n experimental para os dados de

reatividade vascular.
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