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RESUMO 

MARINS, Thais da Silva Barenco. Canal BKCa como alvo terapêutico na hipertensão 

arterial pulmonar: estudo pré-clínico em modelo experimental. Tese de Doutorado. 

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

 

A hipertensão arterial pulmonar (HAP) é uma doença progressiva e de difícil 

diagnóstico. Nela, é observada vasoconstrição das artérias e arteríolas pulmonares e 

remodelamento vascular, que levam ao aumento na resistência vascular pulmonar e 

nos valores de pressão da artéria pulmonar. As terapias existentes têm eficácia 

limitada, levando a altos índices de mortalidade; por isso, a busca de novas estratégias 

terapêuticas mais eficazes se faz necessária. Nesse contexto, o canal de potássio 

sensível ao cálcio, de alta condutância (canal BKCa), amplamente expresso na 

vasculatura pulmonar e na membrana interna de mitocôndrias cardíacas, surge como 

um novo alvo terapêutico. Assim, o objetivo deste trabalho é investigar os efeitos da 

ativação deste canal, por um ativador potente e seletivo (substância X), tanto em 

modelo experimental de HAP induzido por monocrotalina (MCT) em ratos quanto em 

mitocôndrias isoladas de cardiomiócitos de camundongos. Foi observado que, no 

modelo de HAP, animais tratados com a substância X tiveram melhora da pressão 

sistólica do ventrículo direito, da hipertrofia ventricular direita, na duração do intervalo 

QTc, da reatividade vascular, além de maior percentual de ganho de peso e sobrevida. 

Já nas mitocôndrias isoladas, a substância X se mostrou eficiente em modular a 

atividade dos complexos respiratórios, além de prevenir os danos causados por 

hipóxia/reoxigenação. Assim, este estudo mostrou os efeitos terapêuticos da ativação 

de canais BKCa pela substância X, sejam vasculares ou mitocondriais, e a importância 

desse canal no metabolismo mitocondrial e na patogênese de doenças como a HAP. 

Apesar do uso potencial desse ativador – e de outros capazes de ativar o canal BKCa 

– nenhum deles se encontra disponível para uso clínico, reforçando a importância do 

estudo sobre este canal como alvo terapêutico. 

 

Palavras-chave: Hipertensão Arterial Pulmonar; Disfunção mitocondrial; Canal BKCa; 

Substância 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 which 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. INTRODUÇÃO 

A Hipertensão Pulmonar (HP) se caracteriza como uma gama de condições 

clínicas crônicas e progressivas, que cursam com aumento gradativo da pressão 

arterial pulmonar, gerando sobrecarga no ventrículo direito (VD) com consequente 

disfunção cardíaca. Esses fatores são as principais causas de mortalidade e 

morbidade entre a população afetada, que corresponde a 1% da população mundial; 

dentre eles, 10% são idosos acima de 65 anos e 50% são pacientes com insuficiência 

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

Essas condições clínicas, como a Hipertensão Arterial Pulmonar (HAP) 

possuem poucas características em comum, sendo a principal para se chegar ao 

diagnóstico a pressão arterial pulmonar média (mPAP) acima de 20 mmHg (valores 

atualizados pelo 6º Simpósio Internacional em Hipertensão Pulmonar, 2019) (Hoeper 

et al., 2017; Humbert et al., 2019). 

 Sintomas característicos da HAP são fadiga, cansaço, dispneia e angina, todos 

inespecíficos, dificultando o diagnóstico, que é feito – principalmente – por 

Ecocardiografia Transtorácica (ETT). A identificação precoce da doença é o que 

garante melhores chances de sobrevivência e evolução clínica, já que quanto mais 

cedo o diagnóstico, menor a severidade da doença e melhor a resposta ao tratamento 

(Protocolo clínico e diretrizes terapêuticas, 2014; Humbert et el., 2019; Attanasio et 

al., 2020; Mandras; Mehta; Vaidya, 2020). 

O desenvolvimento e melhor disponibilidade das formas terapêuticas 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, os tratamentos existentes 

ainda são limitados, com a doença apresentando altas taxa de morbidade e 

mortalidade – o que reflete na necessidade de novas estratégias terapêuticas mais 

eficazes (Roderburg et al., 2021). Nesse contexto, a ativação dos canais de potássio 

de alta condutância sensíveis ao cálcio e a voltagem (canal BKCa) surgem como um 

potencial alvo para o tratamento da doença, já que se encontram amplamente 

expressos na vasculatura, sendo importantes moduladores do tônus miogênico 

(Tanaka et al., 2004). Assim, ativadores desse canal – a exemplo da substância X, 

que será utilizada neste trabalho – que sejam capazes de melhorar e/ou prevenir as 

alterações promovidas pela HAP ganham destaque.    
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Experimentalmente, muitos são os modelos animais de HAP (Boucherat et al., 

2022). Dentre aqueles que são considerados clássicos (hipóxia crônica, Sugen5416 

+ hipóxia, monocrotalina, monocrotalina + pneumonectomia), o modelo de 

monocrotalina (MCT) é amplamente utilizado, dada sua reprodutibilidade, facilidade 

técnica e obtenção de características compatíveis com a HAP humana severa (Hill et 

al., 2017).  

Assim, partindo de trabalhos anteriores deste grupo de pesquisa relacionados 

a substância X, HAP e ativação 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 relação, utilizando o 

modelo experimental de MCT. Também, considerando que o canal BKCa é encontrado 

na mitocôndria (MitoBKCa), e que a disfunção mitocondrial tem se mostrado importante 

fator no desenvolvimento da HAP, a ativação do canal foi avaliada frente a condições 

de normóxia e hipóxia/reoxigenação, em mitocôndrias isoladas de cardiomiócitos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. HIPERTENSÃO ARTERIAL PULMONAR 

Em 1951, Dresdale e colaboradores descreveram uma condição clínica 

associada a alterações cardiopulmonares, onde os pacientes cursavam com aumento 

da pressão arterial pulmonar e hipertrofia do ventrículo direito (Dresdale et al., 1951). 

A ela, deram o nome de “Hipertensão Pulmonar Primária”, atualmente definida como 

Hipertensão Arterial Pulmonar (HAP). 

A HAP é o grupo 1 na classificação da HP. Essa classificação, baseada nas 

diferentes condições clínicas com características distintas apresentadas pela HP, é 

constantemente atualizada pelos Simpósios Internacionais de Hipertensão Pulmonar 

(WSPH), que reúnem especialistas de diferentes áreas, a fim de conciliar e apresentar 

os conhecimentos e definições estipuladas até tal momento. Iniciados em 1973, o 1º 

WSPH ocorreu em Genebra, após uma epidemia de HP na Europa causada pelo 

anorexígeno Aminorex; a partir do 2º (1998, Evian) e 3º WSPH (2003, Veneza), a HP 

ganhou uma classificação mais completa, dividida em 5 grupos, baseada em dados 

clínicos, epidemiológicos, anatofisiopatológicos e de resposta ao tratamento vigente 

(Jardim; Waetge, 2018; “Ministério Da Saúde Secretaria De Atenção À Saúde Portaria 

N O 35, De 16 De Janeiro De 2014 (*),” [S.D.]).   

A classificação (Tabela 1) e conceitos hemodinâmicos e fisiopatológicos atuais 

foram determinados pelo 6º WSPH (2019, Nice), que reuniu 13 forças-tarefa com 124 

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

Tabela 1. Classificação clínica atualizada da HP 

1. Hipertensão Arterial Pulmonar 

1.1. Idiopática 

1.2. Hereditária 

1.3. Induzida por drogas ou toxinas 

1.4. Associada à: 

i Doenças do tecido conectivo 

ii Infecção por HIV 

iii Hipertensão Portal 

iv Doença cardíaca congênita 

v Esquistossomose 

1.5. Responsiva de longo-prazo a bloqueadores de canais de cálcio 

1.6. Com características evidentes de doenças venosas/capilares 

1.7. Persistente do recém-nascido 

 

2. Hipertensão Pulmonar causada por doenças do coração esquerdo 

2.1. Associada a insuficiência cardíaca com preservação da FEVE 
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A HAP se caracteriza, principalmente, pelo remodelamento dos pequenos 

vasos pré-capilares. Pode ocorrer associada a diversas condições (tabela 1), porém, 

sua principal manifestação é na forma idiopática. É uma doença rara, crônica e severa, 

definida por valores de mPAP maiores que 20 mmHg, de pressão dos capilares 

pulmonares menor ou igual a 15 mmHg e resistência vascular pulmonar maior ou igual 

a 3 unidades Woods (W). Progride com vasoconstrição, aumento da resistência 

vascular pulmonar (RVP), hipertrofia do ventrículo direito (VD) e consequente falência 

ventricular direita e morte do paciente (Chen et al., 2022; Cheron et al., 2021; 

Simonneau et al., 2019b). 

 

2.1.1. Epidemiologia 

Em doenças raras, os estudos epidemiológicos são de grande importância para 

que as características e padrões sobre tal condição se mantenham sempre 

atualizados. Porém, na HAP, esses dados são difíceis de serem obtidos, uma vez que 

o diagnóstico da doença é complexo. Apesar disso, dados recentes de países 

desenvolvidos apontam uma incidência de, aproximadamente, 6 casos/milhão de 

indivíduos, enquanto a prevalência varia entre 48-55 casos/milhão de adultos. Para a 

HAP hereditária, é observada uma predominância em indivíduos jovens, 

2.2. Associada a insuficiência cardíaca com redução da fração de FEVE 

2.3. Doença cardíaca valvular 

2.4. Condições cardiovasculares congênitas/adquiridas que levam a HP pós-capilar 

 

3. Hipertensão Pulmonar associada a doenças pulmonares e/ou hipóxia 

3.1. Doença obstrutiva pulmonar 

3.2. Doença restritiva pulmonar 

3.3. Outras doenças pulmonares com padrão misto de restrição/obstrução 

3.4. Hipóxia sem doença pulmonar 

3.5. Doenças pulmonares desenvolvidas 

 

4. Hipertensão Pulmonar associada a obstruções da artéria pulmonar 

4.1. HP crônica tromboembólica 

4.2. Outras obstruções arteriais pulmonares 

 

5. Hipertensão Pulmonar sem mecanismos definidos e/ou multifatoriais 

5.1. Desordens hematológicas 

5.2. Desordens sistêmicas ou metabólicas 

5.3. Outros 

5.4. Doenças cardíacas congênitas complexas  

HP: hipertensão pulmonar; FEVE: fração de ejeção ventricular esquerda 



23 
 

especialmente mulheres (2:1), enquanto para a HAP idiopática – que representa mais 

de 50% de todos os casos – o diagnóstico é feito com maior frequência em pacientes 

acima dos 65 anos, independente do sexo, geralmente já acometidos por doença 

cardiovascular prévia (Cullivan, Higgins, et al., 2022; Humbert et al., 2022). 

Depois da idiopática, a HAP associada a doenças do tecido conjuntivo (DTC-

HAP) é a que acomete maior percentual de indivíduos, 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 doença crônica, 

multissistêmica, caracterizada por deposição excessiva de colágeno entre os órgãos, 

inflamação, fibrose, autoimunidade e vasculopatia generalizada. No percentual 

restante, encontram-se os pacientes com DTC-HAP associada ao lúpus eritematoso, 

a doença 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 são as 

doenças infecciosas, a exemplo da esquistossomose. A hipertensão arterial pulmonar 

associada à esquistossomose (SchHAP) acomete principalmente regiões em 

desenvolvimento, como África, leste do Mediterrâneo e América do Sul. Estima-se que 

mais de 200 milhões de indivíduos são afetados pelas diferentes espécies de 

Schistosoma ao redor do mundo, e desses, 0,5 a 5% desenvolvem a HAP. Como a 

esquistossomose é uma doença tropical negligenciada, cujos índices de testagem e 

reportagem às autoridades de saúde são precários, acredita-se que a incidência e 

prevalência da SchHAP sejam subnotificadas, apresentando valores maiores que os 

oficiais (Sibomana et al., 2020; Sinkala et al., 2022).  

Uma atualização importante trazida pelo 6º WSPH se relaciona a HAP induzida 

por drogas ou toxinas onde, na tentativa de simplificar a caracterização da doença e 

acelerar seu diagnóstico, dois subgrupos foram organizados: drogas/toxinas com 

associação definitiva ao desenvolvimento da HAP (dados comprovados por estudos 

epidemiológicos de caso-controle e multicêntricos) e drogas/toxinas com possíveis 

associações ao desenvolvimento da HAP (múltiplos relatos de casos ou casos 

relacionados a substâncias com mecanismo de ação semelhante àquelas já 

conhecidas) (Tabela 2). Apesar de ser uma complicação rara, essa atualização ganha 

importância visto que as drogas e toxinas são responsáveis pelo desenvolvimento da 
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HAP em até 1% dos indivíduos que as utilizam (Garg et al., 2017; Simonneau et al., 

2019b). 

  

No Brasil, há uma grande lacuna em relação a epidemiologia da HAP. Segundo 

informações da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, no ano de 2022, 

aproximadamente 100.000 brasileiros apresentavam a doença. Dos 26 estados 

brasileiros, apenas 13 (mais o Distrito Federal) possuem centros de referência para o 

acompanhamento da doença e suporte aos pacientes. Esse quadro, associado ao 

difícil diagnóstico, dificultam a obtenção de dados nacionais que caracterizem a 

população doente, além da elaboração de protocolos de tratamento levando em 

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

Por último, ao falarmos sobre a epidemiologia da HAP, não podemos ignorar 

um evento recente: a pandemia de COVID-19. Pesquisadores observaram que 

amostras de pulmão e artéria pulmonar de alguns pacientes que vieram a óbito por 

conta da COVID-19 apresentaram espessamento de parede, microtrombose 

pulmonar, danos vasculares e ao DNA, além de inflamação e disfunção mitocondrial; 

todas essas, características semelhantes às observadas na HAP. Porém, apesar 

desses achados, não há ainda estudos clínicos/epidemiológicos de grande escala que 

possam confirmar essa associação (Suzuki et al., 2021; D. Wang et al., 2023). 

 

2.1.2. Fisiopatologia 

Mesmo com avanços nos estudos acerca da fisiopatologia da HAP, ainda não 

se sabe quais mecanismos são fundamentais para desencadear a doença. Dentre os 

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

Associação definitiva 
 

Possível associação 
 

Aminorex 
Benfluorex 
Desatinibe 

Dexfenfluramina 
Fenfluramina 

Metanfetaminas 
Óleo de canola tóxico 

Cocaína 
Fenilpropanolamina 

L-triptofano 
Erva-de-São-João 

Anfetaminas 
Interferon-α e -β 
Antineoplásicos 

Bosutinibe 
Agentes antivirais de ação direta contra o vírus da hepatite C 

Leflunomida 
Indirrubina 
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principais, temos o remodelamento vascular e a disfunção endotelial, o 

remodelamento ventricular, os mediadores inflamatórios, as alterações na função 

mitocondrial e a disfunção em canais iônicos (Huertas et al., 2017). 

 

2.1.1.1. Remodelamento vascular e disfunção endotelial 

Em sua anatomia, os vasos pulmonares se distribuem em circuitos conectados 

em paralelo, que contribuem para suas baixas resistência, pressão e alto fluxo 

sanguíneo. Na HAP, diferentes alterações – principalmente histológicas – ocorrem de 

acordo com o tipo e a função de cada um desses vasos, o que faz com que alguns 

autores a considerem uma “pan-vasculopatia”. São afetados, principalmente, as 

artérias distais do pulmão, as arteríolas 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 três 

camadas – íntima, média e adventícia – tendo a hipertrofia como principal 

característica (Figura 1); também há expansão da matriz extracelular (MEC), levando 

a fibrose vascular (Thenappan, Chan, et al., 2018). A camada adventícia, 

normalmente, é composta por um tecido conectivo que reveste as artérias 

pulmonares. Nele, está contido o arcabouço para a MEC, formado por fibroblastos, 

vasos linfáticos, sangue, além de células do sistema imune; essa composição torna a 

camada adventícia a mais complexa entre as três, sendo considerada um “centro 

processador”, capaz de estabelecer comunicação entre outras células adventícias e 

células de tecidos vizinhos (Stenmark et al., 2013; Tobal et al., 2021). Na HAP, 

acredita-se que os principais responsáveis pelo remodelamento dessa camada sejam 

os fibroblastos adventícios. Responsáveis pela homeostase da MEC, quando em 

situações de estresse celular, como a hipóxia ou lesões de estiramento, esses 

fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos, que alteram as propriedades da 

parede vascular, levando, por exemplo, a alterações na expressão de proteínas da 

matriz, como elastina, colágeno e fibronectina. Essas alterações podem causar um 

espessamento dessa camada, que se torna até quatro vezes maior que um vaso 

sadio. Apesar desse remodelamento não afetar de forma direta a RVP, ele tem papel 

importante na inflamação vascular e suas consequências (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 proteínas reguladas por cálcio, capazes de 

controlar o tônus vascular. Em condições que propiciem essas células a funcionar de 

forma inadequada, mudanças no mecanismo contrátil são comuns, podendo levar a 

vasoconstrições persistentes – características na HAP. Também, as alterações 

impostas pela HAP induzem as células musculares lisas a produzirem maior 

quantidade de citocinas pró-inflamatórias e aumentarem o depósito de proteínas 

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). 

Já a camada íntima é composta unicamente por células endoteliais, assim 

como os capilares. Na HAP, essa camada pode atingir até três 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 produção de 

colágeno, aumento da expressão de células semelhantes a fibroblastos ou por uma 

proliferação exacerbada das próprias células endoteliais; essa última é a principal 

responsável pelo aparecimento das lesões do tipo plexiforme, características de HAP 

avançada (Pietra et al., 2004; Tobal et al., 2021; Tuder, 2017). Estudos também 

mostram que outro fator responsável por esse quadro é a sensibilidade aos estímulos 

inflamatórios, que levam a proliferação e migração de fenótipos celulares resistentes 

a apoptose, assim como infiltrados inflamatórios perivasculares, contendo 

macrófagos, linfócitos B e T, mastócitos e células dendríticas, 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 lesões plexiformes observadas na HAP são um importante marcador de 

severidade e progressão da doença, além de contribuir para a sua patogênese. Essas 

lesões se localizam nas artérias pulmonares pré e intra acinares, em locais que podem 

variar, mas geralmente em uma ramificação arterial. Morfologicamente, são 

caracterizadas por uma proliferação focal de “canais” na camada endotelial, revestidos 

de células musculares lisas, miofibroblastos e tecido conjuntivo, com fibrina e 

plaquetas em seu interior; ainda, as células endoteliais presentes na lesão plexiforme 

são capazes de expressar altos níveis 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 lesões podem ter sua origem devido a um processo 



27 
 

“desorganizado” de angiogênese (Ohta-Ogo et al., 2012; Pietra et al., 2004; Ranchoux 

et al., 2018).  

 

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 
secções transversais de artérias normotensas (B.1) e no estágio final da HAP (B.2). Do interior para o 
exterior: múltiplos canais formados por capilares, característicos das lesões plexiformes, com trombose 
in situ, espessamento da camada íntima, proliferação de células musculares lisas arteriais pulmonares 
na camada média e infiltrado de fibroblastos e macrófagos na camada adventícia. Adaptado de Tobal 
et al, 2021 

 

As células do endotélio funcionam como uma barreira semi-permeável no 

interior dos vasos, exercendo funções cruciais para a homeostase da vasculatura 

pulmonar, como regulação das trocas gasosas e do tráfego leucocitário, modulação 

do crescimento e diferenciação celular, da resposta às lesões e do tônus vascular. 

Dessa forma, a disfunção do endotelial se torna um dos fatores mais importantes na 

patogênese da HAP (Hudson & Farkas, 2021; Shah et al., 2022). 

 Por muito tempo, o termo ‘disfunção endotelial’ se referia apenas ao aumento 

da produção de substâncias vasoconstritoras, como a endotelina-1 (ET-1), 

tromboxano A2 (TXA2), serotonina e angiotensina II em detrimento da produção de 

substâncias vasodilatadoras, como o óxido nítrico (NO) e as prostaciclinas (PGI2). 

Porém, nos últimos anos, esse conceito se tornou mais amplo e abrangente, passando 

a incluir outras alterações importantes relacionadas a função do endotélio, como o 

crescimento de células musculares lisas e hipertrofia da camada média, 
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anormalidades metabólicas, produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

redução da capacidade anticoagulante, aumento da expressão de moléculas de 

adesão e liberação de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Cober et al., 

2022; Kurakula et al., 2021). 

Na HAP, diversos são os fatores que contribuem para a disfunção endotelial 

(Figura 2). Porém, não se sabe ainda, ao certo, a cronologia em que essas mudanças 

ocorrem, se são a causa ou a consequência (Evans et al., 2021). Dentre esses fatores, 

podemos incluir alterações epigenéticas, como a do gene BMPR-2 (do inglês, bone 

morphogenic type 2 receptor). Esse gene é responsável pela modulação do 

crescimento celular, apoptose e inflamação; nos vasos pulmonares, além de atuar 

como um fator antiproliferativo para as células musculares lisas, é o responsável pela 

sobrevida das células endoteliais. Localiza-se no locus do cromossomo 2q33, e 

estudos mostram que mutações associadas a perda de função no gene BMPR-2 

aparecem em até 80% dos casos de HAP hereditária e 20% dos casos de HAP 

idiopática (tabela 3); também foi observado que a deficiência nesse gene pode levar 

a perda do controle de danos do DNA e a diminuição na expressão de β-cateninas, 

necessárias 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 mutações identificadas como patogênicas/provavelmente 
patogênicas, associadas ao gene BMPR-2 na HAP 

Localização Nucleotídeo trocado Aminoácido trocado 
Categoria da 

mutação 

Exon 4 

Exon 6 

Exon 11 

Exon 12 

c.439C>T 

c.710G>A 

c.1472G>A 

c.2695C>T 

p.Arg147Ter 

p.Arg237His 

p.Arg491Gln 

p.Arg899Ter 

Nonsense 

Missense 

Missense 

Nonsense 

 

A trombose e a hipercoagulação sanguínea também são outras duas 

características da HAP que influenciam na disfunção endotelial. Alguns fatores de 

coagulação, como a trombina e o fator tecidual, tem seus níveis de expressão 

aumentados, estimulando a ativação da cascata de coagulação (característica de 

lesão no endotélio). A ativação dessa cascata, ao passo que contribui para a disfunção 

endotelial, leva a formação de coágulos de fibrina – que estreitam e obstruem o lúmen 
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vascular – podendo também levar ao remodelamento vascular, contribuindo para a 

formação das lesões plexiformes (Johnson et al., 2006; White et al., 2007). 

Ainda, as células endoteliais também apresentam um fenótipo metabólico 

diferenciado, quando na HAP, muito similar ao de células cancerígenas. Essa 

mudança no metabolismo leva ao aumento da expressão de algumas enzimas, como 

a piruvato desidrogenase mitocondrial, diminuindo o potencial apoptótico das células 

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

Outro fator que contribui para a disfunção endotelial é o processo inflamatório. 

O aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, é capaz de 

diminuir a expressão do gene BMPR-2, causando os danos nas células endoteliais já 

mencionados acima. Além disso, também há aumento na produção de outras 

citocinas, como IL-6 e IL-8, onde a última é responsável por estimular a produção de 

ET-1 (Hurst et al., 2017; Veyssier-Belot & Cacoub, 1999). 

 

Figura 2. Disfunção endotelial na HAP. Principais características da disfunção endotelial, associadas 
ao desbalanço entre vasoconstritores e vasodilatadores, perfil inflamatório e pró-trombótico. Adaptado 
de Kurakula et al, 2021. 

 

Junto com a disfunção endotelial, a inflamação tem recebido especial atenção 

pelos pesquisadores, já que ela aparece em todos as formas de HAP levando, 

principalmente, ao remodelamento vascular e as alterações hemodinâmicas (tanto em 

humanos quanto em modelos experimentais). Em pulmões de pacientes com HAP 
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submetidos à biópsia, nos locais próximos aos vasos pulmonares já remodelados pela 

doença, várias linhagens de células inflamatórias são detectadas, como citocinas, 

quimiocinas, mastócitos, macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, linfócitos B e T 

e autoanticorpos (Figura 3) (Hu et al., 2020; Rabinovitch et al., 2014). 

 

Figura 3. Alterações vasculares promovidas pelos mediadores inflamatórios. As lesões 
vasculares encontradas na HAP surgem em um micro-ambiente com inflamação excessiva. Em cada 
camada alterada, encontramos mediadores que são recrutados pelas citocinas e quimiocinas 
secretadas, principalmente, pelos fibroblastos adventícios. Adaptado de Hu et al, 2020.   

 

O processo inflamatório 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 distúrbios autoimunes. Como exemplo, temos a infecção por HIV, o lúpus 

eritematoso e a esclerose sistêmica. (Rabinovitch et al., 2014; Savai et al., 2012). 

Quanto as citocinas inflamatórias, além da IL-6 e IL-8 já mencionadas, também 

são encontrados nos pacientes elevados níveis de IL-1β, IL-2, IL-4, IL-10, TNF-α e 

proteína C reativa (PCR), responsáveis por potencializar a contratilidade e a 

proliferação das células vasculares; já as quimiocinas, que regulam o recrutamento e 

tráfego leucocitário, também tem seus níveis aumentados, em especial CCL2, CCL5 

e CXC3L1 (Thenappan, Ormiston, et al., 2018). Em pacientes, os níveis de IL-1β, IL-

6, TNF-α e PCR são os principais marcadores de lesão tecidual, indicando a 
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severidade/progressão da HAP, assim como de predição à resposta terapêutica (Price 

et al., 2012) .  

Outra característica importante é que, na artéria pulmonar, as células 

endoteliais, junto com o potencial de membrana das células musculares lisas, são os 

responsáveis pelo tônus da vasculatura. Esse potencial de membrana, assim como a 

homeostase intracelular, é regulado por estruturas permeáveis e seletivas na 

membrana da célula: os canais iônicos. A maioria das disfunções observadas na HAP 

podem ser originadas por meio de alterações na fisiologia e na expressão desses 

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

Nas células da circulação pulmonar, uma das famílias de canais mais 

importantes é a dos canais de Ca2+. Esse íon exerce um importante controle sobre o 

tônus, e o aumento de sua concentração no interior das células musculares lisas 

estimula a vasoconstrição e a proliferação celular. Os canais envolvidos nesses 

mecanismos são os de Ca2+ tipo L e Ca2+ tipo T ativados por voltagem (VGCCs), 

respectivamente (Santos-Gomes et al., 2022). Na HAP, os canais de Ca2+ tipo T tem 

sua função alterada pela atividade da fosfatase 2A (PP2A), que promove a ativação 

de ERK1 e p38, ativando a AKT1, modulando o ciclo celular e garantindo a proliferação 

células e resistência a apoptose no músculo liso (Sankhe et al., 2017). Ainda, estudos 

com modelo experimental animal de HP induzida por hipóxia crônica, revelaram um 

aumento na expressão dos canais de Ca2+ tipo L, corroborando com o aumento da 

vasoconstrição característica; da mesma forma, o bloqueio dos canais de Ca2+ tipo T 

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

Outro canal importante na fisiopatologia da HAP é o canal receptor de potencial 

transitório, especialmente da subfamília 4 (TRPC4). Em células endoteliais 

disfuncionais de artéria pulmonar, sua ativação aumenta a frequência dos transientes 

de Ca2+, estimulando maior expressão de genes que codificam para fatores que 

induzem proliferação e migração celular, como a ET-1, VEGF e tromboxano (Liu et al., 

2012).O knockout desse mesmo canal em ratos com HAP induzida por Sugen5416 + 

hipóxia conferiu maior taxa de sobrevivência dos animais com HAP severa, diminuindo 

o número e a densidade das lesões vasculares, além da manutenção do débito 

cardíaco (Francis et al., 2016). 
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Uma grande família de canais que também se associa fortemente a HAP é a 

dos canais de K+ sensíveis à voltagem (Kv), responsáveis por manter o potencial de 

repouso das células, regulando a viabilidade celular e o tônus vascular. Vários são os 

tipos de Kv expressos na vasculatura pulmonar, porém, para a fisiopatologia da HAP, 

um dos mais importantes é o KV1.5, codificado pelo gene KCNA 5, que tem sua 

expressão diminuída. Com isso, a redução das correntes de K+ nas células 

musculares lisas das arteríolas pulmonares – vasos onde o canal é mais expresso –, 

despolariza o potencial de membrana, favorecendo a abertura de canais de Ca2+ tipo 

L, dependentes de voltagem. O influxo de Ca2+ nas células musculares lisas estimula 

a liberação de mais Ca2+ do retículo sarcoplasmático, elevando a concentração desse 

íon no meio intracelular e induzindo a vasoconstrição por meio da interação 

Ca2+/calmodulina (Redel-Traub et al., 2022; Ribeuz et al., 2020). 

  Outro canal de K+ com significativa importância na HAP é o TASK1, codificado 

pelo gene KCNK3. Mutações nesse gene aumentam a predisposição ao 

desenvolvimento da doença, por promover modificações no potencial de repouso da 

célula (Boucherat et al., 2015). Além dos canais de K+ já citados, podemos encontrar 

na vasculatura pulmonar os canais de K+ ativados por Ca2+ e voltagem, de baixa 

condutância (SK), condutância intermediária (IK) e alta condutância (BK). A ativação 

desses canais hiperpolariza a membrana celular, promovendo a síntese de NO as 

células endoteliais e desativando canais de Ca2+ tipo L nas células musculares lisas, 

o que leva à vasodilatação e redução da resistência vascular. Por isso, são 

importantes moduladores do tônus vascular. Na HAP, a ativação desses canais, 

especialmente o BK, leva a importantes melhorias funcionais, como a redução da 

pressão arterial pulmonar e do remodelamento vascular. (Lambert et al., 2018; 

Ranchoux et al., 2018).  

 

2.1.1.2. Remodelamento ventricular direito 

Em um indivíduo saudável, o ventrículo direito (VD) é uma estrutura com 

formato semicircular, semelhante a uma “meia-lua”, que apresenta parede mais fina 

quando comparado ao ventrículo esquerdo (VE) (Sanz et al., 2019). Na HAP, por conta 

do remodelamento vascular ocorrido, há elevação da RVP, gerando aumento da pós-

carga. Como resposta, é desencadeado um mecanismo compensatório, onde os 
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miócitos cardíacos do VD expandem seu tamanho – por hipertrofia – com o objetivo 

de aumentar a contratilidade e sustentar a função cardíaca de forma normal. Ou seja, 

esse primeiro processo de hipertrofia é necessário para compensar o aumento da 

RVP, caso contrário, o fluxo de sangue diminuiria. (Schermuly et al., 2011; Vonk 

Noordegraaf et al., 2022).  

Essa adaptação a qual o VD é submetido envolve um complexo mecanismo de 

remodelamento ventricular (Figura 4), dependente de vários fatores, como a perfusão 

coronariana, o metabolismo cardíaco, a inflamação, a ativação do sistema neuro-

hormonal, alterações genéticas, além do grau de acometimento da vasculatura 

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

Com base nas características morfológicas, o remodelamento do VD pode ser 

classificado em adaptativo ou mal adaptativo. O primeiro é caracterizado por uma 

hipertrofia concêntrica, ou seja, um padrão onde o VD consegue manter a sua forma, 

o débito cardíaco e preservar as funções sistólica e diastólica, já que há um mínimo 

estágio de fibrose. Conforme a HAP progride e o miócitos do VD são submetidos a 

maior estresse, esse remodelamento evolui para o mal adaptativo, caracterizado por 

fibrose excessiva – levando a uma hipertrofia excêntrica – débito cardíaco diminuído, 

rigidez diastólica, além de danos no acoplamento excitação-contração dos miócitos. 

Esse quadro leva a disfunção e insuficiência ventricular direita, a principal causa de 

óbito na HAP (Badagliacca et al., 2015; Prisco et al., 2020; Vonk-Noordegraaf et al., 

2013) .  
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Figura 4. Disfunção ventricular direita na HAP. O remodelamento do VD causado pela HAP ocorre 
por meio de fatores como o aumento do estresse de parede, inflamação e ativação do sistema neuro-
hormonal. O remodelamento adaptativo é caracterizado por mínimas alterações ventriculares, 
enquanto a sua progressão para mal adaptativo contribui para a insuficiência da estrutura. Modificado 
de Vonk-Noordegraaf, et al, 2013 

 

Apesar disso, o mecanismo pelo qual o remodelamento ventricular direito passa 

de adaptativo para mal adaptativo ainda não foi bem esclarecido, podendo ter como 

principais causas os fatores genéticos e neuro-hormonais. O primeiro, parece se 

relacionar com o BMPR-2; já o segundo, se relaciona a maior estimulação simpática 

e do sistema renina-angiotensina-aldosterona (Van Der Bruggen et al., 2017).  

A insuficiência ventricular direita provocada pelo remodelamento mal 

adaptativo também se associa a isquemia do VD. A partir dela, é normal que ocorra 

redução na pressão de perfusão da artéria coronária direita, diminuindo o fluxo 

coronariano. Mesmo com mecanismos que trabalhem para compensar a diminuição 

nos níveis de oxigênio (como redução da contratilidade e possível “remodelação 

metabólica”, com aumento de enzimas glicolíticas anaeróbicas. Apesar de menos 

eficiente, essa via é capaz de poupar oxigênio), o aumento progressivo da pós-carga 

reduz o gradiente de perfusão sistólico, diminuindo a perfusão da coronária direita 

(Ryan et al., 2015; Thenappan, Ormiston, et al., 2018). SANZ et al, 2019. 
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Nos modelos experimentais, o remodelamento ventricular direito também é 

bem observado. No modelo de HAP induzido por MCT em ratos, a causa dos óbitos 

dos animais doentes é a falência do VD. Nesses casos, o remodelamento ventricular 

se associa a redução da capacidade funcional e, algumas vezes, a congestão 

pulmonar (Antigny et al., 2020). 

 

2.1.1.3. Disfunção mitocondrial 

Em todas as células eucarióticas, a mitocôndria é uma organela intracelular 

composta por duas membranas: uma interna e outra externa, que encapsulam o 

espaço intermembranar e os compartimentos da matriz. Essa organela está 

intimamente relacionada com o metabolismo energético das células, atuando como 

uma grande “casa de força” celular (Nunnari & Suomalainen, 2012). Além de ser 

responsável pela produção de ATP, via fosforilação oxidativa, a mitocôndria também 

é responsável pela geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), como um 

subproduto da respiração 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 I 

(NADH:ubiquinona-oxidorredutase), complexo II (succinato desidrogenase), complexo 

III (citocromo c oxidorredutase) e complexo IV (citocromo c oxidase); além dos 

complexos, também há dois carreadores de elétrons: ubiquinona (coenzima Q) e 

citocromo c solúvel. Toda cadeia se localiza na membrana interna da mitocôndria, 

próxima a matriz mitocondrial; mais especificamente, próxima ao local onde ocorre o 

Ciclo de Krebs. Isso, porque para iniciar a produção de ATP, a CTE depende de 

substratos que são 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 II. Os 

elétrons doados a ambos complexos são transferidos para a ubiquininona, que é 

reduzida a ubiquinol (QH2); o QH2, então, é oxidado pelo complexo III, permitindo que 

esses elétrons sejam transportados, pelo citocromo c, ao complexo IV. Nele, o 

oxigênio é o aceptor final dos elétrons, sendo reduzido a água. Para cada elétron 

transferido ao citocromo c, assim como para cada molécula de oxigênio reduzida a 

água, prótons são bombeados da matriz mitocondrial para o espaço intermembranar; 
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esse movimento de prótons é denominado força próton-motriz, caracterizado pela 

concentração de prótons (pH) mais seu gradiente eletroquímico, resultando no 

potencial de membrana mitocondrial (ΔΨ). Esse potencial se dissipa, com o gradiente 

de prótons 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 produção de ROS, 

com estudos mostrando os complexos I e III como principais fontes geradoras de 

superóxido e peróxido de hidrogênio. Ambas possuem importantes papeis na 

regulação de processos relacionados a sinalização celular, como a ativação da 

guanilato ciclase (sGC) e formação de cGMP. Apesar disso, em altas concentrações, 

a produção de ROS leva ao estresse oxidativo, que pode gerar diversos efeitos 

deletérios à célula (Brand, 2016; Dröge, 2002; Mazat et al., 2020). 

A mitocôndria também exerce outros importantes papéis no metabolismo 

celular, regulando, por exemplo, a apoptose e a homeostase de Ca+2. A captação 

desse íon pela mitocôndria ocorre por um uniportador de cálcio, impulsionado pelo 

ΔΨ, favorável a moléculas carregadas positivamente. Apesar de possuir alta 

capacidade de armazenamento ao Ca+2, a regulação de importantes mecanismos 

metabólicos mitocondriais, como a síntese de ATP, só ocorre em pequenas 

concentrações do íon; em altas concentrações, o Ca+2 é capaz de romper com a 

integridade da célula, resultando em diversas condições patológicas (Garbincius & 

Elrod, 2022; Walkon et al., 2022).  

O aumento na captação do Ca+2 pode estimular a abertura do poro de transição 

da permeabilidade mitocondrial (PTPM), não-seletivo, dependente de Ca+2 e de alta 

condutância. Essa abertura aumenta a permeabilidade da membrana interna da 

mitocôndria, permitindo a passagem de água, íons e outras moléculas até 1,5 kDa 

para a matriz mitocondrial. Essa entrada promove a expansão do volume da 

mitocôndria, e como a superfície de sua membrana interna é maior que a externa, isso 

pode acarretar no rompimento dessa última, liberando fatores pró-apoptóticos para o 

citoplasma da célula. Além disso, também ocorre diminuição do transporte de elétrons 

pela CTE, com redução da fosforilação oxidativa (Carraro & Bernardi, 2023; 

Kowaltowski et al., 2019). 



37 
 

Além disso, na mitocôndria também são encontrados diferentes canais iônicos, 

como os permeáveis ao cálcio, ao cloreto e ao potássio. Dentre esses últimos, 

encontramos também os canais BKCa. Os canais BKCa mitocondriais (mitoBKCa) 

cardíacos foram identificados na membrana interna da mitocôndria, mas não no 

sarcolema, com características biofísicas e farmacológicas semelhantes às 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 despolarização e, portanto, diminuição do potencial transmembrana, que 

diminui o Ca2+ mitocondrial, reduzindo a formação de ROS em condições de 

hipóxia/reoxigenação (Soltysinska et al., 2014). 

Dos mecanismos que levam à disfunção mitocondrial, muitos podem estar 

envolvidos na patogênese da HAP, inclusive por se interconectarem entre si, como 

alterações no potencial de membrana mitocondrial, disfunção da cadeia 

transportadora de elétrons, aumento na produção de ROS, danos ao DNA 

mitocondrial, entre outros (Figura 5) (Rafikova et al., 2018). Essas alterações 

metabólicas são capazes de modificar as respostas inflamatória e imune além do 

remodelamento tecidual. Nos vasos pulmonares, as mitocôndrias são uma grande 

fonte de espécies reativas de oxigênio (ROS), atuando também como sensores de O2 

quando em situação de hipóxia. Por esses motivos, as mitocôndrias tem se tornado 

um importante alvo de pesquisas relacionadas à HAP (Riou et al., 2023; Zhang et al., 

2022). 

Na HAP, com os danos mitocondriais gerados que incapacitam uma produção 

adequada de ATP pela cadeia transportadora de elétrons – principalmente na artéria 

pulmonar e VD – essas células reprogramam seu metabolismo energético para a via 

glicolítica, de forma muito similar àquela descrita por Otto Warburg (1956) para o 

desenvolvimento do câncer. O efeito Warburg (ou glicólise aeróbica) como é 

chamado, caracteriza o fenômeno em que as células convertem a glicose em ácido 

lático, mesmo na presença de oxigênio, diferente de células metabolicamente 

normais. Essa reprogramação, ativada por uma hiper expressão do fator indutor de 

hipóxia (HIF-1α), é capaz de poupar oxigênio, além de promover a hiperpolarização 

da membrana mitocondrial, garantindo a proliferação e resistência 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 metabólicas envolvidas na patogênese da HAP. As mitocôndrias das 
células da vasculatura pulmonar e ventrículo direito apresentam diminuição na fosforilação oxidativa e 
aumento na glicólise (efeito Walburg). Seguida de diminuição na capacidade respiratória, o aumento 
na expressão e estabilização do HIF1α medeia uma reprogramação glicolítica compensatória, que inclui 
aumento na expressão do transportador de glicose 1 (GLUT1); hexoquinase (HK), que promove a 
conversão da glicose em glicose-6-fosfato (G6P); e a lactato desidrogenase (LDHA), responsável por 
converter o piruvato em ácido lático. Ao mesmo tempo, há aumento na atividade da piruvato quinase 
M2 (PKM2), diminuindo a produção de piruvato pela fosfoenolpiruvato (PEP), e redução na atividade 
da piruvato desidrogenase (PDH), gerada pelas quinases piruvato desidrogenase (PDK1). O efeito 
Walburg promove sobrevivência celular e proliferação, com simultânea hiperpolarização do potencial 
de membrana mitocondrial, levando a redução de sua capacidade apoptótica. Essas mudanças levam 
ao remodelamento e ao aumento da resistência vascular pulmonar. CTE = cadeia transportadora de 
elétrons; HRE = elemento responsivo a hipóxia. 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 Ca2+. Atualmente, existem cinco classes de 
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medicamentos, que atuam em três principais vias, que são 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 sobrevivência dos pacientes em pelo 

menos 5 anos, evoluindo de 34% (1991) para mais de 60% (2015) (Ruopp & Cockrill, 

2022; Vazquez & Klinger, 2020). 

Os análogos das prostaciclinas e agonistas para seu receptor (epoprostenol e 

selexipag, respectivamente) atuam inibindo a proliferação de células endoteliais, a 

agregação plaquetária e estimulam a vasodilatação (Humbert et al., 2004); os 

antagonistas dos receptores de ET-1 (bosentana, ambrisentana) bloqueiam a via, 

permitindo também a vasodilatação (Humbert et al., 2004); já os inibidores da 

fosfodiesterase-5 (iPDE5), como a sildenafila e tadalafila, diminuem o metabolismo do 

cGMP, potencializando a ação do NO. Nessa via, também podem ser utilizados 

estimuladores da guanilato ciclase solúvel (sGC), como o riociguate, promovendo o 

mesmo mecanismo final de ação: vasodilatação (Vazquez & Klinger, 2020). 

  

 

Figura 6. Principais vias de sinalização alvo na HAP. Antagonistas de receptores de ET-1 inibem 
esta via, que está exacerbada na HAP, reduzindo o tônus vascular e a proliferação celular. O NO, que 
está menos biodisponível na HAP, estimula a guanilato ciclase solúvel (sGC) a sintetizar cGMP, que 
promove vasodilatação e seus efeitos antiproliferativos. Os níveis de cGMP também aumentam com a 
inibição da fosfodiesterase-5 (PDE-5), enzima que o degrada, ou estimulando a sGC. As prostaciclinas 
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estimulam a produção de cAMP, que promove vasodilatação e efeitos antiproliferativos. Esta via pode 
ser estimulada usando análogos de prostaciclinas. Adaptado de Vazquez & Klinger, 2020. 

Além da terapia medicamentosa, outra alternativa de tratamento é o transplante 

de pulmão. Apesar de efetivo, a dificuldade em obter doadores, assim como a 

probabilidade de rejeição do órgão, tornam-na uma opção extremamente limitada.  

Mesmo com o aumento na sobrevida dos pacientes, a taxa de mortalidade 

associada à HAP ainda é elevada, o que abre uma lacuna sobre as opções 

medicamentosas atuais, que atuam apenas no relaxamento dos vasos. Assim, a 

modulação dos canais de K+, responsáveis pelo remodelamento vascular, se torna um 

importante alvo terapêutico 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 – há mais de meio século – é a monocrotalina (MCT). Isso 

se dá por seu baixo custo (comparado a outros modelos), alta reprodutibilidade e 

facilidade técnica (Stenmark et al., 2009).  

A MCT é um alcalóide pirrolizidínico, encontrado especialmente em sementes 

da espécie Crotalaria spectabilis (Figura 9). Sua metabolização ocorre no fígado, por 

reação dependente do cictocromo P-450; só então a MCT é convertida em seu 

metabólito tóxico: a monocrotalina pirrol (MCTP), também chamada de 

dehidromonocrotalina. O mecanismo de ação toxicológico da MCTP ainda não foi 

totalmente esclarecido, mas há indícios de que interfira na síntese de DNA e atue 

inibindo a NADH oxidase do complexo I da cadeia respiratória dos hepatócitos 

(Gomez-Arroyo et al., 2012; Mingatto et al., 2007). 

Em relação ao tecido pulmonar, embora o tempo de meia vida da MCTP seja 

bem curto (aproximadamente 4 segundos), acredita-se que a toxicidade se dê por seu 

acúmulo dentro das hemácias, facilitando o transporte para a circulação pulmonar, 

causando os danos em nível vascular (Wilson et al., 1992).  

Essas alterações se iniciam a partir da injeção de uma única dose da MCT (em 

geral, 60 mg/kg), levando a elevação da mPAP, hipertrofia e disfunção ventricular 

direita, com o óbito do animal em 4-6 semanas (Figura 10). A MCT é capaz de induzir 

disfunção endotelial, edema intersticial, vasoconstrição, infiltrados inflamatórios 
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perivasculares e secreção de citocinas, seguidos por progressiva hipertrofia da 

camada média e fibrose adventícia. Além dessas alterações, também é observado, 

assim como em humanos com HAP, mudanças no metabolismo da via glicolítica, 

redução na expressão de BMPR2 e aumento na produção de fatores de crescimento 

(Boucherat et al., 2022; N. S. Hill et al., 2017; Rafikova et al., 2016). 

 

Mesmo com a capacidade de induzir a HAP de modo severo, o modelo de MCT 

não reproduz as lesões plexiformes características da doença em humanos. Para tal, 

é necessária a associação de outras técnicas ao modelo, como exposição a hipóxia 

crônica 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 doença, especialmente no que tange ao 

remodelamento vascular e ventricular direita, e sua patogênese. 

 

Figura 7. Planta do gênero Crotalaria spectabilis, estrutura química da monocrotalina e de seu 
metabólito ativo, dehidromonocrotalina.   
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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 fígado, pela ação do citocromo P450 (CYP 450), e transformada no 
seu metabólito ativo, MTCP, que produz injúria endotelial vascular pulmonar, contribuindo para o 
quadro de vasculite, seguido por desenvolvimento progressivo da HAP, com consequente hipertrofia e 
insuficiência do VD. PVR= resistência vascular pulmonar; RAA= Área atrial direita; ESP= pressão 
sistólica final do VD; EDP= pressão diastólica final do VD; RVH= hipertrofia do VD. 

 

2.2. O CANAL BKCA COMO ALVO TERAPÊUTICO 

 O canal BKCa, também chamado Maxi-K, Slo1 ou KCa1.1, integra a família dos 

canais de K+ sensíveis ao Ca2+ e a voltagem, com alta condutância. Em humanos, ele 

é codificado pelo gene KCNMA1, que origina as subunidades α do canal. 

Estruturalmente, o canal BKCa se apresenta como um homotetrâmero, composto por 

quatro subunidades α, mais duas subunidades regulatórias, β e γ. Cada subunidade 

α possui sete segmentos transmembrana (S0-S6), que se dividem em dois domínios 

principais: o sensível à voltagem (VSD) e o C-terminal intracelular (CTD). No primeiro, 

está o segmento S4 que, carregado positivamente, atua como sensor de voltagem; o 

segundo domínio é composto pelos segmentos S7-S10, que contém duas regiões de 

regulação de condutância, sensíveis ao Ca2+ (RCK1 e RCK2). Além deles, ainda há 

uma porção N-terminal extracelular e um outro domínio, formador do poro (PGD), 

composto pelos segmentos S5 e S6, responsável pela seletividade do canal ao K+ 

(Figura 7) (Butler et al., 1993; Meera et al., 1997). 

 Das subunidades regulatórias, a β1 é caracteristicamente expressa nas células 

musculares lisas vasculares, modulando as propriedades biofísicas e farmacológicas 

dos canais BKCa dessas regiões. Por exemplo, elas são capazes de aumentar a 
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sensibilidade do canal ao Ca2+ em concentrações micromolares, a controlar o 

potencial de membrana e a contratilidade das células musculares lisas arteriais, além 

de modularem os níveis de pressão (Leo et al., 2014). A subunidade γ1 possui 

características funcionais semelhantes a β1, contribuindo também na regulação da 

sensibilidade ao Ca2+ e a voltagem (Evanson et al., 2014). 

 

Figura 9. Representação esquemática do canal BKCa. Cada subunidade α é formada por sete 
segmentos transmembrana (S0-S6), com a porção S4 sendo o sensor de voltagem (VSD) e as porções 
S5 e S6 responsáveis pela formação do poro seletivo ao K+ (PGD). Duas regiões de regulação da 

condutância, onde o Ca2+ se liga, se localizam na extremidade intracelular (RCK1 e RCK2). A 

subunidade β é composta por dois segmentos transmembrana (TM1 e TM2), com ambas regiões N- e 
C-terminais intracelulares. A subunidade γ é composta por um segmento transmembrana (TM), com 
um domínio rico em leucina (LRRD) na porção extracelular (Marins et al., 2023). 
 

Sendo um dos canais mais expressos nas células musculares lisas vasculares, 

alterações no BKCa podem promover importantes modificações no tônus miogênico. 

O canal tem sua localização próxima aos receptores de rianodina (RyR), ou seja, 

quando ocorrem as ondas de liberação de Ca2+, esse íon estimula a abertura de 

canais BKCa, gerando efluxo de K+ e hiperpolarização das membranas dessas células. 

Isso leva a desativação dos canais de Ca2+ tipo L, diminuindo a concentração do Ca2+ 

sarcoplasmático, promovendo a vasodilatação (Figura 10). Esse mecanismo de 

atuação do canal é confirmado na presença de iberiotoxina (IbTx), um bloqueador 

seletivo para o canal BKCa, pois a vasodilatação induzida pelo ativador de canal BKCa 
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não é observada, acontecendo o oposto, vasoconstrição vascular (Galvez et al., 1990; 

Tanaka et al., 2004). 

  

Figura 10. Esquema representativo do canal BKCa na célula muscular lisa (sobre a regulação da 
concentração de cálcio intracelular e do tônus miogênico através do controle do potencial de 
membrana em miócitos vasculares). A ativação do canal BK promove a hiperpolarização da 
membrana (seta verde) e leva o fechamento dos canais de cálcio sensíveis a voltagem, favorecendo o 
relaxamento do músculo liso. De forma contrária o bloqueio do canal BKCa induz a despolarização (seta 
vermelha) abrindo os canais de cálcio, contribuindo para a contração muscular, uma vez que o cálcio 
regula a atividade de miofibrilas responsáveis pela geração de força. Modificada de Jaggar et al., 2000. 

 

 Por estar intimamente ligado à regulação vasomotora, não surpreende a 

associação do canal BKCa vascular com doenças de cunho hipertensivo, como a HAP. 

Muitos fatores característicos da progressão da HAP podem diminuir a sensibilidade 

do canal ao Ca2+, assim como também podem diminuir a sua probabilidade de 

abertura, ou reduzir a sua expressão celular. Na HAP, em células da vasculatura 

pulmonar, onde o canal BKCa está disfuncional, é observado aumento do tônus 

vascular e da RVP. Além disso, essa disfunção contribui para que a resposta vascular 

a vasodilatadores liberados pelo endotélio, como o NO, também seja reduzida, 

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

 Já na mitocôndria, o mitoBKCa foi originalmente descrito nos mitoplastos de 

células de glioma humano (Siemen et al., 1999), sendo posteriormente identificado 

em outros tecidos, como miócitos ventriculares e células endoteliais humanas. O 

mitoBKCa cardíaco tem sua subunidade principal, α, codificada pelo mesmo gene do 

canal BKCa presente na membrana plasmática (KCNMA1), o que confere a ele a 
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mesma capacidade de ser responsivo ao Ca+2 e a voltagem (com pequenas 

diferenças, como a probabilidade de abertura, que nos canais plasmáticos, é um 

pouco menor). Além disso, também possui uma subunidade regulatória β1, enquanto 

a presença de uma subunidade γ ainda não é bem conhecida (Balderas et al., 2015). 

 Farmacologicamente, o mitoBKCa também possui propriedades semelhantes ao 

dos canais BKCa vasculares. Ambos podem ser bloqueados por iberiotoxina (IbTx), 

caribdotoxina (ChTx) e paxilina (todos específicos 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 β1 do mitoBKCa interage diretamente com a citocromo c oxidase, 

revelando a associação do canal com um componente da CTE e sua importância na 

regulação das funções mitocondriais (OHYA et al, 2005; LI; GAO, 2016). Além dessa 

localização, estudos já mostraram que em canais mitoBKCa ventriculares de 

camundongos knockout para a subunidade α, a fosforilação oxidativa se mostrava 

atenuada, tanto em situações de normóxia, como de hipóxia/reoxigenação. Também, 

a ausência do canal aumentou significativamente a produção de ROS em 

mitocôndrias de cardiomiócitos (Soltysinska et al., 2014). Outra característica do 

mitoBKCa é a sua capacidade em regular a captação de Ca+2 pelas mitocôndrias, 

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 opção interessante para o tratamento de 

patologias, como a HAP. Em modelos experimentais da doença, moduladores como 

o esteroide adrenal deidroepiandrosterona (DHEA), o ômega 3 poliinsaturado (DHA) 

e o NS169 já foram utilizados como possível 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 cardioproteção às mitocôndrias 

cardíacas isoladas expostas e isquemia/reperfusão (Xu et al,. 2002). 
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Por isso a importância de estudos em busca de outros ativadores de canal BKCa 

que, além de apresentarem seletividade e potência, possuam o mínimo possível de 

efeitos adversos. 

 

2.3. ATIVADORES DO CANAL BKCa 

 O canal BKCa apresenta importante função na modulação do tônus vascular, 

assim como o mitoBKCa atua regulando as concentrações de ROS, NO e Ca+2, 

principais responsáveis pela manutenção da função endotelial (Szewczyk et al., 2015). 

Embora o canal seja alvo de muitos estudos, o que reforça seu protagonismo frente a 

diversas condições patológicas, poucas substâncias chegaram a ensaios clínicos, a 

exemplo da NS8, BMS204352, BMS223131 e TA1702. Todas tiveram seus 

respectivos estudos descontinuados, visto a baixa eficácia e efeitos adversos (Nardi 

& Olesen, 2008). 

 Essas limitações se devem, em grande parte, a pequena quantidade de 

estudos de alto rendimento. Aliado a isso, há a ampla expressão do canal em 

diferentes tecidos, excitáveis e não excitáveis, o que abre portas para efeitos adversos 

indesejados, além da falta de seletividade e/ou potência. Dos muitos ativadores já 

testados, especialmente em modelos experimentais de HAP, alguns se destacam, 

como o 17β-estradiol, DHEA, DHA (endógenos), DHS-I (natural) e as 

benzimidazolonas desenvolvidas pela NeuroSearch Biotechnology Company, como a 

NS1619 (sintética) (Barenco-Marins et al., 2023). 

 O 17β-estradiol é um esteroide, sendo o principal hormônio sexual feminino. 

Estudos sugerem sua capacidade em modular as subunidades α e β do canal BKCa, 

aumentando sua probabilidade de abertura e acelerando a cinética de corrente  

(Valverde et al., 1999). Também, a interação entre a molécula e a subunidade β ativou 

um mecanismo cardioprotetor em mulheres, especialmente àquelas em idade pós-

menopausa (Ohya et al., 2005). Ainda, na HAP induzida por MCT, o 17β-estradiol foi 

capaz de melhorar a disfunção ventricular direita, dificultando a transição entre 

hipertrofia adaptativa e mal adaptativa. Porém, nesse contexto, a função do canal 

BKCa ainda não foi descrita (Frump et al., 2018; Tofovic et al., 2005). 

 Em relação ao DHEA, sua maior sensibilidade está em ativar canais BKCa cujas 

subunidades regulatórias sejam a β2 ou β4 (King et al., 2006). Em células da 
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musculatura lisa vascular, o canal também foi ativado pelo DHEA, porém, em 

concentrações 5 vezes maiores (Farrukh et al., 1998). Apesar disso, em modelos 

experimentais de HP, o DHEA reduziu a mPAP e a proliferação celular, melhorando o 

remodelamento vascular (Dumas De La Roque et al., 2013; Farrukh et al., 1998). O 

DHEA também já foi utilizado em um estudo piloto com pacientes portadores de HP, 

onde se observou melhora da mPAP, da resistência vascular pulmonar e de testes de 

esforço (caminhada de 6 minutos) após 3 meses de tratamento, sem alterar pressões 

sistólica e diastólica sistêmicas. Apesar desses dados levarem o DHEA à fase 1 de 

um ensaio clínico controlado, a administração de esteroides pode desencadear efeitos 

androgênicos/estrogênicos 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 nível de DHA circulante pode 

ser um marcador para o grau de severidade da doença; apesar disso, o mecanismo 

como isso ocorre ainda não está bem estabelecido (Huai et al., 2021). Mesmo 

melhorando diversos parâmetros relacionados a HP em diferentes modelos 

experimentais, o DHA apresenta características conflitantes, como o fato de depender 

de fatores derivados do endotélio para ativar o canal BKCa. (Chen et al., 2018; Nagaraj 

et al., 2016). 

 Já o DHS-I (dehidrosoiasaponina-I) é um terpeno de origem natural, derivado 

da espécie Desmodium adscendens. Essa substância é capaz de se ligar a 

subunidade β1 do canal BKCa, aumentando sua probabilidade de abertura e 

modulando sua sensibilidade ao Ca+2 e a voltagem. Apesar dessas características, 

seu efeito somente ocorre quando aplicado diretamente na superfície interna da 

membrana das células musculares  (Giangiacomo et al., 1998). 

 Por fim, as benzimidazolonas, especialmente as da família NS (NeuroSearch) 

são as substâncias sintéticas com maior número de estudos relacionados a ativação 

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 disfunções 

causadas pelo modelo, além de promover efeito antiproliferativo em células da 

vasculatura pulmonar (McCullough et al., 2014). Ainda, no mitoBKCa cardíaco, a 

NS1619 proporcionou cardioproteção às mitocôndrias isoladas expostas a 
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isquemia/reperfusão (Xu et al., 2002). A NS1619 se liga a subunidade α do canal BKCa, 

alterando seu limiar de ativação para valores mais negativos, aumentando assim, o 

tempo e a frequência de abertura do canal em potenciais mais despolarizados; porém 

esse mecanismo, que faz a NS1619 promover vasodilatação, é atribuído ao bloqueio 

dos canais de Ca+2 tipo L, com consequente redução na concentração do Ca+2 

presente no retículo sarcoplasmático e inibição 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 

milhões de moléculas, Ponte e colaboradores caracterizaram química-, farmacológica- 

e eletrofisiologicamente um grupo de ativadores do canal BKCa pertencentes à classe 

das tetrahidroquinolinas. A substância X, como foi identificada, é uma mistura 

racêmica, composta por seus dois enantiômeros, 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 já terem sido identificadas, características como 

mecanismos de ação, assim como seletividade e possíveis efeitos adversos ainda são 

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 preparações de músculo liso 

(anéis de aorta e tiras do detrusor da bexiga) mostraram que os dois enantiômeros 

possuem potências diferentes, sendo o Z até trinta vezes mais potente que o Y (o 

efeito do Y pode ser considerado um “contaminante”, já que para vizualizá-lo, são 

necessárias concentrações bem elevadas da mistura, o que não ocorre com o Z) 

(Ponte et al., 2012). 

Além disso, o estudo também demonstrou que, na ausência da subunidade β1, 

a tetrahidroquinolina aumentou a atividade do canal, tornando-o interessante frente a 

patologias associadas a mutação/deleção da subunidade (como asma e hipertensão). 

Também, a substância altera a sensibilidade do canal à voltagem, permitindo sua 

abertura em potenciais mais negativos, onde outros ativadores (seletivos e potentes) 

não conseguiriam. No mais, a substância não modula outros canais de K+, como o 

KATP, assim como não bloqueia canais de Ca2+ tipo L, atuando somente sobre os 

canais BKCa (Ponte et al., 2012). 
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 Dessa forma, a substância X, e especialmente o enantiômero Z, se tornam 

potenciais fármacos de interesse para estudos envolvendo o tratamento de patologias 

que cursam com constrição vascular sustentada e remodelamento tecidual, como é o 

caso da HAP. 
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3. JUSTIFICATIVA 

Mesmo com a melhora clínica observada nos pacientes com HAP nos últimos 

anos, as terapias atuais, além do alto custo, ainda são ineficientes. Isso se reflete nas 

altas taxas de morbidade e mortalidade associadas à doença. Por isso, é essencial a 

busca por novas estratégias terapêuticas, que busquem refinar o tratamento, 

principalmente, através da melhora do remodelamento vascular e de outros 

parâmetros, como a disfunção mitocondrial, que levam a insuficiência ventricular 

direita. Nesse contexto, a modulação do canal BKCa por ativadores potentes e 

seletivos surge como uma potencial estratégia terapêutica para a HAP. 

Em trabalho prévio do nosso grupo, Ferraz e colaboradores (2020) mostraram 

que o tratamento com a substância X, por 14 dias, em ratos com HAP induzida por 

monocrotalina, foi eficiente em reduzir a mortalidade dos animais (100% de sobrevida) 

e a pressão arterial pulmonar, bem como, melhorar a tolerância ao esforço e a 

resposta a estímulos vasodilatadores, entre outros parâmetros. 

Assim, considerando que a substância X é uma mistura racêmica cujo efeito é 

majoritariamente dado pelo enantiômero Z (o efeito do Y só tem relevância em 

concentrações 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 cardíacos mitocondriais e da vasculatura pulmonar como alvos 

terapêuticos para esta doença. 
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4. OBJETIVOS  

4.1. OBJETIVO GERAL 

Investigar o potencial dos canais BKCa como alvo terapêutico na HAP, utilizando 

um potente e seletivo ativador de canais de potássio de alta condutância sensíveis ao 

cálcio (BKCa), tanto em modelo de HAP induzido por MCT quanto em mitocôndrias de 

cardiomiócitos isoladas. 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Avaliar os efeitos do tratamento crônico com o ativador de canais BKCa 

(substância X) em ratos com HAP induzida por monocrotalina sobre: 

a) Parâmetros biométricos;  

b) Remodelamento ventricular direito e vascular pulmonar; 

c) Remodelamento elétrico do ventrículo direito; 

d) Hemodinâmica vascular pulmonar; 

e) Reatividade e disfunção endotelial de artérias pulmonares; 

f) Função mitocondrial; 

 

2) Avaliar, in vitro, os efeitos do ativador de canal BKCa (substância X) sobre os 

parâmetros de função mitocondrial de corações de camundongos, em 

condições de normóxia e hipóxia/reoxigenação.  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

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 (termoplástico) forrados com maravalha, com ciclo claro-escuro de 

12h/12h, temperatura controlada (23 ºC-24 ºC), além de ração e água à vontade. O 

protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética com Uso de Animais em 

Experimentação Científica do Centro de Ciências da Saúde (CEUA/CCS/UFRJ), sob 

os números 068/19 e 013/23. 

Nos experimentos agudos com mitocôndrias 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 (termoplástico) forrados 

com maravalha, com ciclo claro-escuro de 12h/12h, temperatura controlada(23ºC-

24ºC), além da ração e água à vontade. O protocolo experimental foi aprovado pela 

Comissão de Ética com Uso de Animais em Experimentação Científica do Centro de 

Ciências da Saúde (CEUA/CCS/UFRJ), sob o número 119/21.  

 

5.2. REAGENTES  

Bicarbonato de sódio, cloreto de cálcio, cloreto de magnésio, cloreto de 

potássio, cloreto de sódio, fosfato de potássio, fosfato de sódio monoidratado, glicose, 

HEPES, hidróxido de sódio, Acetilcolina (ACh), Ácido 4-morfolino propanossulfônico 

(MOPS), ácido etileno-bis(oxietilenonitrilo)tetracético (EGTA), adenosina 5’-trifosfato 

(ATP), albumina sérica bovina (BSA), ascorbato, azida sódica, Amplex™ Red 

Reagent, Calcium GreenTM-5N, ciclosporina A (CSA), Carbonilcianeto 4-

(trifluorometoxi)fenil-hidrazona (FCCP), monocrotalina (MCT), fenilefrina (PHE), 

glutamato, iberiotoxina (IbTx), malato, rotenona, succinato, nitroprussiato de sódio 

(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 distribuídos randomicamente em 4 grupos 

experimentais:  

• Ratos normotensos que receberam apenas solução salina (CTRL): n = 19 

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

• Ratos hipertensos, com HAP induzida por monocrotalina + tratamento com 

ativador do canal BKCa (MCT+αBK): n = 14 

• Ratos normotensos que receberam tratamento com ativador do canal BKCa 

(CTRL+αBK): 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 hipertensão foi induzida através de 

uma dose única de monocrotalina (60 mg/kg), via intraperitoneal. Para a 

administração, a monocrotalina foi dissolvida em solução de HCL 1N, seguido de 

ajuste do pH para 7,4 com NaOH 1N, e diluição em solução salina de KH modificada.  

 Duas semanas após a administração da MCT, os animais dos grupos 

MCT+αBK e CTRL+αBK foram tratados com o ativador de canal BKCa (substância X) 

na dose de 28 mg/kg/dia, durante 14 dias consecutivos. A substância X foi dissolvida 

em DMSO, e depois diluída em solução salina (soro fisiológico), numa proporção de 

1:4 (20% DMSO + 80% soro fisiológico). 

Os animais dos grupos CTRL e MCT receberam a mistura de DMSO e soro 

fisiológico, na mesma proporção acima, como veículo. Em todos os grupos, a 

administração da substância X ou veículo foi feita via oral, por gavagem.  

Durante o período experimental, os animais foram pesados semanalmente e o 

eletrocardiograma registrado a cada duas semanas. Após os 28 dias, foram 

analisadas a taxa de sobrevida, parâmetros hemodinâmicos, índices biométricos e 

demais análises in vitro (Figura 11). 
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5.3.3. Avaliação eletrocardiográfica 

O eletrocardiograma (ECG) in vivo foi registrado, uma vez a cada duas 

semanas, nos animais acordados, utilizando eletrodos subcutâneos previamente 

implantados na região torácica e membros posteriores, numa derivação análoga à DII 

do plano frontal.  

Os eletrodos foram conectados a um amplificador diferencial (Model 1700, AM 

Systems, USA), onde os sinais eram amplificados e filtrados com frequência de corte 

passa-alta em 10 Hz e passa-baixa em 0,5 kHz, e digitalizados à frequência de 

amostragem de 1 kHz (intervalo 1000 μs) pela interface analógica-digital DIGIDATA 

1440A e programa Axoscope 10.  

Para a obtenção do registro, o eletrodo positivo foi posicionado no membro 

posterior esquerdo, o eletrodo negativo no lado direito do tórax e o aterramento no 

membro posterior direito. Os registros foram armazenados digitalmente para posterior 

processamento e análise utilizando o programa AxoScope 10. O registro do ECG se 

iniciava após o período de ambientação do animal, necessário para minimizar os 

artefatos de movimento, e estabilização do sinal gerado. Os registros analisados 

tinham duração de 10 minutos (em ausência de ruídos). 

Figura 11. Protocolo experimental realizado durante 28 dias. 
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Na análise do ECG, foram medidos a duração dos intervalos RR e QT (Figura 

12). Dado que em muitas espécies a duração do intervalo QT é inversamente 

relacionada à média da frequência cardíaca, faz-se uso de equações para a correção 

do intervalo QT pela frequência cardíaca. 

 

 

 

Neste estudo, a duração do intervalo QT corrigido (QTc) foi calculado pela 

equação de Bazett, onde os valores são dados em segundos, como mostra a equação 

abaixo: (MILL, 2012) 

𝑄𝑇𝑐 =  
𝑄𝑇

√𝑅𝑅
 

 

 5.3.4. Medida de pressão sanguínea  

Para a medição dos parâmetros de pressão, os ratos foram anestesiados em 

atmosfera de oxigênio e isoflurano a 5% e mantidos a 3%. Em seguida, uma cânula 

de poliéster (p50) foi introduzida na veia jugular direita (dissecada cirurgicamente), até 

atingir a câmara ventricular direita. A cânula estava conectada a um transdutor de 

pressão ligado a um monitor fisiológico para obter o registro da pressão sistólica do 

ventrículo direito (PSVD). Esta medição é feita desta forma porque a cateterização da 

artéria pulmonar para medida de pressão é um procedimento de difícil realização. Os 

registros foram adquiridos continuamente e os sinais analógicos foram digitalizados a 

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

Intervalo R-R 
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1000 Hz e armazenados no computador para posterior análise e determinação dos 

valores de pressão. 

O monitoramento, armazenamento e análise dos sinais foram feitos utilizando 

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

 

5.3.5. Sobrevida 

Todos os animais foram acompanhados durante o protocolo experimental e 

os óbitos 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 balança digital (Marte, A500), antes do início do 

protocolo experimental, e semanalmente, até a eutanásia. Após a eutanásia 

(decapitação por guilhotina) sob anestesia (isoflurano 1%), coração, pulmão e fígado 

foram removidos e pesados para a determinação do peso absoluto. Os pesos desses 

órgãos foram normalizados pelo comprimento da tíbia (medida com um paquímetro) 

para obtenção do peso relativo de cada órgão, sendo utilizados como índices de 

hipertrofia cardíaca, congestão pulmonar e congestão venosa, respectivamente. Após 

o coração ser removido e pesado, os átrios foram removidos e o coração foi separado 

em ventrículo direito (VD) e ventrículo esquerdo (VE) + septo interventricular. Em 

seguida, foram pesados separadamente para determinação da relação 

VD/(VE+SEPTO), denominada de índice de Fulton, ou índice de hipertrofia do 

ventrículo direito. 

 

 5.4. EXPERIMENTOS IN VITRO 

 5.4.1. Obtenção do tecido  

Após a eutanásia dos animais, como mencionado no item 5.3.5, e realizada a 

avaliação biométrica, fragmentos de VD, VE, pulmão e fígado foram cuidadosamente 

alocados em criotubos e armazenados a -80ºC para análises moleculares 
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posteriores. Também, com o auxílio de pinças e tesouras cirúrgicas, foi removido o 

tronco da artéria pulmonar, transferindo-o para uma placa de Petri contendo a solução 

KH. A artéria era limpa e seccionada em anéis de 2 mm de comprimento para 

montagem no miógrafo. 

 

5.4.2. Registro da atividade contrátil da artéria pulmonar 

5.4.2.1. Sistema horizontal de registro de tensão isométrica 

Para o registro da atividade da musculatura lisa pulmonar foi utilizado o 

miógrafo 620M (DMT, Dinamarca). Os transdutores de força estavam acoplados ao 

amplificador Octal Bridge Amplifier Fe228 (AD Instruments Pty Ltd, Austrália). As 

saídas do amplificador se conectavam a uma interface A/D (PowerLab 8/35, AD 

Instruments Pty Ltd, Austrália), que digitalizava os sinais, sob comando de um 

programa de aquisição e análise de sinais (LabChart 8, AdInstruments Pty Ltd, 

Austrália) instalado em um computador. 

A calibração do sistema de força era feita semanalmente, utilizando um padrão 

de peso (1 g) disponibilizado pelo próprio fabricante do equipamento. Todos os 

protocolos foram testados para o controle com o volume máximo de DMSO utilizado 

para diluir a substância X em sua maior concentração (30 μM) e não foram registradas 

diferenças significativas em relação ao controle sem solvente. 

O miógrafo DMT utilizado, primeiramente desenvolvido por Mulvany e Halpern 

(1976) e com modificações posteriormente descritas por Mulvany (1988), permite o 

registro de tensão de vasos de até 60 μm de diâmetro. Neste trabalho, foram utilizados 

anéis do tronco da artéria pulmonar, banhada em solução de Krebs-Henseleit (KH) 

modificada, contendo (em mM): 120 NaCl, 5 KCl, 1,2 NaH2PO4, 11 glicose, 1,1 MgCl2, 

15 NaHCO3, 10 HEPES. Após o preparo, a solução tinha o pH ajustado para 7,4 

utilizando NaOH, e adicionava-se 2,5 mM de CaCl2. A solução foi, então, incubada a 

37 ºC e aerada com mistura carbogênica (95% O2 e 5% CO2) durante todo o 

experimento. 

O sistema DMT possui cubas com capacidade máxima para 10 mL de solução 

(nos experimentos foram utilizados 5 mL, para evitar extravasamento), e permite a 

regulação da temperatura, aeração com a mistura carbogênica e a troca de solução 

com auxílio de uma bomba de vácuo (Figura 13A). Além disso, possui duas 
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montagens removíveis para a fixação dos anéis, possibilitando a troca de configuração 

do miógrafo de acordo com o tecido a ser utilizado. Para a artéria pulmonar, a 

configuração utilizada era composta por duas hastes – uma móvel e outra fixa – que 

ficam submersas na solução experimental (Figura 13B), sendo possível tensionar o 

vaso com o auxílio de um micromanipulador, ligado a haste móvel, 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, após a fixação do tecido na cuba 

experimental, uma tensão de 1 g de força 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 tensão isométrica. Em A, Miógrafo de Mulvany, com 4 cubas, 
controle de temperatura à 37 ºC, aeração e troca de solução por bomba à vácuo; em B, hastes 
removíveis 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 são submersos na solução das cubas, tensionados por 
um micromanipulador. 

 

Durante a primeira hora do experimento, para melhor acomodação do sistema 

contrátil do músculo liso e para avaliar a integridade do endotélio, é realizado um teste, 

com base em curvas de aumento de tensão, estimuladas com 1 μM de PHE (3 

concentrações, com troca de solução a cada 5 minutos) e eficiência do endotélio, 

estimulada com 10 μM de ACh (1 concentração, 5 minutos após a aplicação da 

terceira dose de PHE). Após o protocolo para acomodação do sistema contrátil e o 

teste do endotélio, nos grupos CTRLs, apenas os anéis que relaxaram mais de 70% 

em resposta à ACh foram considerados com o endotélio intacto. 
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5.4.2.2. Construção das curvas de concentração x resposta 

Para avaliar a atividade muscular da artéria pulmonar, três protocolos diferentes 

foram executados: 1) a fenilefrina (PHE), uma substância simpaticomimética sintética 

com ação direta em receptores α1-adrenérgicos, foi aplicada na concentração de 1 

μM para induzir contração. Alcançado o platô de resposta contrátil, concentrações 

crescentes (1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 μM, 3 μM, 10 μM e 30 μM) 

de acetilcolina (ACh), foram aplicadas de forma consecutiva, com intervalos de 

aplicação de acordo com o tempo de estabilização do tecido para cada concentração. 

A ACh é um agente vasodilatador, considerado depende de endotélio. A ativação dos 

seus receptores (M2) promove a liberação de um fator relaxante derivado do endotélio 

– o NO – que se difunde rapidamente às células musculares lisas da vasculatura, 

ativando a sGC e estimulando a produção de cGMP, promovendo vasodilatação 

(Buchwalow et al., 2008; Furchgott & Zawadzki, 1980);  2) após a pré-contração com 

PHE (1 μM) o relaxamento foi estimulado com concentrações 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 

sódio (SNP), um agente vasodilatador de ação rápida, capaz de doar de óxido nítrico 

diretamente as células vasculares (Cobb & Thornton, 2018); 3) após a pré-contração 

com 1 μM de PHE, o relaxamento foi induzido com concentrações crescentes (10 nM, 

30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 μM, 3 μM, 10 μM e 30 μM) da substância X, o ativador de 

canais BKCa. Entre um protocolo e outro, os vasos eram “lavados” (troca de solução) 

de 3 a 5 vezes, para remoção total das substâncias aplicadas. Um novo protocolo 

somente se iniciava quando, após a lavagem, o vaso retornava e estabilizava em sua 

linha de base inicial padrão. 

Os resultados da atividade muscular lisa foram analisados utilizando o 

programa LabChart 8 (AD Instruments Pty Ltd, Austrália). A linha de base era 

considerada como “0%” e o platô gerado pelo vasoconstritor utilizado como “100%”, 

ou tensão máxima. A resposta vasodilatadora foi calculada como percentual da tensão 

máxima. O cálculo de IC50 foi feito utilizando o programa GraphPad Prism 8 

(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). 
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5.4.3. Análise da função mitocondrial 

5.4.3.1. Isolamento de mitocôndrias 

O isolamento das mitocôndrias cardíacas foi feito por centrifugação diferencial, 

como descrito por Maciel e colaboradores (Maciel et al., 2020). Os corações isolados 

de rato ou camundongo foram rapidamente removidos e colocados em solução 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 rotação do eixo de 6.500 RPM. No homogenato foi 

acrescentada proteinase tipo XXIV (8 UI/mg de peso de tecido) utilizando um pilão 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 solução 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 solução de isolamento. 

A concentração de proteínas no pellet isolado foi determinada usando um 

ensaio de proteína (método Lowry, Biorad, Hercules, CA, EUA) em comparação com 

um padrão BSA (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Esta metodologia foi usada 

para isolar o a fração total de mitocôndrias do tecido cardíaco. 

5.4.3.2. Soluções 

Todas as soluções de uso no isolamento e ensaios com mitocôndrias foram 

preparadas na hora do experimento e filtradas em filtro Millipore de 1,2 µm. 

a) Solução de isolamento (em mM): 250 sacarose; 10 HEPES; 1 EGTA. Após o 

preparo, a solução teve o pH ajustado para 7,4 e armazenamento a 4 °C. 

b) Solução de isolamento + BSA: 250 mg BSA em 50 mL da solução de 

isolamento anterior. 

c) Solução eletrolítica (em g): 2.655 Na2HPO4, 1.3 KH2PO4, 0.52 KCl, 0,05 g 

NaN3 e AgCl (alguns cristais, até saturar a solução) em 50 mL de água 

ultrapura. Armazenamento à 4 ºC. 

d) Solução de Respiração (em mM): 125 KCl, 10 MOPS, 5 MgCl2, 5 KH2PO4, 0,02 

EGTA. pH 7,4 ajustado com Tris 0,5 M. Armazenada a 4°C. 

e) Solução de Respiração + glutamato/malato (em mM): a solução anterior 

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

complexo I. 
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f) Solução de Respiração + succinato (em mM): a solução anterior adicionada 

com succinato (5 mM) como substrato para o complexo II. 

g) Solução para retenção de Ca2+ (em mM): 125 KCl; 10 MOPS; 5 MgCl2; 5 

KH2PO4; 5 glutamato e 5 malato. O pH da solução foi ajustado para 7,4 

utlizando Tris 0,5 M, e posteriormente armazenada a 4 °C. 

h) Solução para recaptação de Ca2+ (em mM): 125 KCl, 10 MOPS, 2 MgCl2, 5 

KH2PO4, 5 glutamato (5 mM), 5 malato e 0,4 ADP. 

 

5.4.3.3. Medida de consumo de O2 mitocondrial 

A respiração mitocondrial foi medida utilizando um eletrodo do tipo Clark 

(Strathkelvin, Glasgow, UK), em solução de respiração a 37 ºC, com agitação 

magnética. Para a medida da respiração do complexo I, as mitocôndrias (100 µg) 

foram adicionadas em 1 mL da solução; após dois minutos, 1 mM de ADP foi 

adicionado, e a respiração do complexo I induzida por ADP foi medida por dois 

minutos. A respiração do complexo II induzida por ADP foi realizada na presença de 

rotenona (1 µM).  

Posteriormente, as mitocôndrias também foram usadas para medir a respiração 

do complexo IV. A captação máxima de O2 desacoplado na câmara de respiração ou 

na solução de respiração contendo as mitocôndrias foi feita para medir a produção de 

ATP ou a concentração de ROS mitocondriais, respectivamente. A respiração do 

complexo IV foi estimulada pela adição de N, N, N, N′-tetrametil-p-fenilenodiamina 

(TMPD, 300 μM) mais ascorbato (3 μM), que doa elétrons à citocromo oxidase, através 

da redução do citocromo C. O consumo máximo de O2 desacoplado foi medido na 

presença de 30 nM de cianeto de carbonila-p-trifluorometoxifenil-hidrazona (FCCP).  

 

5.4.3.4. Medida de consumo de O2 mitocondrial em condições de normóxia e 

hipóxia/reoxigenação 

A solução de respiração (sem glutamato, malato ou succinato) foi borbulhada 

com gás N2 purificado até que a concentração de O2 fosse inferior a 15 nM/ml-1, para 

simular condições de hipóxia. As mitocôndrias (200 μg) foram adicionadas à 0,5 mL 

da solução hipóxica. Após oito minutos de hipóxia, a solução de respiração saturada 

com O2 (0,5 mL) foi adicionada para reoxigenação, por dois minutos. O consumo de 
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O2 foi medido após hipóxia/reoxigenação ou durante o período controle em normóxia 

(10 minutos). Foram administrados os substratos para o complexo I ou rotenona, e os 

substratos para o complexo II. Finalmente, as mitocôndrias foram usadas tanto para 

medir a respiração do complexo IV e a captação máxima de O2 desacoplado, quanto 

para medir a concentração de ROS mitocondrial e produção de ATP. 

• Controle: As mitocôndrias foram adicionadas a 0,5 mL de solução tampão 

oxigenada. Após oito minutos, foi adicionada solução de incubação saturada 

com O2 (0,5 mL) durante dois minutos (tempo controle: dez minutos), seguido 

pelo protocolo de consumo de O2 mitocondrial. 

• Substância X: As mitocôndrias foram adicionadas a 0,5 mL da solução hipóxica 

suplementada com 1 μM de substância X. Após oito minutos em hipóxia, a 

solução de incubação saturada com O2 (0,5 mL), suplementada com 1 μM de 

substância X, foi adicionada para a reoxigenação por dois minutos, seguido 

pelo protocolo de consumo de O2 mitocondrial. 

 

5.4.3.5. Medida da produção de ATP mitocondrial 

A produção mitocondrial de ATP, após cada medição respiratória, foi 

imediatamente determinada pelo método ATP assay mix (diluição de 1:5) e 

comparada com padrões de ATP, usando uma placa branca de 96 poços e um 

espectrofluorômetro (SpectraMax® M3, Molecular Devices, EUA) no comprimento de 

onda de 560 nm. 

 

5.4.3.6. Medida de turgescência mitocondrial e potencial transmembrana 

A turgescência (swelling) mitocondrial e o potencial transmembrana foram 

avaliados de acordo com estudos anteriores (Maciel et al., 2020), utilizando um 

espectrofluorômetro (SpectraMax® M3, Molecular Devices, EUA). Mitocôndrias em 

suspensão (100 μg/mL) foram adicionadas ao meio de respiração na ausência dos 

substratos respiratórios, a 37 °C, sob agitação constante. A turgescência mitocondrial 

foi estimulada com Ca2+ (1 μM). Para determinação do potencial transmembrana da 

mitocôndria (Δψm) foi utilizado o sensor TMRM (éster metílico de tetrametilrodamina, 

400 nM). 
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5.4.3.7. Medida da produção de ROS mitocondrial 

O kit Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay (Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA) foi utilizado para determinar a concentração extramitocondrial de ROS, por 

meio da produção de resorufina altamente fluorescente. A concentração 

extramitocondrial de ROS foi determinada em comparação com os padrões de H2O2 

usando uma placa preta de 96 poços e um espectrofluorômetro (SpectraMax® M3, 

Molecular Devices, EUA) em comprimentos de onda de emissão de 540 nm e extinção 

de 580 nm (Maciel et al., 2020). 

 

5.4.3.8. Medida do extravazamento de elétrons e relação ROS/ATP 

Para calcular o extravazamento de elétrons, a taxa de H2O2 formado foi 

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

para mostrar a formação de ROS associada ao consumo de O2. 

 

5.4.3.9. Medida da capacidade de retenção de Ca2+ 

A capacidade de retenção de cálcio (CRC) foi determinada de acordo com 

estudos anteriores (Maciel et al., 2020), usando mitocôndrias suspensas (400 µg) em 

1 mL da solução para retenção de Ca2+, a 37°C. Calcium green-5N (0,5 µM/L, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foi utilizado para medir a concentração 

extramitocondrial de Ca2+ em um espectrofotômetro (Cary Eclipse, Varian, Mulgrave, 

Victoria, Austrália) nos comprimentos de onda de emissão de 500 nm e extinção de 

530 nm. 

 

5.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para a análise estatística foi utilizado o software GraphPad Prism 8 (San Diego, 

CA, Estados Unidos). Por conta da comparação de médias de várias populações 

(grupos experimentais), os resultados foram expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM). A distribuição dos dados foi considerada normal pelo teste de Shapiro-

Wilk. Para comparação entre grupos foi utilizado one-way ANOVA com pós-teste 

Newman-Keuls. Para comparação entre grupos, em diferentes intervalos de tempo, 

foi utilizado two-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. As curvas de sobrevivência 

foram analisadas por Kaplan-Meyer. Na análise da função mitocondrial os dados 
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foram comparados por one-way ANOVA, seguido pelo pós-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 BKCa NO MODELO 

DE HAP INDUZIDO POR MCT EM RATOS 

Em relação à sobrevida dos animais, os ratos hipertensos não tratados (grupo 

MCT) tiveram 80% de sobrevida ao final do protocolo de 28 dias (Figura 14). Já 

aqueles que receberam o ativador de canal BKCa (substância X), por duas semanas a 

partir do 14º dia seguinte à injeção de MCT (grupo MCT+αBK) ou salina (grupo CTRL+ 

αBK), apresentaram 100% de sobrevida, assim como os animais do grupo CTRL. 
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Figura 14. Análise da sobrevida de Kaplan-Meyer dos quatro grupos ao longo do protocolo 
experimental. O tratamento consistiu na administração de dose oral diária de 28 mg/kg da substância 
X (ativador de canal BKCa), o qual foi iniciado a partir do 14º dia após a injeção da monocrotalina. 
Grupos CTRL (n =19); MCT (n = 21), MCT+αBK (n =14), e CTRL+ αBK (n = 5). 

 

A Figura 15 mostra a evolução 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 daí, se 

iniciou uma redução progressiva no ganho de peso dos animais do grupo MCT, 

quando comparados ao grupo CTRL. Os animais dos grupos MCT+αBK e CTRL+αBK, 

ao contrário do grupo MCT, mostraram ganho de peso corporal semelhante ao grupo 

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

 

Em relação a avaliação eletrocardiográfica, os ECGs registrados antes da 

administração da monocrotalina (Semana 0), apresentaram intervalos QTc sem 

diferença significativa entre os grupos. Na semana 2, os grupos CTL e CTL+αBK 

continuaram estatisticamente iguais, enquanto os grupos MCT e MCT+αBK 

apresentaram valores de QTc maiores que os do grupo CTRL (p = 0.0335 e 0.0157, 

respectivamente); porém, apesar de visivelmente maiores, não há diferença 

estatística entre esses dois grupos e o grupo CTRL+αBK. No entanto, na quarta 

semana, o grupo MCT apresentou QTc significativamente maior que os dos grupos 

CTRL e CTRL+αBK (p < 0.001 e = 0.045, respectivamente), enquanto o grupo 

MCT+αBK não apresentou diferença estatística em relação aos grupos CTRL e 

CTRL+ αBK (Figura 16). 
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Figura 16. Intervalo QTc ao longo do protocolo experimental. Comparação dentro de cada entre os 
grupos entre dos intervalos QT na semana 0, semana 2 e semana 4. Os intervalos QT foram corrigidos 
pela equação de Bazzet (QTc = QT/RR½). Valores apresentados como média ± EPM. Semana 0: CTRL 
(n =17); MCT (n = 21), MCT+αBK (n =11), CTRL+ αBK (n = 5); Semana 2: CTRL (n =13); MCT (n = 16), 
MCT+αBK (n =9), CTRL+ αBK (n = 3); Semana 4: CTRL (n =12); MCT (n = 15), MCT+αBK (n =7), 
CTRL+ αBK (n = 5). *p < 0,05 

   

Um dos parâmetros comumente utilizado para a determinação do 

desenvolvimento de HAP é a medida de pressão sistólica do ventrículo direito (PSVD), 

mostrada na figura 17. A avaliação feita no último dia do protocolo experimental 

mostrou que os animais do grupo MCT apresentaram um aumento significativo da 

PSVD, quando comparados aos animais dos demais grupos. Já os animais do grupo 

MCT-αBK tiveram essa pressão reduzida para valores semelhantes ao dos animais 

do grupo CTRL. O grupo CTRL-αBK permaneceu com a PSVD próxima aos grupos 

CTRL e MCT-αBK. 



68 
 

C
TR

L
M

C
T

M
C
T +

 
B
K

C
TR

L +
 

B
K

0

20

40

60

80

100

P
re

s
s

ã
o

 s
is

tó
li

c
a

 d
o

 V
D

  
(m

m
H

g
)

3 4 5 2

*

##
##

 

Figura 17. Pressão sistólica do ventrículo direito (PSVD), no último dia do protocolo 
experimental. Valores apresentados como média ± EPM. * p < 0,05 vs CTRL; ## p < 0,01 vs MCT. 

. 

Ao final do período experimental (28º dia) foram avaliados os seguintes 

parâmetros biométricos: o índice de hipertrofia do ventrículo direito, calculado pela 

relação de pesos VD/(VE+SEPTO), e os pesos relativos (normalizados pelo 

comprimento da tíbia, em cm) do coração, fígado e pulmões. Em relação ao índice de 

hipertrofia do ventrículo direito (Figura 18A), o grupo MCT apresentou valor 

significativamente maior, quando comparado aos demais grupos. Já os grupos CTRL, 

MCT-αBK e CTRL-αBK, não apresentaram diferenças significativas entre si. Em 

relação ao peso relativo do coração (Figura 18B), não foi observada diferença 

significativa entre os grupos. Quanto ao peso relativo do fígado (Figura 18C), os 

grupos CTRL, MCT e MCT-αBK não apresentaram diferença significativa entre si, 

enquanto o grupo CTRL-αBK mostrou média estatisticamente maior que a do CTRL e 

do MCT. No peso relativo dos pulmões, o grupo MCT-αBK foi o único a apresentar 

média significativamente maior que as dos demais grupos (Figura 18D). 
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Figura 18. Parâmetros biométricos. A, peso relativo do VD, normalizado pelo peso do VE mais septo 
ventricular; B, peso relativo do coração; C, peso relativo do pulmão; D, peso relativo do fígado. Os 
valores de peso relativo do coração, pulmão e fígado foram obtidos a partir da relação entre peso do 
órgão (g) e comprimento da tíbia (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 após precontração 

com 1 µM de PHE, as curvas de ACh em concentrações crescentes (1 nM – 30 µM) 

não apresentaram diferenças significativas quando comparadas entre os grupos. O 

IC50 foi 5,18 µM no grupo CTRL; 3,15 µM no grupo MCT; 2,41 µM no grupo MCT-αBK; 

e 2,14 µM no grupo CTRL-αBK. Mesmo não sendo estatisticamente diferentes, os 

grupos que melhor responderam à ACh foram os dois que receberam o tratamento 

com a substância X, por apresentarem menores IC50. 

 Protocolo semelhante ao da ACh foi realizado utilizando o SNP. Após a 

contração inicial com 1 µM de PHE, concentrações crescentes de SNP (0,01 nM – 

300 nM) foram utilizadas. Os vasos de todos os grupos também responderam ao SNP 

de forma semelhante, sem diferenças significativas.  Os valores de IC50 foram 27,6 

nM para o grupo CTRL, 6,91 nM para o MCT, 28 nM para o MCT-αBK e 72,9 nM para 

o CTRL-αBK. Mesmo não tendo diferença estatística, observa-se que o grupo MCT 

apresentou menor IC50, sugerindo melhor resposta vasodilatadora ao SNP (figura 

19B). 

Um terceiro protocolo utilizando os anéis de artéria pulmonar também foi feito. 

Nele, após o estímulo contrátil com 1 µM de PHE, concentrações crescentes da 

substância X (10 nM – 30 µM) foram utilizadas como agente vasodilatador, na 

ausência (Figura 20A) ou presença (Figura 20B) de ODQ, um inibidor permeável, 

potente e seletivo da guanilato ciclase sensível ao NO. Na primeira, os vasos de todos 

os grupos relaxaram de forma bastante semelhante, independente de terem recebido 

ou não o tratamento com ativador de canal BKCa. Isso é mostrado pelo IC50, que foi 

de 11,8 µM para o grupo CTRL, 14,2 µM para o grupo MCT, 15,7 µM para o grupo 

MCT-αBK e 9,8 µM para o grupo CTRL-αBK. 
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Figura 19. Efeito vasodilatador da acetilcolina (ACh) ou nitroprussiato de sódio (SNP) sobre o 
anel do tronco da artéria pulmonar isolado. Em A, curva de concentração x resposta de anéis de 
artéria pulmonar pré-contraídos com PHE e posteriormente relaxados com concentrações crescentes 
de ACh. Em B, curva concentração x resposta de anéis de artéria pulmonar pré-contraídos com PHE e 
posteriormente relaxados com concentrações crescentes de SNP. Valores apresentados como 
percentual da tensão máxima em função da concentração. n = 3. 
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Figura 20. Efeito vasodilatador da substância X (αBK) sobre o anel do tronco da artéria pulmonar 
isolado. Em A, curva de concentração x resposta de anéis de artéria pulmonar pré-contraídos com 
PHE e posteriormente relaxados com concentrações crescentes da substância X. Em B, curva 
concentração x resposta de anéis de artéria pulmonar pré-contraídos com PHE e posteriormente 
relaxados com concentrações crescentes da susbtância X, na presença de ODQ. Valores apresentados 
como percentual da tensão máxima em função da concentração. n = 3. 
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 Na presença de ODQ, o efeito da substância X foi drasticamente reduzido em 

todos os grupos experimentais. O IC50 para o grupo CTRL foi de 70.9 µM; para o MCT, 

79.3 µM; 60 µM para o MCT-αBK e 48 µM para o grupo CTRL-αBK. Dessa forma, o 

ODQ reduziu o efeito vasodilatador da substância X em, aproximadamente, cinco 

vezes. 

Na avaliação dos efeitos do tratamento com o ativador de canal BKCa sobre a 

função mitocondrial de corações de ratos com HAP, a figura 21 mostra a produção de 

ATP e ROS em mitocôndrias isoladas. Na figura 21A observa-se que não houve 

diferença significativa na produção de ATP pelas mitocôndrias dos quatros grupos 

experimentais. Quanto à produção de ROS mitocondrial, a figura 21B mostra que o 

grupo MCT e os grupos tratados com a substância X tiveram aumento da produção 

de ROS, comparados ao grupo CTRL. A produção de ROS nos grupos CTL+αBK e 

MCT+αBK não apresentou diferença significativa em relação ao grupo MCT, embora 

se observa que há uma tendência de menor produção de ROS nos grupos tratados 

com a substância X. 
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Figura 21. Produção de ATP e ROS mitocondriais. Em A, produção de ATP; em B, produção de 

ROS.Valores apresentados como média ± EPM. * p < 0,05 vs CTRL. 

  

Em relação à capacidade de retenção de Ca2+, a figura 22A mostra que o efeito 

ativador da substância X não alterou a dinâmica do Ca2+ mitocondrial, tanto na 

presença, quanto na ausência da ciclosporina A (CSA), um inibidor da formação do 
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poro de transição mitocondrial. Já o ΔΨ mitocondrial (figura 22B), não apresentou 

diferença entre os grupos e seus respectivos controles positivos (em presença de 

CSA). A menor fluorescência do TMRM no grupo CTRL, observada nos dois picos, 

indica despolarização da membrana mitocondrial interna, que não foi observada com 

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

 

6.2. EFEITOS IN VITRO DO ATIVADOR DE CANAL BKCa (SUBSTÂNCIA X) EM 

MITOCÔNDRIAS ISOLADAS, EM CONDIÇÕES DE HIPÓXIA/REOXIGENAÇÃO 

A figura 23 mostra o efeito da substância X sobre a respiração mitocondrial, na 

ausência de Ca2+. O consumo de O2 mitocondrial no estado I do complexo I (estado 

basal, onde não há adição de substratos ou ADP ao meio com as mitocôndrias. Nesse 

estado, o consumo de O2 é quase nulo) não apresentou diferença significativa entre 

os grupos CTRL e αBK, como mostrado na figura 23A. Já nos estados II (adição de 

substratos energéticos, com formação do ΔΨ e consumo de O2) e III (adição de ADP, 

estimulando alto consumo de O2) do complexo I, o consumo de O2 mitocondrial foi 

menor no grupo αBK, quando comparado ao grupo CTRL (Figuras 23B e 23C, 

respectivamente). 

Na figura 23D, observa-se que no estado II do complexo II, o consumo de O2 

mitocondrial também foi menor no grupo αBK. Entretanto, no estado III do complexo 

II não foi observado diferença significativa entre os dois grupos (Figura 23E). A 

ausência de diferenças significativas entre os grupos também foi observada no 
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complexo IV, comparando o consumo máximo de O2 em mitocôndrias desacopladas 

(Figura 23F). 
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Figura 23. Consumo de O2 em mitocôndrias isoladas de cardiomiócitos de camundongos. Em 
A, respiração basal (estado I do complexo I); em B, estimulação por glutamato/malato (estado II do 
complexo I); em C, estimulação por ADP (estado III do complexo I – estado fosforilativo); em D, 
respiração do complexo II estimulada por succinato (estado I do complexo II); em E, respiração 
estimulada por ADP (estado III do complexo II – estado fosforilativo); em F, respiração do complexo IV 
estimulado por TMPD e ascorbato, e desacoplamento máximo de oxigênio induzido por FCCP. Valores 
foram apresentados como média ± EPM. * p < 0,05 vs CTRL. n = 10. 

 

Em relação à produção de ATP mitocondrial, a figura 24A mostra que a 

produção foi menor no grupo αBK comparado ao CTRL. Por outro lado, a produção 

de ROS foi mais elevada no grupo αBK (Figura 24B) em relação ao grupo CTRL. A 
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razão ROS/ATP foi menor, quando comparados ao grupo CTRL (figura 24C), 

enquanto o extravasamento (leakage) de prótons mitocondriais foi maior no grupo αBK 

(figura 24D). Junto com o resultado da figura 23, esses dados indicam que a ativação 

dos canais BKCa pode levar a uma diminuição da função mitocondrial.  
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Figura 24. Produtos mitocondriais e características. Em A, produção de ATP; em B, produção de 
ROS; em C, razão 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 relação ao efeito da substância X sobre mitocôndrias isoladas na presença 

de 5 nM de Ca2+, em condições de normóxia ou hipóxia/reoxigenação, o consumo de 

O2 no estado I do complexo I não diferiu significativamente entre os grupos (Figura 

25A). No estado II do complexo I, os grupos CTRL e αBK não apresentaram diferenças 

entre si, porém, a hipóxia/reoxigenação reduziu significativamente o consumo de O2. 
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Esse efeito foi prevenido nas mitocôndrias previamente incubadas com a substância 

X antes da hipóxia/reoxigenação (Figura 25B). A figura 25C mostra que o consumo 

de O2 pelo complexo I em seu estado III (fosforilativo) foi menor no grupo αBK, quando 

comparado ao CTRL. A redução do consumo de O2 após hipóxia/reoxigenação foi 

atenuada nas mitocôndrias pré-incubadas com a substância X (Figura 25C). 

 No caso do complexo II, em seu estado II, o consumo de O2 pelas mitocôndrias 

foi similar nos grupos αBK, hipóxia/reoxigenação e hipóxia/reoxigenação+αBK, mas 

significativamente menor quando comparados ao CTRL (Figura 25D). Já no estado 

III, não foi observada diferenças entre os grupos (Figura 25E). O consumo de O2 no 

estado IV também não apresentou diferenças significativas entre os grupos (Figura 

25F). 

Em relação à produção mitocondrial de ATP, o grupo CTRL apresentou 

produção significativamente maior em relação ao grupo αBK. A hipóxia/reoxigenação 

minimizou essa produção, enquanto a pré-incubação com a substância X, antes da 

hipóxia/reoxigenação, foi capaz de reduzir esse efeito (Figura 26A). A produção de 

ROS foi menor no grupo CTRL, em comparação ao grupo αBK. A 

hipóxia/reoxigenação estimulou o aumento na produção de ROS, enquanto a pré-

incubação das mitocôndrias com a substância X, antes da hipóxia/reoxigenação, 

preveniu esse aumento (Figura 26B). A razão ATP/ROS foi menor no grupo αBK, 

quando comparada ao grupo CTRL. A hipóxia/reoxigenação reduziu 

significativamente a razão ATP/ROS, que foi prevenida quando as mitocôndrias foram 

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

 A figura 26D mostra que o extravasamento de prótons aumenta em 

mitocôndrias incubadas com a substância X em condições de normóxia. O 

extravasamento de prótons após hipóxia/reoxigenação apresentou um forte aumento, 

que foi prevenido em mitocôndrias pré-incubadas com a substância X antes da 

hipóxia-reoxigenação. Junto com a figura 25, esses dados sugerem que a ativação do 

canal BKCa mitocondrial pela substância X foi capaz de prevenir/atenuar os efeitos 

promovidos pela hipóxia/reoxigenação. 
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Figura 25. Consumo de O2 em mitocôndrias submetidas a hipóxia/reoxigenação. Em A, 
respiração basal (estado I do complexo I); em B, estimulação por glutamato/malato (estado II do 
complexo I); em C,estimulação por ADP (estado III do complexo I – estado fosforilativo); em D, 
respiração do complexo II estimulada por succinato (estado I do complexo II); em E, respiração 
estimulada por ADP (estado III do complexo II – estado fosforilativo); em F, respiração do complexo IV 
estimulado por TMPD e ascorbato, e desacoplamento máximo de oxigênio 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. 
n = 10. 
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Figura 26. Produtos e características de mitocôndrias submetidas a hipóxia/reoxigenação. Em 
A, produção de ATP; em B, produção de ROS; em C, razão 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 relação aos efeitos do ativador de canal BKCa no potencial transmembrana 

e turgescência (inchaço) mitocondrial, na presença de 10 μM de Ca2+ e 2 μM de 

oligomicina, bem como em condições de hipóxia/reoxigenação, a substância X reduziu 

a turgescência induzida por 10 μM de Ca2+. Inicialmente houve rápido aumento, que 

se estabilizou em um platô com valores inferiores ao controle com a mesma 
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concentração da Ca2+. A linha tracejada representa as mitocôndrias incubadas com 

FCCP – um controle positivo para a turgescência máxima (Figura 27A). A figura 27B 

mostra que o ativador de canal BKCa preveniu a despolarização induzida pelo Ca2+; 

no entanto, a despolarização induzida pela substância X foi superior à linha de base 

(linha tracejada, sem Ca2+). 

A oligomicina foi utilizada para inibir a atividade da ATP sintase na presença do 

ativador de canal BKCa (Figura 27C). Na presença da substância X e oligomicina foi 

observado inicialmente um rápido aumento de turgescência, seguido por um período 

de incremento mais suave, o que não foi observado em presença de oligomicina sem 

a substância X (CTRL). A linha tracejada indica o controle positivo, em presença de 

FCCP. Em relação ao potencial de membrana, em presença da oligomicina sem a 

substãncia X foi observada hiperpolarização mitocondrial. Porém, na presença da 

substância X ocorre uma despolarização gradual, seguida da formação de um platô, 

após 6 minutos de experimento (Figura 27D). 

Após hipóxia/reoxigenação as mitocôndrias também um rápido aumento de 

turgescência, que foi atenuado quando em presença da substância X, embora tenha 

apresentado valores superiores aos do grupo CTRL (sem hipóxia/reoxigenação), 

como mostrado na figura 27E. A figura 27F mostra que o potencial transmembrana 

mitocondrial, quando em hipóxia/reoxigenação, apresentou despolarização ao longo 

do tempo. Contudo, em presença da substância X essa despolarização foi reduzida 

significativamente, embora sem atingir valores próximos aos do controle (CTRL, sem 

hipóxia/reoxigenação).  
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Figura 27. Turgescência mitocondrial e potencial transmembrana (ΔΨ). A, turgescência 

mitocondrial induzida por 10 μM de Ca2+ em mitocôndrias incubadas com a substância X. As linhas 

tracejadas indicam o FCCP como um controle positivo para turgescência máxima; B, Despolarização 
mitocondrial induzida por 10 μM de Ca2+ em mitocôndrias incubadas com a substância X. A linhas 
tracejadas indicam experimento sem Ca2+; C, turgescência em mitocôndrias incubadas com oligomicina 
e substância X. A linha tracejada indica o controle positivo em presença de FCCP; D, ΔΨ em 
mitocôndrias incubadas com oligomicina e substância X; E, turgescência mitocondrial induzida por 
hipóxia/reoxigenação na presença da substância X. A linha tracejada indica o controle positivo na 
presença de FCCP; F, Depolarização mitocondrial induzido por hipóxia/reoxigenação, em mitocôndrias 
incubadas com a substância X. Valores apresentados como média ± EPM. *p < 0.05 vs CTRL; @p < 

0.05 vs sem Ca2+, & p < 0.05 vs sem oligomicina; # p < 0.05 vs Hip/Reox. 
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Em relação ao efeito da substância X na capacidade de retenção de Ca2+ e 

potencial de membrana (ΔΨ) mitocondrial, foi avaliada como a ativação do canal BKCa 

pela substância X influencia a dinâmica do Ca2+ mitocondrial e do potencial de 

membrana mitocondrial, na presença de concentrações crescentes de Ca2+. A figura 

28A mostra os traçados representativos do ΔΨ de mitocôndrias isoladas, nas 

seguintes condições: (1) CTRL, sem tratamento; (2) 4 μM de Ciclosporina A; (3) 1 μM 

de substância X (αBK); e (4) 100 nM de iberiotoxina (IbTx). Em (3), o traçado mostra 

que o ΔΨ mitocondrial se despolarizou rapidamente na presença do ativador de canal 

BKCa (visualizado pela redução na fluorescência do TMRM), seguido de estabilização 

sem exibir despolarização progressiva. Este padrão não foi observado nas demais 

condições, nas quais ocorreram uma despolarização progressiva de baixa intensidade 

(traçado 1) ou não houve despolarização (traçados 2 e 4). A quantificação do potencial 

de membrana é mostrada na figura 28D, com os valores do ΔΨ ao início e ao final do 

experimento. Os dados mostram que a substância X induziu despolarização 

significativa do ΔΨ mitocondrial ao final do experimento, em comparação com os 

demais grupos. 

A Figura 28B mostra traçados representativos da dinâmica do Ca2+ mitocondrial 

nas seguintes condições: (1) CTRL, sem tratamento; (2) 4 μM de ciclosporina A; (3) 1 

μM de substância X (αBK); (4) 100 nM de IbTx; (5) αBK, no início do experimento; e 

(6) αBK+IbTx. O traçado 5 mostra que a substância X adicionada no início do ensaio 

impediu completamente a absorção de Ca2+. Quando alguns pulsos de Ca2+ foram 

fornecidos às mitocôndrias, seguidos da adição da substância X, foi observado 

aumento na fluorescência, mesmo sem adição de mais Ca2+ (indicado por asterisco, 

no traçado 3), sugerindo que alguma quantidade de cálcio foi liberada pelas 

mitocôndrias quando em presença do ativador de canal BKCa. O bloqueador seletivo 

para canal BKCa, IbTx, não bloqueou o efeito da substância X nas mitocôndrias 

isoladas (traçado 6). A figura 28C mostra a quantificação da capacidade mitocondrial 

de retenção de Ca2+, demonstrando que a substância X impede a absorção de Ca2+ 

pelas mitocôndrias. A Figura 28E mostra a cinética de absorção de Ca2+ pelas 

mitocôndrias no início e ao final dos ensaios. Os resultados não apresentaram 

diferenças entre os grupos, exceto para o grupo αBK, no qual, por não apresentar 

capacidade de retenção, a cinética foi igual ao tempo total do experimento. 
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Figura 28. Potencial de membrana mitocondrial (ΔΨ) e retenção de Ca2+ em mitocôndrias 
isoladas, em presença de concentrações crescentes de Ca2+. A, traçados representativos da 
dinâmica do ΔΨ mitocondrial. Traçado 1: controle sem tratamento; traçado 2: mitocôndrias isoladas 
incubadas em 4 μM de CSA, como controle positivo para bloqueio do poro de transição mitocondrial; 
traçado 3: mitocôndrias isoladas incubadas com a substância X depois de 3 ou 4 picos de Ca2+; traçado 
4: mitocôndrias incubadas com IbTx. B, traçados representativos da dinâmica de retenção de Ca2+ 
mitocondrial. traçado 1: controle sem tratamento; traçado 2: mitocôndrias isoladas incubadas com 4 μM 
de CSA, como controle positivo para bloqueio do poro de transição mitocondrial; traçado 3: mitocôndrias 
incubadas com a substância X depois de 3 picos de Ca2+. O asterisco ao lado do colchete indica o 
aumento da fluorescência depois da incubação das mitocôndrias com o ativador do canal BKCa, sem 
adição de Ca2+; traçado 4: mitocôndrias incubadas com IbTx, desde o começo do experimento; traçado 
5: mitocôndrias incubadas com a substância X desde o início do experimento; traçado 6: mitocôndrias 
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incubadas com IbTx + αBK desde o início do experimento. As setas representam cada adição de Ca2+. 
C, quantificação da capacidade mitocondrial de retenção de Ca2+ (antes: anterior ao pico de Ca2+; 
depois: após 3 ou 4 picos de Ca2+). D, quantificação do ΔΨ mitocondrial. E, quantificação da cinética 
de absorção de Ca2+ pelas mitocôndrias. O quadro representa como foi medido. As colunas início e 
final representam o início e final do experimento, respectivamente. Valores apresentados como média 
± EPM. *p < 0.05; *** ou ### p< 0,001. 
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7. DISCUSSÃO 

Neste estudo, mostramos que o tratamento crônico com a substância X, um 

potente e seletivo ativador de canais de potássio de alta condutância sensíveis ao 

cálcio, teve efeitos terapêuticos no modelo experimental de hipertensão arterial 

pulmonar. 

O modelo experimental utilizado foi o da hipertensão arterial pulmonar induzida 

por uma única dose de monocrotalina em rato macho jovem. Apesar de haverem 

outros modelos clássicos, como a hipóxia crônica e o Sugen5416+hipóxia, este 

modelo é o mais comumente utilizado em estudos pré-clínicos da HAP, em razão da 

facilidade técnica, rapidez e baixo custo de implementação do modelo experimental 

(ao contrário do Sugen5416+hipóxia). Além disso, apresenta diversas características 

fisiopatológicas similares às 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 após a injeção 

de monocrotalina, já é possível observar alterações hemodinâmicas e vasoconstrição, 

assim como alterações morfológicas nas células endoteliais da artéria pulmonar. Da 

mesma forma, após 28 dias, a HAP se instala em sua forma severa (o que não ocorre 

no modelo de hipóxia crônica), marcada pela insuficiência ventricular direita, que 

normalmente leva os animais hipertensos a óbito (Bueno-Beti et al., 2018; Rafikova et 

al., 2016). Em nosso estudo, o êxito no estabelecimento do modelo experimental de 

HAP, mediante a injeção de uma única dose de monocrotalina (60 mg/kg), foi 

evidenciado pela observação do desenvolvimento de alterações cardíacas, 

hemodinâmicas e biométricas, como hipertrofia ventricular direita e consequente 

aumento do intervalo QT do eletrocardiograma, aumento da PSVD e congestão 

pulmonar, além da diminuição da taxa de sobrevida. Todas essas alterações são 

características do desenvolvimento da HAP e compatíveis 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 terapêutico avaliado foi a substância X, uma mistura 

racêmica de dois enantiômeros (Y e Z), com ação ativadora em canais de potássio de 

alta condutância, sensíveis ao cálcio. Ponte e colaboradores (2012) mostraram que a 
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substância X e seu enantiômero Z causam vasodilatação em anéis de aorta de ratos 

normotensos, quando pré-contraídos com fenilefrina, na presença ou ausência de 

endotélio, evidenciando que o efeito vasodilatador ocorre por ação desses ativadores 

na musculatura lisa vascular, na qual os canais BKCa são amplamente expressos 

(Tanaka et al., 2004). Dado que, o endotélio é essencial na regulação do tônus 

vascular, inclusive o pulmonar, há a possibilidade de as duas tetrahidroquinolinas 

estarem atuando também nas células endoteliais, hiperpolarizando-as e promovendo 

a vasodilatação mediada por óxido nítrico (NO). O NO, além da vasodilatação, 

também tem ação antiproliferativa, antiplaquetária e anti-inflamatória, contribuindo 

para a redução do tônus e melhora do remodelamento vascular (M. A. Hill et al., 2010; 

Lei et al., 2013). 

Neste estudo, a substância X foi administrada durante quatorze dias, a partir 

do 14º dia de indução da HAP pela monocrotalina. A dose de substância X (28 

mg/kg/dia) administrada aos animais foi igual àquela administrada em nosso estudo 

anterior (Ferraz et al., 2020). 

Poucos são os estudos envolvendo a ativação do canal BKCa e a HAP. 

Revermann e colaboradores (2014) utilizaram o ativador de canal BKCa NS1619, por 

via inalatória, como ferramenta terapêutica para o tratamento da HAP induzida por 

monocrotalina em ratos. O protocolo consistia em avaliar o efeito agudo do NS1619, 

após 30 e 120 minutos de inalação, no 24º dia após a indução da HAP. O grupo de 

pesquisadores observou que o tratamento com NS1619 reduziu as pressões sistólica 

e média do VD, aumentou a PaO2, o pH plasmático e diminuiu a PaCO2. Já em estudo 

prévio de nosso laboratório, Ferraz e colaboradores (2020) mostraram que o 

tratamento com a substância X, no mesmo modelo experimental de HAP em ratos, foi 

eficiente em melhorar diversos parâmetros dos animais hipertensos, tratados por via 

oral durante quatorze dias, a partir do 14º dia de indução da HAP. O grupo observou 

a melhora na tolerância ao esforço, na PSVD, no remodelamento vascular e 

ventricular, entre outros parâmetros. 

No presente estudo, observamos que o ativador de canal BKCa utilizado, 

substância X, reduziu a mortalidade dos animais hipertensos que receberam o 

tratamento por duas semanas, quando comparados aos animais hipertensos que 

receberam apenas o veículo. Esse mesmo padrão 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 

os animais do grupo controle que receberam o tratamento com a susbtância X também 

apresentaram 100% de sobrevida. 

Em relação ao peso corporal, os animais hipertensos não 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 não tratado se deve ao maior esforço respiratório que esses 

animais exercem por conta da progressão da doença. 

Outro parâmetro avaliado foi a duração do intervalo QT do eletrocardiograma, 

expresso em valores corrigidos (QTc). Neste estudo, observamos que nos ECGs 

registrados previamente à indução da HAP, os intervalos QTc dos animais não 

apresentaram diferenças significativas entre os grupos. Já os registros de ECG 

realizados quatorze dias após a injeção de monocrotalina, mostram que apenas os 

dois grupos com animais hipertensos tiveram aumento do intervalo QTc. Após 

quatorze dias de tratamento com o ativador de canal BKCa, apenas os animais que 

receberam a substância X tiveram a progressão do intervalo QTc inibida, ao passo 

que os animais hipertensos, que receberam apenas o veículo, apresentaram aumento 

do intervalo QTc. O prolongamento do intervalo QT é uma alteração característica da 

hipertrofia cardíaca e está 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 duração dos potenciais de 

ação ventriculares, decorrente de mudanças na expressão de canais de K+ 

dependentes de voltagem e consequente redução das correntes repolarizantes. 

Intervalo QT prolongado é marcador clínico de risco de surgimento de arritmias 

cardíacas e morte súbita (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 alteração eletrocardiográfica (Benoist et al., 

2012; Rich et al., 2013; Temple et al., 2014). 

Uma das características mais marcantes na HAP é a elevação da mPAP, que 

se encontra acima de 20 mmHg. No modelo animal, dada a maior dificuldade para a 
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medição da mPAP, se utiliza a medida da PSVD, que apresenta valores semelhantes 

aos encontrados na clínica. Nosso estudo mostrou que o tratamento com a substância 

X reduziu a PSVD para valores, inclusive, inferiores a 20 mmHg, enquanto os animais 

do grupo MCT não tratados apresentavam valores três vezes maior. O mesmo foi 

mostrado por Ferraz e colaboradores (2020). Fato interessante é que, nos animais 

controle que receberam só o tratamento com a substância X, não foi observada 

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

É importante ressaltar que, o uso de substâncias vasodilatadoras no tratamento 

da HAP deve ser administrado com cautela, pois elas podem causar hipotensão 

sistêmica, agravando ainda mais a disfunção pulmonar (Fox et al., 2018; Reffelmann 

& Kloner, 2006). Dados prévios do nosso grupo já haviam demonstrado que a 

substância X é eficiente em reduzir a PSVD, porém, sem nenhum efeito hipotensor 

sistêmico (valores de pressão sistêmica sistólica, diastólica e média não se alteraram), 

tanto em animais com HAP, quanto em animais normotensos. Agora, demonstramos 

que os animais normotensos tratados com a substância X  também não sofreram 

alterações na PSVD. 

Em relação aos parâmetros biométricos, não foi observada diferença 

significativa entre os grupos quanto ao peso relativo do coração; porém, o VD dos 

animais hipertensos não tratados mostraram aumento significativo comparado aos 

demais, ao final dos 28 dias, indicando hipertrofia ventricular direita, característica da 

HAP. O grupo hipertenso tratado com substância 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 período anterior ao início do tratamento, e a substância X preveniu a 

progressão desse quadro. A menor hipertrofia do VD pode estar associada à redução 

da sobrecarga de pressão, decorrente do vasorelaxamento induzido pelo ativador de 

canal BKCa. Adicionalmente, a redução no remodelamento cardíaco e vascular pode 

estar associada à hiperpolarização causada pela ativação dos canais BKCa, a qual tem 

efeito antiproliferativo e apoptótico, por diminuir a atividade dos canais de Ca2+ tipo L, 

o que reduz o influxo de Ca2+ e, consequentemente, diminui a concentração de Ca2+ 

nas células cardíacas e vasculares (Ferraz et al., 2020.; Krick et al., 2001; Revermann 

et al., 2014; Yun et al., 2010).       
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Em relação ao peso relativo do pulmão, foi observado aumento nos dois grupos 

de animais hipertensos (MCT e MCT+αBK). Diferente do observado por Ferraz e 

colaboradores (2020), a substância X não reverteu esse parâmetro, sugerindo uma 

possível congestão pulmonar. O peso relativo do fígado não apresentou diferença 

entre os grupos, exceto o grupo controle tratado, cujo aumento foi significativo. Na 

HAP, com o aumento da resistência vascular pulmonar e consequente sobrecarga e 

disfunção do VD, é esperado o aumento de volume e peso desses órgãos, dificultando 

a difusão de O2, causando dispneia e induzindo atrofia dos hepatócitos (Naeije et al., 

2022). Neste estudo, o aumento do peso relativo do fígado foi observado somente no 

grupo controle tratado. Para confirmar se essa alteração, de fato, ocorre, seria 

necessário realizar a relação entre o peso seco e peso úmido do órgão, já que nenhum 

dos demais grupos apresentou o mesmo padrão.   

Na HAP, é bem conhecido o aumento do tônus vascular, com diminuição da 

capacidade vasodilatadora, especialmente pela redução da biodisponibiliade de NO 

(Vazquez & Klinger, 2020). Estudos mostram que artérias pulmonares da ratos com 

HAP induzida por monocrotalina são menos responsivas à acetilcolina (Ferraz et al., 

2020; Pereira et al., 2013),  o que não foi observado neste estudo. Aqui, a análise da 

reatividade dos anéis de artéria pulmonar mostrou que as curvas concentração-

resposta à acetilcolina dos quatro grupos foram semelhantes entre si. Um mecanismo 

que, possivelmente, explicaria o relaxamento observado no grupo MCT, seria uma 

maior sensibilização da musculatura lisa vascular, frente à disfunção endotelial 

(Shiraki et al., 2001); porém, esse experimento precisaria ser realizado novamente. 

Comparando os IC50, observamos que as artérias pulmonares dos animais que 

receberam o tratamento com a substância X, tanto os hipertensos quanto os controles, 

apresentaram maior capacidade de relaxamento (menor IC50; 2.41 µM e 2.14 µM, 

respectivamente), sugerindo que a ativação crônica de canais BKCa melhora a função 

endotelial. 

Quando os anéis de artéria pulmonar foram estimulados com concentrações 

crescentes de nitroprussiato, um doador de NO (Friederich & Butterworth, 1995), todos 

os grupos apresentaram, em determinada concentração máxima, relaxamento de 

100%. O grupo hipertenso-não tratado (MCT) apresentou o menor IC50 (6 nM). Os 

grupos controle (CTRL) e hipertenso tratado (MCT+αBK) mostraram valores similares 

de IC50 (27.6 e 28 nM), enquanto o grupo controle tratado (CTRL+αBK) apresentou o 
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maior IC50 (72.9 nM). Este resultado sugere que no grupo controle tratado houve 

liberação excessiva de NO e a alta concentração de NO pode ter levado a produção 

de peroxinitrito, uma espécie reativa de oxigênio que contribui para alterações na 

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

O relaxamento de anéis de artéria pulmonar foi também estimulado com 

concentrações crescentes da substância X. Este protocolo foi realizado na ausência 

e na presença de ODQ, um potente e seletivo inibidor da guanilato ciclase solúvel 

(sGC). O NO se liga à sGC, que então catalisa a conversão de GTP em GMP cíclico, 

que ativa a proteína quinase G, levando à redução do tônus vascular. Portanto, o ODQ 

inibe esse mecanismo, impedindo o relaxamento vascular (Dupont et al., 2014; 

Tousoulis et al., 2012).  

Na ausência do ODQ, os anéis de artéria pulmonar de todos os grupos 

responderam de forma semelhante, mostrando que o relaxamento induzido pela 

substância X foi independente do tratamento prévio recebido pelos animais dos 

diferentes grupos experimentais. Já na presença de ODQ, a vasodilatação promovida 

pela substância X foi drasticamente reduzida (aproximadamente, cinco vezes menor), 

mostrando a importância do NO na vasodilatação mediada pela ativação do canal 

BKCa. Além disso, mostra a importância da ativação do canal BKCa na modulação do 

tônus vascular.  

 Na HAP, outro fator importante na sua patogênese é a disfunção mitocondrial. 

As mitocôndrias são a principal fonte produtora de energia no organismo, e alterações 

em sua função levam, entre outras mudanças metabólicas, ao aumento na produção 

de espécies reativas de oxigênio, estresse oxidativo, maximização de respostas 

inflamatórias e desordens celulares na vasculatura pulmonar (Zhang et al., 2022). Na 

base dessas alterações, está a cadeia transportadora de elétrons, formada por uma 

série de complexos que permitem o fluxo de elétrons através deles, gerando um 

gradiente de prótons, necessário para a síntese do ATP. Estudos diversos já 

demonstraram que na HAP, tanto em pacientes humanos quanto em modelos 

animais, ocorrem modificações na atividade/expressão dos complexos da cadeia 

transportadora (Rafikov et al., 2015; Rafikova et al., 2018) 

Na HAP, o aumento da resistência vascular pulmonar aumenta a pós-carga do 

ventrículo direito, levando à hipertrofia e insuficiência cardíaca direita (Cassady & 
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Ramani, 2020; Singh & Lakshminrusimha, 2021). A disfunção mitocondrial é o 

principal contribuinte para o desenvolvimento de insuficiência cardíaca (Murphy, 

2016). Neste estudo, avaliamos se o tratamento com o ativador de canais BKCa 

previne a disfunção mitocondrial em cardiomiócitos de ratos com HAP induzida por 

monocrotalina.  

Adicionalmente, avaliamos em mitocôndrias isoladas de corações de 

camundongos, o efeito direto da ativação de canais BKCa pela substância X sobre a 

função mitocondrial em condições de normóxia ou hipóxia/reoxigenação. Observamos 

que, na ausência de Ca2+, o consumo de O2 mitocondrial do grupo αBK foi menor nos 

estados II e III do complexo I, e II do complexo II, quando comparados aos seus 

respectivos controles. Nessa mesma condição, o grupo αBK mostrou menor produção 

de ATP, maior produção de ROS, maior razão ROS/ATP e maior extravasamento de 

prótons, sugerindo que a ativação dos canais BKCa foi capaz de reduzir a função 

mitocondrial. Em estudos envolvendo a atividade da cadeia e seus complexos em 

cardiomiócitos de animais com HAP experimental, foi visto que a atividade do 

complexo II estava aumentada, levando ao aumento na produção de ROS (Mouchaers 

et al., 2009; Redout et al., 2007). Assim, esse dado implicaria que a diminuição da 

atividade do complexo II gerada pela ativação do canal BKCa poderia promover alguma 

espécie de proteção quanto ao desenvolvimento da HAP. 

De forma interessante, observamos que o a ativação dos canais BKCa levou ao 

aumento na produção de ROS. Estudos sugerem que a abertura do mitoBKCa, frente 

a um influxo submáximo de potássio (através do ativador NS1619), causa a produção 

de ROS, como resposta a um aumento no fluxo de elétrons (Heinen et al., 2007). 

Apesar de ser amplamente reconhecido que aumento do nível de ROS causa danos 

teciduais, há certo nível de aumento de ROS considerado benéfico, necessário para 

estimular a capacidade antioxidante celular, além de induzir a produção de enzimas 

antioxidantes (Huang & Li, 2020; Raaz et al., 2014). 

Não foram observadas diferenças entre os grupos no consumo de O2 pelo 

complexo IV, indicando que as mitocôndrias exibiram viabilidade semelhante 

(desacoplamento máximo) entre os grupos. 

Na presença de 5 nM de Ca2+, nos estados II e III do complexo I, a manobra de 

hipóxia/reoxigenação reduziu significativamente o consumo de O2 pelas mitocôndrias 
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do grupo controle, enquanto no grupo αBK, a ativação do canal pela substância X 

preveniu esse evento. Em relação a produção de ATP, o grupo controle se apresentou 

significativamente maior em relação ao grupo αBK. A hipóxia/reoxigenação minimizou 

essa produção, e a ativação do canal BKCa reduziu esse efeito; quanto a produção de 

ROS, a do grupo controle foi menor, enquanto a hipóxia/reoxigenação estimulou o 

aumento na quantidade de ROS. A ativação do canal BKCa também preveniu esse 

aumento. O mesmo foi observado na relação ATP/ROS e no extravasamento de 

prótons. Esses dados mostram que, no estado de normóxia, a ativação do canal 

mitoBKCa reduziu a função mitocondrial, enquanto em presença de 

hipóxia/reoxigenção a ativação do canal levou a um pré-condicionamento da 

mitocôndria, melhorando as suas funções. Isso sugere que a ativação do canal 

conferiu estabilidade a mitocôndria, de forma a manter suas funções preservadas, 

especialmente frente a um estímulo danoso, como a hipóxia.  

A hipóxia é um importante fator na patogênese da HAP. Nesse estado, os 

canais iônicos mitocondriais da vasculatura pulmonar são drasticamente afetados, 

alterando diversas funções nas mitocôndrias, como a fosforilação oxidativa, a síntese 

de ATP, a proliferação celular e apoptose (Wang et al., 2021; Zhang et al., 2022). A 

capacidade de reversão dos efeitos promovidos pela manobra de 

hipóxia/reoxigenação, observados com a ativação dos canais BKCa pela substância X, 

nos sugere que, assim como os demais canais de K+ mitocondriais, o BKCa também é 

responsável por manter a estabilidade mitocondrial, garantindo a expressão de 

enzimas relacionadas ao metabolismo energético e proteção celular. Assim, nossos 

dados sugerem que, de forma semelhante ao do canal KATP mitocondrial, a ativação 

dos canais BKCa mitocondriais pode reduzir o metabolismo das mitocôndrias, quando 

em situação patológica, como a hipóxia na HAP, protegendo as mitocôndrias de 

alterações funcionais e eventos isquêmicos (Heinzel et al., 2005; Heusch et al., 2015; 

Zhang et al., 2022). 

A ativação do canal BKCa pela substância X também minimizou a turgescência 

mitocondrial, seja induzido por 10 µM de Ca2+, por oligomicina ou por 

hipóxia/reoxigenação, além de prevenir a despolarização induzida pelo Ca2+. Esses 

resultados sugerem que o influxo de K+ gerado pelos canais BKCa causou 

despolarização da membrana interna e, consequentemente, reduziu o impulso de 

entrada de Ca2+ nas mitocôndrias, atenuando a turgescência e a despolarização do 
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potencial transmembrana. O Ca2+ é um íon essencial para o metabolismo celular e, 

assim como o retículo, a mitocôndria também tem capacidade de armazená-lo. Apesar 

de ser essencial para diversos processos na mitocôndria (como a produção de ATP), 

em situações patológicas, como a HAP, o aumento excessivo na concentração do 

Ca2+ intracelular – assim como de ROS – são fatores que podem promover a abertura 

do poro de transição de permeabilidade mitocondrial (MPTP); quando aberto, a água, 

íons 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 turgescência. 

Essas alterações culminam no processo de apoptose (Skulachev, 1996; Wakabayashi 

& Karbowski, 2001). 

Por último, foi observado que a ativação do canal BKCa despolarizou 

rapidamente ΔΨ mitocondrial, visto pela redução na fluorescência do TMRM, sem 

despolarização progressiva. Também, a capacidade de retenção de Ca2+ das 

mitocôndrias foi avaliada, mostrando que a substância X impediu a absorção do Ca2+. 

No momento em que alguns pulsos de Ca2+ eram fornecidos às mitocôndrias, 

seguidos de exposição à substância X, houve aumento na fluorescência, porém, sem 

adição de mais Ca2+. Isso sugere que havia alguma quantidade de Ca2+ sendo 

liberada das mitocôndrias quando em presença do ativador do canal BKCa. Fato 

interessante é que, quando as mitocôndrias foram incubada com a substância X, a 

IbTx não bloqueou esse efeito. Isso pode ter ocorrido devido a concentração de IbTx 

utilizada; como o canal se localiza na membrana interna da mitocôndria, a 

concentração em questão não foi suficiente para atingir o canal. 

Esses dados mostram que a ativação dos canais BKCa pela substância X 

impediu a captação de Ca2+ pelas mitocôndrias, além de expulsar o Ca2+ previamente 

absorvido. Isso é particularmente curioso, uma vez que o aumento na concentração 

de Ca2+ pode ativar os mecanismos associados à formação e abertura do MPTP, e 

seus efeitos prejudiciais consequentes. Mecanicamente, o Ca2+ pode ter sido 

extrudado devido à abertura do MPTP. No entanto, é conhecido que essa abertura 

gera dissipação do gradiente eletroquímico de prótons, assim como interrupção na 

síntese de ATP (Szabo & Zoratti, 2014) – o que não foi observado em nosso estudo. 

O ativador de canal BKCa preservou as funções mitocondriais, manteve a turgescência 

e o potencial de membrana em valores mais próximos aos das mitocôndrias controle 

do que das que passaram por hipóxia/reoxigenação.  
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Estudos já demonstraram que o MPTP expele Ca2+, e o modo reverso do 

uniportador deste íon também pode ter essa função (De Marchi et al., 2014; Montero 

et al., 2001). O uniportador é considerado um transportador que permite a entrada do 

Ca2+ na matriz interna da mitocôndria, com baixa seletividade ao íon. Essa 

seletividade aumenta à medida que a concentração de Ca2+ citosólico também 

aumenta (Szabo & Zoratti, 2014). Montero e colaboradores (2001) demonstraram que o 

uniportador pode liberar Ca2+ em seu modo reverso, dependendo da concentração de 

Ca2+ extramitocondrial e de uma alta concentração de K+ no interior da mitocôndria. 

 A figura 29 é um resumo gráfico representando os mecanismos propostos pela 

ativação do canal BKCa neste trabalho. 

 

Figura 29. Resumo gráfico dos experimentos realizados. Em ratos com HAP induzida por MCT, o 
tratamento diário, por 14 dias, com a substância X (ativador dos canais BKCa) melhorou a sobrevida do 
animais, o ganho de peso, a reatividade da artéria pulmonar, reduziu a duração do intervalo QTc, a 
PSVD e a hipertrofia do VD; também, o mesmo ativador, em mitocôndrias isoladas de cardiomiócitos 
de camundongos, frente a hipóxia/reoxigenação, preveniu a perda de função mitocondrial, aumentando 
a produção de ATP e diminuindo a produção de ROS, turgescência e captação de Ca+2. A melhora das 
funções mitocondriais leva a menor proliferação celular e melhora do remodelamento tecidual, 
características que são importantes na patogênese da HAP. MCT = monocrotoalina; HAP = hipertensão 
arterial pulmonar; PSVD = pressão sistólica do ventrículo direito; VD = ventrículo direito; ME = 
membrana externa; EIM = espaço intermembranar; MI = membrana interna; MM = matriz mitocondrial. 
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8. CONCLUSÕES   

Os efeitos terapêuticos da substância X, pela ativação de canais BKCa nas células 

vasculares e cardíacas, propiciou ação anti-hipertensiva na vasculatura pulmonar, 

inibindo o desenvolvimento de hipertrofia mal adaptativa do ventrículo direito, 

prevenindo a insuficiência cardíaca direita e consequentes alterações elétricas 

cardíacas, além de prevenir alterações no metabolismo mitocondrial, resultando assim 

em maior sobrevida dos animais. 

 

9. LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

• Embora a HAP induzida por monocrotalina em ratos machos seja um modelo 

padrão para o estudo da doença, este tem como limitação o fato de não gerar 

lesões plexiformes, característica da doença em humano. Na proposta inicial, 

pretendíamos repetir o estudo em outro modelo experimental de HAP, no caso 

o modelo de HAP induzida por hipóxia e SUGEN, mas, o período de pandemia 

do covid-19 e o aumento do custo de importação do SUGEN impôs o adiamento 

da implantação desse outro modelo de HAP em nosso laboratório. 

• Os dados de avaliação da função mitocondrial em corações de ratos 

hipertensos tratados com a substância X ficaram incompletos, pois quando os 

animais dos grupos experimentais foram eutanasiados, os eletrodos do 

oxímetro se danificaram, impedindo realizar os ensaios de respiração 

mitocondrial. A importação de novos eletrodos demorou aproximadamente seis 

meses e com a limitação do prazo para defesa de tese não foi possível repetir 

atualmente esses experimentos. 

• A similaridade na resposta vasodilatadora a acetilcolina e ao nitroprussiato de 

sódio entre os grupos, na avaliação da reatividade vascular, pode ter ocorrido 

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

 

10. PERSPECTIVAS FUTURAS 

• Mais estudos acerca da atividade mitocondrial frente a ativação do canal BKCa 

pela substância X, como por exemplo, expondo as mitocôndrias a MCTP, e 
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observando o efeito direto do metabólito sobre elas e se o ativador ainda é 

capaz de modulá-lo. 

• Estudos in vivo para o conhecimento das propriedades farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas da substância X. 

• Avaliação da função mitocondrial em corações de ratos hipertensos tratados 

com a substância X, assim como aumento do n experimental para os dados de 

reatividade vascular. 
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