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RESUMO 
 
Silva Fernandes Grazielle. “Novo inibidor de MAPK p38α reduz disfunção 
ventricular induzida pela hipertensão arterial pulmonar em ratos”. Rio de 
Janeiro, 2020. Tese (Doutorado em Medicina). Faculdade de Medicina e 
Instituto do Coração Edson Saad da Universidade Federal do Rio de Janeiro. 
 
Introdução: A hipertensão arterial pulmonar (HAP) se apresenta com aumento 
da resistência vascular pulmonar e falência do ventrículo direito. O presente 
trabalho visa determinar os efeitos de um novo inibidor da p-38α MAPK 
(LASSBio-1824) em modelo animal de HAP. 
 
Metodo: Os experimentos foram realizados com a aprovação do Comitê de 
Ética e Uso de Animais da Universidade Federal do Rio de Janeiro (sob o 
número 106/16). No modelo experimental de HAP induzida por monocrotalina 
(MCT), os animais receberam uma única injeção intraperitoneal de MCT (60 
mg/kg). Após duas semanas de indução da doença, os animais foram tratados 
com veículo ou LASSBio-1824 durante 14 dias (n = 5 por grupo). No modelo de 
HAP induzida pela hipóxia + Su5416, os animais foram acondicionados numa 
câmara de hipóxia a 10% de oxigênio por 3 semanas com injeção 
intraperitoneal semanal de um inibidor do fator de crescimento endotelial 
vascular- Su5416 (20 mg/Kg i.p.). Após as 3 semanas de hipóxia, foi iniciado o 
tratamento com LASSBio-1824 por 14 dias mantendo os animais em ambiente 
de normóxia (n = 5 por grupo). Os seguintes parâmetros foram avaliados: 1. 
função e estrutura cardíaca através da ecocardiografia transtorácica; 2. 
pressão sistólica do ventrículo direito (PSVD); 3. reatividade vascular de 
artérias pulmonares isoladas dos grupos experimentais; 4. expressão de 
proteínas de coração e pulmão. 
 
Resultados: LASSBio-1824 normalizou o fluxo nas artérias pulmonares de 
ratos com HAP além de reverter significativamente o aumento da pressão 
sistólica, a hipertrofia e a disfunção do ventrículo direito. LASSBio-1824 reduziu 
o remodelamento e a hipertrofia da parede dos vasos pulmonares distais, 
atenuou a disfunção endotelial vascular pulmonar, reduziu a fibrose cardíaca e 
alterou a expressão de proteínas envolvidas na patogênese da HAP no pulmão 
e ventrículo direito dos ratos doentes.  
 
Conclusão: A inibição da isoforma p38-α MAPK por LASSBio-1824 representa 
uma abordagem importante para o tratamento da HAP, uma vez que melhorou 
processos subjacentes de remodelamento e inflamação no sistema 
cardiopulmonar. 
 
Palavras-chave: inibidor da MAPK p-38α, hipertensão arterial pulmonar, 
Su5416 / Hipóxia, proliferação celular, inflamação, hipertrofia do ventrículo 
direito. 
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ABSTRACT  
 
Silva Fernandes Grazielle. “A novel p-38 alpha MAPK inhibitor (LASSBio-1824) 
reverses Su5416/Hypoxia-induced pulmonary arterial hypertension in rats.”. Rio 
de Janeiro, 2020. Tese (Doctorate degree in Medicine). Faculty of Medicine and 
Edson Saad Heart Institute from Federal University of Rio de Janeiro. 

Introduction: Pulmonary arterial hypertension (PAH) occurs with increased 
pulmonary vascular resistance and right ventricle failure. The present work aims 
to determine the effects of a new inhibitor of p-38α MAPK (LASSBio-1824) on 
an animal model of PAH. 

Methods: The experiments were carried out with the approval of the Ethics and 
Animal Use Committee of the Federal University of Rio de Janeiro (# 106/16). In 
the experimental model of monocrotalin(MCT)-induced PAH, the animals 
received a single intraperitoneal injection of MCT (60 mg/kg). After two weeks of 
disease induction, the animals were treated with a vehicle or LASSBio-1824 for 
14 days (n = 5 per group). In the hypoxia+Su5416-induced PAH model, the 
animals were kept in a chamber at 10% oxygen for 3 weeks with weekly 
intraperitoneal injection of a vascular endothelial growth factor inhibitor- Su5416 
(20 mg/kg i.p.). After 3 weeks of hypoxia, treatment with LASSBio-1824 was 
started for 14 days keeping the animals in a regular environment (n = 5 per 
group). The following parameters were evaluated: 1. cardiac function and 
structure through transthoracic echocardiography; 2. systolic pressure of the 
right ventricle (RVSP); 3. vascular reactivity of isolated pulmonary arteries from 
experimental groups; 4. expression of proteins extracted from heart and lung.  

Results: LASSBio-1824 normalized the flow in the pulmonary arteries of rats 
with PAH and significantly reversed the increase in systolic pressure, 
hypertrophy and right ventricle dysfunction. LASSBio-1824 reduced remodeling 
and hypertrophy of the wall of the distal pulmonary vessels, attenuated 
pulmonary vascular endothelial dysfunction, reduced cardiac fibrosis, and 
altered the expression of proteins involved in the pathogenesis of PAH in the 
lung and right ventricle. 

Conclusion: The inhibition of p38-α MAPK isoform by LASSBio-1824 
represents an important approach for the treatment of PAH, which improves the 
underlying remodeling and inflammation processes in the cardiopulmonary 
system. 

Keywords:  p-38α MAPK inhibitor, pulmonary arterial hypertension, 
Su5416/Hypoxia, cell proliferation, inflammation, right ventricle hypertrophy. 
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1.INTRODUÇÃO 
 

1.1 Hipertensão Pulmonar 
 

A hipertensão pulmonar (HP) é definida hemodinamicamente por 

pressão arterial pulmonar média (PAPm) > 20 mmHg em repouso. É 

classificada clinicamente em cinco subgrupos (Tabela 1). A hipertensão arterial 

pulmonar (HAP), faz parte do subgrupo 1 considerado de maior gravidade. A 

HAP apresenta também pressão de oclusão da artéria pulmonar ⩽ 15 mmHg, 

configurando uma HP do tipo pré-capilar e resistência vascular pulmonar ⩾ 3 

Wood units (WU) (Galiè et al 2019, Simonneau et al 2019). 

 

Tabela 1: Classificação clínica de hipertensão pulmonar (HP) de acordo com etiologia. 

SIMMONEAU et al, 2019. 

 

 

HAP afeta indivíduos independente de idade, gênero ou raça e devido a 

ampla classificação e múltiplas etiologias, a estimativa precisa da prevalência 

Classificação clínica  hipertensão pulmonar (HP)

1 Hipertensão arterial pulmonar (HAP)

1.1 HAP idiopática

1.2 HAP hereditária

1.3 HAP induzida por fármacos e toxinas

1.4 HAP associada com:

1.4.1 Doença do tecido conjuntivo

1.4.2 Infecção por HIV

1.4.3 Hipertensão porta

1.4.4 Doença cardíaca congênita

1.4.5 Esquistossomose

1.5 HAP de longo prazo respondente a bloqueadores de canal de cálcio

1.6 HAP com características ostensivas de envolvimento venoso/capilar (doença venooclusiva pulmonar/hemangiomatose capilar pulmonar)

1.7 HP persistente do recém-nascido

2 HP devido a insuficiência ventricular esquerda

2.1 HP devido a insuficiência cardíaca com fração de ejeção de ventrículo esquerdo (FEVE) preservada

2.2 HP devido a insuficiência cardíaca com FEVE reduzida

2.3 Doença nas válvulas cardíacas

2.4 Condições cardiovasculares congenitais/adquiridas levando a HP pós-capilar

3 HP devido a doenças pulmonares e/ou hipóxia

3.1 Doença pulmonar obstrutiva

3.2 Doença pulmonar restritiva

3.3 Outra doença pulmonar com perfil misto restritivo/obstrutivo (traduzir)

3.4 Hipóxia, sem doença pulmonar

3.5 Doenças pulmonares congênitas

4 HP devido a obstruções arteriais pulmonares

4.1 HP tromboembólica crônica

4.2 Outras obstruções arteriais pulmonares

5 HP com mecanismos incertos e/ou multifatoriais

5.1 Distúrbios hematológicos

5.2 Transtornos sistêmicos e metabólicos

5.3 Outros

5.4 Doença cardíaca congênita complexa
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tem se mostrado um desafio. No entanto, HAP idiopática e hereditária 

apresentam uma prevalência estimada em 15-50 casos por milhão (Humbert et 

al 2006, Ling, Y. et al. 2012, McGoon, M. D. et al 2013). A HAP idiopática afeta 

individuos mais jovens, sendo relativamente incomum entre os mais idosos 

(Frost, A. E. et al 2011, Pugh, M. E. et al 2014). No passado, HAP estava 

associada a mulheres jovens em média com trinta anos, mas atualmente esta 

doença afeta homens e mulheres de meia-idade (Frost, A. E. et al 2011, 

McGoon, M. D. et al 2013). 

Embora a esquistossomose seja considerada a causa mais comum de 

HAP em todo o mundo, em regiões não endêmicas, mais da metade dos casos 

diagnosticados são do tipo idiopática e até 10% são do tipo hereditária. Muitos 

casos estão relacionados a mutação no receptor de proteína morfogenética 

óssea-2 (RPMO-2), sugerindo que a HAP idiopática possa estar sendo 

subdiagnosticada em muitas dessas regiões (Newman, J. H. et al 2001, 

Humbert et al 2006, Badesch, D. B. et al 2010, Zhang, R. et al 2011).  Dentre 

as outras etiologias associadas a HAP, as doenças do tecido conjuntivo e a 

cardiopatia congênita também são muito comuns, sendo essa última muito 

incidente principalmente na China (Zhang, R. et al 2011).  

No Brasil, HAP de causa idiopática, doença do tecido conjuntivo e 

associada a esquistossomose apresentaram uma incidência de 28,7%, 25,8% 

e 19,7%, respectivamente. Enquanto, na américa do norte a prevalência da 

HAP também não é totalmente conhecida. Na Europa taxas apontam uma 

prevalência em torno de 5 a 52 por milhão/ano e incidência de 2.4 casos por 

milhão/ano (Galiè et al, 2016).  

 

1.1.1 Fisiopatologia da Hipertensão Arterial Pulmonar 

 

A pressão arterial pulmonar média (PAPM) é determinada pela seguinte 

fórmula: PAPM = débito cardíaco do ventrículo direito (DCVD) x resistência 

vascular pulmonar (RVP) + pressão de oclusão alveolar pulmonar. A principal 

causa da HAP é comumente o aumento da resistência vascular pulmonar 

(RVP). O aumento do DCVD isoladamente não causa HAP significativa, porque 

o leito vascular pulmonar mantém vasodilatação e recruta vasos em resposta 

ao aumento do fluxo. Assim como, o aumento da pressão venosa pulmonar 



19 

 

(representada pela pressão de oclusão alveolar) isolado não causa HAP. 

Entretanto, um aumento crônico do fluxo e/ou pressão venosa pulmonar podem 

aumentar a RVP. A consequência do aumento da RVP, e assim da PAPM é a 

sobrecarga do ventrículo direito (VD). O coração responde com hipertrofia, que, 

com a evolução da doença provoca a falência do VD, insuficiência cardíaca, e 

a morte prematura dos pacientes acometidos. (Humbert et al., 2019). 

A patogênese da resistência aumentada nos pré-capilares pulmonares 

em pacientes com HAP é geralmente atribuída aos efeitos combinados entre o 

remodelamento das paredes das artérias pulmonares e vasoconstricção 

persistente (Humbert et al., 2004; Rabinovitch, 2007; Chan e Loscalzo, 2008). 

As artérias pulmonares uma vez apresentando essas alterações, adquirem 

uma menor área de secção transversa e consequentemente um maior fluxo 

sanguíneo. A hipertrofia da parede dos vasos pulmonares na HAP é 

consequente ao remodelamento vascular caracterizado por um aumento de 

todos os componentes celulares da parede arterial (células musculares lisas, 

endotélio, fibroblastos, miofibroblastos, pericitos e infiltração perivascular 

exacerbada de células pró-inflamatórias - Figura 1) que ocorre nas três 

camadas da parede vascular (íntima, média, adventícia) das artérias 

pulmonares <50 mícrons, ou seja, localizadas nas pequenas arteríolas 

musculares pulmonares. (Humbert, et al, 2014, Humbert et al., 2019).  

 

Adventícia

Média

Íntima

Vasa vasorumColágeno

Fibroblasto
Proliferação

Recrutamento de células imunes
Proliferação de CML

Deposição de colágeno e MEC
Diferenciação em miofibroblatos

CML
Proliferação

Hipertrofia

Célula endotelial
Proliferação

Proliferação de CML
Indução de vasoconstrição

Diferenciação em miofibroblastos
Liberação de mediadores pró-inflamatórios

Macrófagos
Recrutamento de células imunes

Liberação de mediadores pró-inflamatórios
Ativação de células estromais

Proliferação de CML

 

Figura 1: Representação esquemática evolutiva das alterações vasculares na HAP. CML, 
Células musculares lisas. Adaptado de Pugliese et al,2015. 
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A distinção entre HAP de outras formas de HP é a gravidade da 

arteriopatia. Embora todas as formas de HP apresentem alterações que 

incluem aumento da espessura nas paredes de pequenas artérias pulmonares, 

é, indiscutível, a perda do volume intravascular, a principal característica que 

define o subgrupo HAP, a chamada arteriopatia plexogênica, uma alteração 

vascular que dá origem a lesões plexiformes (Stenmark et al., 2009). Os 

estágios iniciais da HAP são histologicamente não específicos, com hipertrofia 

da camada média, espessamento da adventícia e aparência muscular em 

paredes normalmente não-musculares. O avanço da fisiopatologia envolve a 

formação de lesões plexiformes e fibróticas complexas na camada íntima 

(Figura 2), que obstruem as médias e pequenas arteríolas pulmonares, 

limitando significativamente o fluxo sanguíneo nesses vasos (Chazova et al., 

1995; Meyrick, 2001; Tuder et al., 2007; Stenmark et al., 2009).  

 

Vasoconstrição

Hipertrofia da média

Remodelamento vascular

Lesão plexiforme

Trombose

Proliferação da íntima e fibrose

Fibrose da íntimaHipertrofia da média Lesão plexiforme  

Figura 2: Representação esquemática da formação de lesões plexiformes. Adaptado de 
Dasgupta, A. et al, 2015. 

 

 

Abaixo a classificação baseada na patologia das anormalidades 

vasculares pulmonares que representa a gravidade crescente da HAP (Heath, 

D., 1958):    

● Grau I e II: são caracterizadas pela muscularização das pequenas 

arteríolas pulmonares, seguida por hipertrofia medial e hiperplasia da intima.  
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● Grau III: são caracterizadas pela substituição colágena das células da 

íntima, levando a uma aparência de "casca de cebola". 

● Grau IV a V, incluem lesões plexiformes sem ou com necrose 

fibrinóide, respectivamente. 

As lesões grau I, II e III são consideradas reversíveis, enquanto as 

lesões de grau IV e V são irreversíveis e associadas a um prognóstico ruim 

(Yamaki, S., 2004, Egito, E. S., 2003, Hoffman, J. I., 1981). No entanto, muitos 

pacientes com resposta positiva à terapia exibem uma queda na RVP 

sugerindo alguma reversibilidade nas lesões vasculares.  

Inicialmente, ocorre alteração da célula endotelial (CE), que influencia 

diretamente o comportamento celular nas paredes das artérias. A comunicação 

entre as células é regulada através do contato e liberação de fatores bioativos 

tais como fatores parácrinos produzidos pela CE, que influenciam a 

proliferação de células como as musculares lisas vasculares pulmonares 

(CMLVP) e fibroblastos (Sakao et al., 2009; Amabile et al., 2013). As células 

endoteliais alteradas liberam também fatores que atraem células inflamatórias 

para os vasos tais como macrófagos, neutrófilos e células dendríticas, 

estimulando um comportamento celular alterado associado a processos de 

proliferação, apoptose, diferenciação e migração celular (Sakao et al., 2009, 

Schermuly et al., 2011). A formação e maturação dos vasos sanguineos 

pulmonares também é dependente da CE, da mesma forma, a produção e 

liberação de fatores de crescimento recruta e estabiliza as células vasculares 

(Hanahan, 1997). Durante a evolução da HAP, ocorre uma desregulação deste 

processo, a comunicação entre CEs e as células vasculares se altera, ocorre 

liberação excessiva de fatores de crescimento pelas CEs, que em conjunto irão 

contribuir gradativamente para o desenvolvimento da HAP (Eddahibi et al., 

2006; Xu e Mao, 2011; Guignabert e Dorfmuller, 2013; Guignabert et al., 2015; 

Corre et al, 2017). 

A sobrevivência da CE é regulada, dentre outros fatores pela proteína 

morfogênica óssea (PMO). Contudo, existe uma mutação no receptor da 

proteína morfogenética óssea-2 (RPMO-2) das CEs nos pacientes com HAP. 

Essa mutação tem como consequência, o aumento da apoptose em resposta a 

estresse ambiental, lesões principalmente nas artérias pulmonares (APs) 

distais e consequentemente disfunção endotelial (Teichert-Kuliszewska et al., 
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2006). Com o inicio desse processo apoptótico, ocorre obliteração de vasos em 

consequência à degeneração da estrutura das CEs, podendo ser esse um 

mecanismo inicial da HAP (Zhao et al., 2005). Além disso, numa fase posterior 

ocorre a proliferação excessiva levando a formação de lesões plexiformes 

devido a resistência de CEs a apoptose (Cool et al., 1999; Voelkel et al., 2002; 

Dasgupta, A. et al, 2015; St Croix e Steinhorn, 2016). Não se conhece o indutor 

da alteração das CEs, mas sabe-se que alguns eventos como estresse de 

cisalhamento, inflamação local, predisposição genética, toxinas e espécies 

reativas de oxigênio, possam ser importantes fatores deflagadores da 

disfunção endotelial (Amabile et al., 2013).  

Os fibroblastos também são muito importantes para a patogênese da 

HAP, uma vez que respodem a liberação de fatores quimioatrativos liberados 

pelas células endoteliais alteradas. Essas células migram da adventicia para o 

interior dos vasos e entram em intenso processo de proliferação e produção de 

mitógenos, que também recrutam células adjacentes a proliferar (Sakao et al., 

2009). Isso leva à formação da camada neointima e transformação dos 

fibroblastos em outros tipos celulares, incluindo miofibroblastos, um tipo de 

CMLVP anormal que contribui para a muscularização dos vasos distais 

(Sisbarro et al., 2005; Sakao et al., 2009; Church et al, 2015).  

O remodelamento vascular se inicia nas CMLVP localizadas na camada 

medial das AP distais, com proliferação em resposta à sinalização de fatores 

de crescimento, incluindo mitógenos e quimioatraentes, que se ligam e ativam 

receptores de tirosina quinase de superficie (RTKs) (Schermuly et al., 2011, 

Guignabert e Dorfmuller, 2013. Além do estímulo gerado pelas CE alteradas, a 

serotonina atua sobre as CMLVP, e contribui para a hiperplasia dessas células 

na HAP (Eddahibi et al., 2006).  Ocorre intensa hipertrofia e hiperplasia medial, 

secundária a comunicação anormal entre as celulas, que favorece a 

vasocontrição das APs. Ocorre um desequilibrio na produção de atores 

vasodilatadores derivados do endotélio (óxido nítrico (NO) e prostaciclina) e 

fatores vasoconstritores (endotelina-1, serotonina e angiotensina II), sendo 

mais um fator que contribui para a patogenese e gravidade da HAP. 

(Guignabert et al., 2015), 

O processo inflamatório também é importante durante a evolução da HAP 

(Schermuly et al., 2011) porque um infiltrado inflamatório composto por 



23 

 

linfócitos T e B, mastócitos, células dendríticas e macrófagos, se dirigem para 

os vasos. Ocorre aumento nos níveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-

alfa), interleucinas e interferon-gama, assim como de outros marcadores da 

inflamação (Schermuly et al., 2011). Logo, a reversão das lesões vasculares na 

HAP deve basear-se não somente no efeito antiproliferativo, vasodilatador 

assim como anti-inflamatório (Schermuly et al., 2011).   

Por fim, a ação dos fatores de crescimento, mitógenos e quimioatraentes 

ocorre a partir da ligação aos receptores de tirosina quinases (RTKs), 

resultando em multifosforilação de resíduos de tirosina (Lemmon e 

Schlessinger, 2010). Em sequencia, pode surgir a ativação de algumas vias de 

sinalização como do fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K),  proteína quinase C 

(PKC), proteína quinase B (Akt), Janus quinase (JAK), sinal transdutor e 

ativador da transcrição (STAT) e em especial as proteínas quinases activadas 

por mitogénio (Ras/Raf, MAPK p38, ERK) (Koledova e Khalil, 2006; Lemmon e 

Schlessinger, 2010). Um vez ativadas essas vias iniciarão a produção de 

proteinas que serão fundamentais na patogenese da HAP. 

 

1.1.2 Alterações cardíacas na HAP 

 

A obliteração do lúmen vascular devido à vasoconstrição e proliferação 

celular leva ao aumento da RVP e assim da pós-carga do VD (Figura 3). O 

aumento da pós-carga causa estresse sobre a parede do VD, que passa a 

ejetar o sangue para ser oxigenado contra uma resistência maior. Com isso o 

musculo cardíaco inicia um complexo processo de adaptação e hipertrofia, que 

dependerá não somente da gravidade da doença pulmonar, mas também de 

interação neuro-humoral, da perfusão coronariana, determinantes genéticos e 

metabolismo cardíaco (Bogaard, H. J., 2009, Nagendran, J., 2009). 
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Figura 3: Representação esquemática evolutiva das alterações cardíacas na HAP. A 
obliteração do lúmen vascular devido a vasoconstrição e proliferação de células vasculares 
aumentam a RVP, resultando em adaptação do VD. A compensação inicial é seguida por uma 
dilatação progressiva e irreversível do VD, levando à insuficiência ventricular direita. Adaptado 
de Boucherat et al. 2017. 
 

 

O remodelamento miocardico envolve, não somente hipertrofia de fibras 

miocardicas, mas também remodelamento da matrix e alterações de 

contratilidade. Uma vez iniciado o estresse sobre a parede do VD, dois padrões 

de remodelamento ventricular podem ocorrer; o adaptativo caracterizado por 

hipertrofia mais concêntrica com função sistólica e diastólica preservadas e o 

mal adaptativo associado a hipertrofia excêntrica e pior função sistólica e 

diastólica (Chung, L., 2010, Campo, A., 2010). Também contribui para o 

remodelamento mal adaptativo, o aumento de espécies reativas de oxigênio, 

ativação de vias apoptóticas, inflamação com recrutamento de fibroblastos, 

linfócitos, macrófagos e ativação neuro-humoral de vias adrenérgicas e 

angiotensina para o tecido cardíaco (Figura 4) (Wrigley et al, 2011). 
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Figura 4: Vias moleculares envolvidas no remodelamento do VD na HAP. Ocorre aumento 
da produção de espécies pró-inflamatórias tais como; TNF-alfa, citocinas, aumento da 
produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), diminuição do metabolismo oxidativo, 
além de maior estresse sobre o retículo endotelial, adaptado de Anton Vonk-Noordegraaf 
et al, 2013. 

  

 

 Na HAP, os miócitos sobre estresse aumentam seu tempo de 

contração, causando dissincronia ventricular direita-esquerda que aumenta 

com a falência progressiva do VD (Helderman, F. 2011). Além disso, a 

alteração ventricular ocorre muito mais precocemente no curso da HAP em 

comparação com a sobrecarga de pressão que ocorre, por exemplo, na 

hipertensão sistêmica ou estenose aórtica. Isso ocorre porque o estresse sobre 

a parede do VD é comparativamente maior para o aumento de pressão por 

causa da menor espessura de sua parede ( McCann, G. P., 2007). 

 Embora todas as formas de HP possam contribuir para a alta 

morbidade e mortalidade entre os pacientes, a HAP é a forma da doença 

particularmente mais severa, progressiva e com maiores chances de levar à 

insuficiência ventricular direita (Chin et al, 2005; Hemnes et al, 2008; Humbert, 

2009). Assim, quando um paciente é diagnosticado com HAP, a sua avaliação 

deve incluir uma série de parâmetros clínicos definidos; tais como hipertensão 

pré-capilar pulmonar, arteriopatia pulmonar hipertensiva (usualmente com 

lesões endoteliais plexiformes), e evolução clínica lenta (Stenmark et al, 2009).   
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1.1.3 Terapêutica atual e suas limitações 

 

A HAP é uma doença que não tem cura, mas a terapia vem evoluindo 

nos últimos anos. Atualmente, o esquema terapêutico inclui 5 classes de 

medicamentos: estimulantes da produção de NO (ativadores da guanilato 

ciclase e inibidores da PDE5), antagonistas dos receptores da entotelina-1 

(ARE-1), análogos das prostaglandinas (APGI2s), bloqueadores de canais de 

cálcio (BCC) e agonistas dos receptores de prostaciclina (ARP). Fármacos com 

ação predominantemente vasodilatadora (Anton Vonk-Noordegraaf et al, 2013; 

Simonneau et al, 2018). (Figura 5). 

 

Figura 5: Principais alvos moleculares para tratamento da HAP aprovados atualmente. ARE 
(antagonista do receptor de endotelina); GCs (Guanilato ciclase); PDE5 (fosfodiastesase-5), 
ETA (receptores de endotelina tipo A); ETB (receptores de endotelina tipo B). IP (receptores de 
prostaciclina); Adaptado de Lau et al, 2017. 

 

 

Antes de iniciar o tratamento, deve-se determinar a estratificação de 

risco e a definição da classificação funcional do paciente. A estratificação será 

importante também para acompanhar a progressão da doença e a resposta do 

paciente à terapia. A estratégia é escolher o agente medicamento de acordo 

com o teste de vasoreatividade e a classificação funcional da OMS. (Tabela 2) 

(Simonneau et al, 2018). 
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Tabela 2 - Classificação Funcional (OMS) para Hipertensão Pulmonar. World Health 
Organization, 1998. 

 

 

Os pacientes com HAP apresentam inicialmente sintomas inespecíficos 

como dispneia, fadiga a esforços, fraqueza, tonteira, porém ao longo do tempo 

desenvolvem sinais e sintomas decorrentes de insuficiência cardíaca 

progressiva como dor torácica por esforço ou síncope, pressão venosa jugular 

elevada, sopros do lado direito, edema em membros inferiores, ascite e 

derrame pleural (Frost et al, 2018).  

O diagnóstico é muitas vezes tardio porque os sintomas são associados 

incorretamente a outras condições médicas coexistentes, e inicialmente não 

limitam as atividades de vida diária, levando o paciente a procurar ajuda 

tardiamente. Na suspeita de HAP o exame de escolha inicial é o 

ecocardiograma transtorácico (ETT), e somente quando a suspeita clínica para 

HAP for elevada diante da normalidade do ETT, indica-se o cateterismo 

cardíaco direito.  

Uma vez feito o diagnóstico de HAP, o paciente deve receber terapia de 

suporte (oxigenoterapia, anticoagulação, diuréticos, exercícios, dentre outros) e 

deve ser encaminhado para teste de vasoreatividade (Figura 6). Deve-se 

identificar os responsivos a terapia com bloqueadores de canal de cálcio (BCC) 

que inclui pacientes com HAP idiopática, hereditária, induzidas por drogas ou 

toxinas (Simonneau et al, 2018). Pacientes com HAP associada a outras 

comorbidades raramente são vasoreativos, por isso o teste não é indicado de 

rotina. Além disso, esse teste é contra indicado em caso de pressão arterial 
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sistêmica (PAS) < 90 mmHg, baixo índice cardíaco <2 L/min/m2, histórico de 

doença cardiovascular ou presença de sintomas graves (classe functional IV). 

Os medicamentos comumente usados para o teste de vasorreatividade incluem 

NO inalado, epoprostenol, adenosina e iloprost inalado (Morales-Blanhir, J., 

2004, Simonneau et al, 2018). E o teste é considerado positivo se houver uma 

redução de pelo menos 10 mmHg na PAPM (Mclaughlin et al., 2009). 

 

 

Figura 6: Algoritmo de tratamento da HAP. Adaptado de Rich S et al, 1998; Galiè et al, 2016 

 

 

Somente pacientes com positividade nesse teste devem ser candidatos 

a terapia com BBC, uma vez que essa terapia pode levar a efeitos colaterais 

graves. O mecanismo de ação dos BCCs envolve a redução do influxo de 

cálcio, impedindo a ligação calcio-calmodoluna, e assim a contração do 

musculo liso, causando a uma vasodilatação arteriolar. Contudo, a ausência de 

estudos randomizados comparando a terapia com BCC e placebo em 

pacientes vasoativos limita o conhecimento dessa classe em termos de 

sobrevida. Além disso, é comum efeitos adversos relacionados as propriedades 
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vasodilatadoras sistêmicas dos BCCs, como hipotensão arterial sistêmica, 

edema periférico (Palevsky, H. I., 1990, Melot, C. 1984), piora da função do VD 

devido ao seu efeito inotrópico negativo (Packer, M., 1984).  

Nos pacientes não vasoreativos ou que falharam na terapia com BCC, 

geralmente é usada a classificação funcional da OMS, assim como fatores 

adicionais tais como custo, rotina do paciente, comorbidades e ou potencial 

interação com outros medicamentos. Os pacientes classe funcional I e II são 

geralmente tratados em monoterapia, já paciente classe funcional III e IV é 

indicado a terapia combinada (Galiè et al, 2016)  

Para os pacientes não vasoreativos uma opção são os antagonistas dos 

receptores da entotelina-1 (ARE-1), que incluem; o ambrisentan, antagonista 

seletivo dos receptores de endotelina tipo A, ETA, e os agentes não seletivos, 

bosentan e macitentan que agem tanto em receptores ETA e ETB.  

A endotelina-1 (ET-1) é um potente vasoconstritor e mitógeno do 

músculo liso. Através de sua ação sobre receptores presentes nas células 

musculares lisas (ETA e ETB) a ET-1 leva a um rápido aumento do cálcio 

intracelular e consequente contração (Humbert et al., 2004). Além disso, os 

receptores A e B são substâncias vasoconstritoras e que induzem a 

proliferação celular. Existem fortes evidências de que a ET-1 é um importante 

mediador da vasoconstricção durante a HAP, pois os seus níveis encontram-se 

acentuadamente aumentados na doença. (Humbert et al., 2004). Assim sendo, 

ao antagonizar esses receptores haverá um efeito vasodilatador e 

antiproliferativo (Lau at al, 2017). O bosentan foi o primeiro antagonista do 

receptor da endotelina aprovado para tratamento da HAP (Rubin et al 2002). E 

seu uso em pacientes com HAP apontam uma melhora da classe funcional dos 

pacientes, da tolerância ao exercício, redução da PAPM e RVP (Channick et 

al., 2001; Rubin et al., 2002; Sitbon et al., 2003, McLaughlin et al, 2005). 

Contudo, esse fármaco está associado a importantes alterações na função 

hepática, como aumento dos níveis de aminotransferases e hepatite aguda, 

que podem ocorrer em até 10% dos pacientes, necessitando por isso, de 

monitoração contínua da função hepática (Humbert et al., 2005). O 

ambrisentan embora seletivo para o receptor ETA, em ensaios com 

monoterapia não mostrou diferença na eficácia como resultado da seletividade 

em relação ao bosentan (Humbert et al, 2014). O último ARE-1 a ser aprovado 
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para o tratamento da HAP foi o macitentan e como o bosentan tem como alvo 

os receptores ETA e ETB. Sua estrutura química é uma modificação da estrutura 

do bosentan, o que permite alta lipofilicidade e afinidade prolongada ao 

receptor (Iglarz, M. et al., 2008). Um estudo em fase III mostrou que pacientes 

tratados com macitetan apresentaram função hepática semelhante aos que 

tinham placebo, porém, com maior incidência de anemia (Pulido, T. et al., 

2013). Portanto, embora com importantes efeitos sobre aspectos 

fisiopatológicos da HAP, como vasodilatação e ação anti-poliferativa, além da 

facilidade de administração oral, os ARE-1 em geral apresentam efeitos 

adversos importantes como hepatotoxidade, anemia, nasofaringite e 

teratogenicidade (Lau at al, 2017). 

Outra classe também utilizada no tratamento da HAP são os análogos 

da prostaciclina (PGI2). A PGI2 pode ser sintetizada no endotélio da 

vasculatura pulmonar a partir do ácido araquidônico via prostaciclina sintase e 

atua através da ativação de um receptor específico (IPGI2) acoplado a uma 

proteína G estimulatória, Gs (Olschewski, H. et al., 2008). Assim, haverá 

aumento nos níveis intracelulares de AMPc e consequente vasodilação. 

(Coleman, R. A., 1994). As prostaciclinas também tem ação antiproliferativa, 

antiplaquetária, e efeitos imunomoduladores (Olschewski, H. et al., 2008). 

Dentre os análogos da prostaciclina, o epoprostenol foi o primeiro aprovado 

para tratamento da HAP e é a única terapia da classe em que foi demonstrado 

melhora da sobrevida em 12 semanas em pacientes com HAP grave (Barst, R. 

J. et al., 1996).  Porém, esse medicamento só pode ser administrado via 

acesso venoso central com infusão contínua devido à sua meia-vida curta 

(aproximadamente 2-3 minutos) e propriedades farmacocinéticas. Sua terapia é 

complexa e requer treinamento do paciente, suporte de enfermagem e médico 

(Sitbon, O. et al., 2014). O treprostinil é outro análogo das PGI2 que pode ser 

administrado por via intravenosa ou subcutânea, suas vantagens em relação 

ao epoprostenol seria a administração subcutânea e meia vida mais longa. 

Mas, assim como o epoprostenol apresenta efeitos adversos consideráveis 

como dor mandibular, diarréia, artralgias e outros graves efeitos relacionados 

ao modo de administração como trombose e infecção (Kitterman et al, 2012; 

Barnes et al, 2019). O iloprost inalado é outro análogo da prostaciclina, que 

apresenta vantagens teóricas por atingir especificamente a vasculatura 
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pulmonar e não requer administração intravenosa, mas sua principal 

desvantagem é a necessidade de administração frequente (seis a nove vezes 

por dia-Barnes et al, 2019).  

Os estimuladores da gualinato ciclase são agentes que aprimoram a 

produção ou a função do óxido nítrico (NO), um potente vasodilatador. A 

síntese do NO provém da oxidação de um dos dois nitrogênios guanidino da L-

arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reação é catalizada pela enzima 

NO- sintase (NOS) (Humbert et al., 2004). As isoformas da NOS são 

agrupadas em duas categorias, a NOS constitutiva (c-NOS), NOS neuronal (n-

NOS), NOS endotelial (e-NOS), que dependente de íons cálcio e de 

calmodulina, e a NOS induzível (i-NOS), produzida por macrófagos e outras 

células ativadas por citocinas. (Humbert et al., 2004).   

A fosfodiesterase 5 (PDE5) atua na degradação do GMPc, logo, a 

inibição da PDE5 aumenta a disponibilidade de GMPc causando vasodilatação. 

O inibidor da PDE5, sildenafil, melhora a capacidade ao exercício, a classe 

funcional da OMS e a hemodinâmica pulmonar em pacientes com HAP do 

grupo 1 (Galie et al, 2005). No entanto, seu efeito sobre a mortalidade não foi 

adequadamente avaliado. Os estudos SUPER-1 e SUPER-2 descreveram 

melhora da hemodinâmica pulmonar, porém a taxa de sobrevivência estimada 

em três anos foi de 79% (Galie et al, 2005; Rubin et al, 2011). Os efeitos 

colaterais dessa classe incluem sintomas como cefaleia, distúrbios 

gastrointestinais, rubor, dores musculares e articulares. 

O riociguat é um estimulador oral da guanilato ciclase promovendo 

benefício em pacientes HAP tipo I (Wardle et al, 2016). Contudo, embora o 

riociguat tenha apresentado um perfil de segurança favorável e fora bem 

tolerado, apresentou síncope como efeito colateral e raramente hemoptise por 

hemorragia pulmonar (Wardle et al, 2016).  

Por fim, os agonistas dos receptores de prostaciclina de uso oral, como 

o selexipag, um agonista seletivo do receptor IP de prostaciclina não 

prostanóide que causa vasodilatação do leito vascular pulmonar e pode ajudar 

pacientes com HAP que possuem classe funcional II e III (Sitbon et al, 2015).  

Apresenta a vantagem do uso oral cuja tolerabilidade é melhor quando 

associado com alimentos. Além disso, o selexipag possui alta seletividade para 

o receptor IP em relação a outros receptores prostanóides, o que também o 
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diferencia dos demais fármacos dessa classe (Kuwano et al, 2008). Porém, o 

tratamento pode levar a reações adversas importantes em mais de 10% dos 

pacientes, como cefaleia, rubor, alterações dermatológicas, dor mandibular, 

mialgia, diarreia, náusea e vômito (Sitbon et al, 2015). Seu uso deve ser 

interrompido na presença de edema pulmonar e alterações hepáticas, e por 

isso os pacientes devem ter a função hepática monitorada continuamente 

(Galie et al, 2013; Kaufmann et al, 2015). 

 

1.1.4 P38α MAPK e HAP 

 

As células desenvolvem ao longo da evolução, mecanismos para 

comunicar os meios intra- e extracelulares, permitindo dessa forma responder e 

reagir as alterações do ambiente e evoluir. Foram desenvolvidas vias de 

sinalização que dependem dentre outros mecanismos, da modificação de 

proteínas; seja por meio da transcrição, tradução e fosforilação dessas 

moléculas. Um dos mecanismos de sinalização celular envolvidos na 

fisiopatologia da HAP é a via de p38α proteína cinase ativada por mitógeno 

(MAPK) (Church et al, 2015; Shuangquan Yan et al, 2016; Zarubin et al , 2017). 

 Proteínas MAPK (do inglês, Mitogen-Activated Protein Kinases) é uma 

família de serina/treonina cinases (Hanks, Quinn et al. 1988) que levam a 

fosforilação do grupo OH e aminoácidos serina ou treonina (cujas cadeias 

laterais são semelhantes). Estas enzimas transferem fosfatos aos átomos 

de oxigénio dessas cadeias e esse processo é chamado de fosforilação. Assim, 

os substratos das serina treonina cinases são sempre o  ATP e uma proteína, e 

os produtos são ADP e uma fosfoproteína.  

 As MAPKs são enzimas mediadoras de sinais em resposta a estímulos 

externos que controlam funções biológicas fundamentais como: ativação do 

sistema imune, inflamação, proteção contra o estresse oxidativo, replicação, 

controle do ciclo celular, transcrição gênica, rearranjos do citoesqueleto, 

apoptose, proliferação celular, e metabolismo energético (Hanks, Quinn et al. 

1988; Seger and Krebs 1995). As vias de sinalização MAPK são 

evolutivamente conservadas entre eucariotos e, de acordo com a similaridade 

no nível da sequência primária de aminoácidos e o modo de ativação, 

membros da família MAPK são divididos em três subfamílias: ERK (do inglês, 

https://gl.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
https://gl.wikipedia.org/wiki/Serina
https://gl.wikipedia.org/wiki/Treonina
https://gl.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADxeno
https://gl.wikipedia.org/wiki/Fosforilaci%C3%B3n
https://gl.wikipedia.org/wiki/Substrato_(bioqu%C3%ADmica)
https://gl.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_trifosfato
https://gl.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://gl.wikipedia.org/w/index.php?title=Produto_(qu%C3%ADmica)&action=edit&redlink=1
https://gl.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_difosfato
https://gl.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfoprote%C3%ADna&action=edit&redlink=1
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extracellular-signal-regulated kinase); JNK (do inglês, c-Jun amino-terminal 

kinase) e p38 (Hanks and Hunter 1995; Bogoyevitch e Court, 2004).  

A subfamília p38 MAPK é composta por um grupo de 4 proteínas (p38α, 

p38ß, p38δ e p38γ), que guardam entre si 60% de identidade na sua sequência 

de aminoácidos, os quatro grupos são codificados por genes diferentes e tem 

diferentes expressões teciduais. (Hanks and Hunter 1995). A p38α é 

ubiquamente expressa na maioria das células, enquanto as outras parecem ser 

expressas de uma maneira mais especifica nos tecidos; p38β no cérebro, p38γ 

no musculo esquelético e p38δ nas glândulas endócrinas (Cuenda et al 2007).  

Estímulos externos como fatores de crescimento, citocinas inflamatórias, 

espécies reativas de oxigênio, hipóxia, estresse ambiental e LPS, 

desencadeiam a fosforilação em cascata de moléculas envolvidas na ativação 

da sinalização p38 MAPK (Nebreda and Porras 2000). Evidências apontam que 

p38 MAPK quando ativada transloca-se do citoplasma para o núcleo e pode 

fosforilar cinase ativada por estresse e mitógenos (MSK 1/2) que ativa 

diretamente fatores de transcrição como CREB, ATF1, a isoforma NF-κB, e 

STAT 1/3, mas também pode fosforilar as proteínas nucleossômicas histona H3 

e HMG-14 (Soloaga at al, 2003; Arthur et al, 2008). p38α MAPK também 

fosforila MK2 e MK3 que participam do controle da expressão gênica 

principalmente no nível pós-transcricional, fosforilando fatores de transcrição 

como o fator de resposta sérica (FRS), que constitui fator de transcrição para 

AP-1 responsável pela expressão de c-fos, que desempenha um papel 

importante na expressão de genes envolvidos no reparo do DNA, proliferação 

celular, parada do ciclo celular, morte por apoptose e remodelamento da matriz 

extracelular (Shi et al, 2002;Roux et al,2004; Leskow et al, 2005) (Figura 7). 
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Figura 7: Via de p38 MAPK, adapatado de Cuadrado et al, 2010. 

 

Existe relação entre a via p38 e a inflamação. Diversas doenças como 

artrite reumatoide, doença de Alzheimer e doença inflamatória intestinal, tem 

seus mecanismos inflamatórios descritos em parte pela via p38α MAPK 

(Hollenbach et al, 2004). Essa via desempenha papéis essenciais na produção 

de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, TNF-α e IL-6), além de controlar o 

remodelamento de tecidos em processos patológicos. p38α MAPK atua na 

ativação do NF-kB cujos produtos; INOS (um mediador do estresse oxidativo) e 

TNF (uma citocina inflamatória) estão diretamente relacionados ao processo 

inflamatório na HAP, a produção de COX-2, indução de VCAM-1 e outras 

proteínas aderentes, assim como atua na proliferação e diferenciação de 

células do sistema imune como GM-CSF, EPO, CSF e O CD-40 (Kummer et 

al,1997; Guan et al, 1998; Badger et al,1988, Craxton et al, 1998). Durante a 

chegada de macrófagos, neutrófilos e células T nos tecidos inflamados, p38α 

MAPK está ativa nessas células e media as atividades de quimiotaxia, 

exocitose granular, aderência e apoptose em macrófagos e neutrófilos, assim 

como diferenciação e apoptose de células T, regulando produção de interferon 

gama e estabilização de mRNAs celulares específicos envolvidos no processo 

inflamatório.  
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Além disso, a ativação da via p38α MAPK está implicada no processo de 

disfunção ventricular que ocorre na HAP, porque em cardiomiócitos 

hipertrofiados, p38α e p38β, tem seus níveis aumentados e ativam MKK3 e 

MKK6, levando há uma maior organização dos sarcômeros e aumento do 

peptídio atrial natriurético (Shuangquan Yan et al , 2016). A nível nuclear p38α 

fosforila fatores de transcrição relacionados diretamente ao processo 

hipertrófico p53 envolvido em processos de apoptose e os fatores de 

transcrição MEF2A, MEF2C e MEF2D relacionados com hipertrofia cardíaca na 

HAP. Portanto, p38α MAPK está envolvida em diversos aspectos da 

patogênese da HAP, como a inflamação, a hipertrofia, a proliferação celular, 

sendo um alvo promissor para a HAP. 

 

1.2 Modelos de animais de HAP  

1.2.1 Modelo de HP induzida por monocrotalina (MCT) 

 

A MCT é um alcalóide presente na Crotalaria spectabilis, que produz 

lesão endotelial nas artérias pulmonares (Thomas, 1998). Essa lesão leva a um 

remodelamento da parede dos vasos, maior resistência vascular pulmonar, e 

consequente HP com hipertrofia ventricular direita. A administração de MCT 

resulta no desenvolvimento progressivo de HP em várias espécies de animais 

e foi descrito primeiramente após a administração oral (Kay et al., 1967). MCT 

provoca injúria vascular e portanto, a injeção parenteral desse alcaloide pode 

induzir HAP. Infelizmente, as respostas à MCT variam significativamente 

devido no seu metabolismo hepático pelo citocromo P450. O mecanismo pelo 

qual a MCT induz a HP ainda é duvidoso mas sugere-se que MCT cause injúria 

endotelial direta que desencadeia o surgimento e progressão de HP severa e 

eventualmente letal (Jasmin et al., 2001). O aumento da pressão arterial 

pulmonar e remodelamento vascular são causados pelo acúmulo intenso de 

células inflamatórias na camada adventícia nos pequenos vasos (Wilson, D. W. 

et al., 1989). Essas modificações ocorrem em artérias e veias e precedem as 

evidências de hipertrofia do músculo liso na camada média. Assim, a 

inflamação da adventícia, particularmente o acúmulo de macrófagos, é 

sugerido como responsável de efeitos importantes na patogênese da HP 
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(Stenmark et al., 2009). Como fator negativo pode-se mencionar a injúria 

hepática e renal induzidas pelo MCT por produzir veno-oclusão hepática (Roth 

et al., 1981; Chan et al., 2008).  

 Apesar da pouca similaridade do modelo de HP induzida por MCT, no 

que diz respeito à fisiopatologia a nível de vasos pulmonares, com o que ocorre 

em humanos, a injeção da MCT induz significativa hipertrofia e disfunção do 

VD. Estas alterações são as principais determinantes de sobrevida de 

pacientes com HP, tornando esse modelo importante para avaliação de novas 

estratégias que possam promover a cardioproteção. Após a administração i.p. 

de altas doses de MCT em ratos, a pressão sistólica do VD pode aumentar 

significativamente estando associada a baixa taxa de sobrevivência (~35%) 28 

dias após a administração desse alcalóide (Roth et al., 1981; Jasmin et al., 

2001; Zapata-Sudo et al., 2012; Alencar et al., 2013; Pereira et al., 2013; 

Alencar et al., 2014).   

 

1.2.2 Sugen 5416/hipóxia: um modelo de HAP 

 

Outro modelo animal de HAP severa foi desenvolvido com a intenção de 

reproduzir de forma semelhante ao que ocorre em humanos associado a 

hiperproliferação das células endoteliais que caracterizam as lesões 

plexiformes (Taraseviciene-Stewart et al., 2001). Baseado no fato de que o 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é importante para a 

manutenção e diferenciação das células endoteliais, o antagonista do receptor 

de VEGF, Sugen 5416 (SU-5416), provocou leve HAP e remodelamento 

vascular pulmonar em ratos submetidos à normóxia. No entanto, a HAP severa 

e irreversível associada à proliferação predominantemente pré-capilar das 

células endoteliais foi observada em animais submetidos à hipóxia crônica. 

Desta forma, a administração de SU-5416 que bloqueia o receptor de VEGF 

causa apoptose de células endoteliais, e que em condição de hipóxia 

desencadeia a proliferação de células endoteliais no lúmen dos pequenos 

vasos, devido ao fato de que a hipóxia crônica, per si, e/ou a vasoconstricção 

excessiva estimulam a proliferação de uma linhagem de células endoteliais 

resistentes a apoptose.  
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Interessantemente, a hipóxia crônica, juntamente ao bloqueio do 

receptor VEGF, causam severa e persistente HAP, mesmo após os animais 

terem sido removidos do ambiente de hipóxia. A persistência e progressão da 

doença vascular pulmonar e da insuficiência ventricular direita é similar à 

observada em humanos (Stenmark et al., 2009). Uma das vantagens mais 

importantes desse modelo, é que a injeção de SU-5416 afeta apenas os 

receptores presentes nas células endoteliais pulmonares e não em outros 

órgãos (Burke et al., 2009). Neste modelo não há aparecimento de infiltrado 

perivascular de monócitos e macrófagos. Esse fato é importante de ser 

comparado com o que acontece no modelo de hipóxia crônica isolada, o qual 

mostrou claramente causar ambos os infiltrados e um influxo persistente de 

células mononucleares dentro das paredes de artérias pulmonares (Burke et 

al., 2009). Devido à gravidade do modelo SU-5416, formação de lesões na 

camada íntima e a natureza progressiva da fisiopatologia da doença em 

roedores, essa técnica experimental tem sido atualmente a mais usada para o 

estudo de novas terapias para o tratamento da HAP (Stenmark et al., 2009).  

Por tanto, apesar de ainda existirem controvérsias acerca dos modelos 

experimentais de HP e HAP relacionadas à similaridade com o que ocorre em 

humanos, o que deve ser preconizado na avaliação de novos candidatos a 

fármacos para o tratamento dessas condições é a avaliação das substâncias 

em diferentes protocolos. De acordo com a viabilidade dos modelos SU-

5416/hipóxia - por induzir lesões pulmonares e insuficiência cardíaca que 

melhor reproduzem o cenário clínico - e MCT - que apesar de promover 

hipertensão em vasos pulmonares, inflamação e ter efeitos sistêmicos tóxicos, 

ainda assim promove intensa insuficiência ventricular direita - ambos 

representam uma boa opção para comparação de potenciais farmacológicos de 

novos candidatos a fármacos.  

 

1.3 Planejamento e desenvolvimento de derivados N-acilidrazônicos 

 

A Química Medicinal atua na elaboração estrutural, invenção, 

identificação e síntese de substâncias terapeuticamente interessantes, além de 

abordar os mecanismos de ação, incluindo a compreensão dos fatores 
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envolvidos na absorção, distribuição, metabolismo, eliminação e toxicidade das 

substâncias (Duarte et al, 2017). O Laboratório de Avaliação e Síntese de 

Substâncias Bioativas da Universidade Federal do Rio de Janeiro 

(LASSBio/UFRJ) apresenta como missão o planejamento, a síntese e a 

avaliação das propriedades farmacológicas de novas substâncias com 

atividade biológica, dentre essas as N-acilidrazonas (NAH) (Barreiro, 2002).  

O interesse do LASSBio pelo fragmento N-acilidrazona se iniciou em 

2002, empregando-se a estratégia de simplificação molecular (Figura 7) sobre 

derivados diidro(2H)piridazinônicos representada pela simples ruptura da 

ligação carbono-carbono a, o que permitiu a síntese de inúmeros compostos N-

acilidrazônicos com promissoras propriedades anti-inflamatória, antitrombótica 

e analgésica (Lima et al., 2000).  

 

 

Figura 7: Esquema representativo da estratégia de simplificação molecular, utilizada para 
romper a ligação a dos derivados 2H-piridazinônicos obtendo-se como produto um derivado 
que apresentou a função NAH, antes mascarada. Adaptado de Barreiro (2002). 

 
 

Inibidores de serina/treonina cinases, como a IκB cinase β (IKK-2) e de 

MAPK tem sido foco de pesquisa ao longo dos anos devido ao potencial uso 

terapêutico desses inibidores no tratamento de donças crônicas como câncer e 

artrite reumatóide (Hollenbach et al, 2004, Gupta et al, 2014, Tang et al, 2015 ). 

A exemplo do sucesso de alguns inibidores de tirosina quinase como 

vemurafenibe, palbociclibe, e trametinibe, (Figura 8) usados como opcão 

terapeutica dessas doenças (Bollag et al; 2012; Turner et al, 2015; Finn et al, 

2015; Lugowska et al, 2015; Wu et al, 2016). 

 



39 

 

 

Figura 8: Fármacos inibidores de tirosina cinases. 

 

A inibição de proteínas cinases constituem um alvo terapêutico atraente 

para o desenvolvimento de novos protótipos a fármacos (Noble et al, 2004; Wu 

et al, 2015). Na busca e desenvolvimento de novos protótipos inibidores de 

cinases realizada pelo LASSBio, cabe destacar a substância LASSBio-1524 

(Figura 9) que foi planejada através de estudos de modelagem molecular e foi 

o primeiro inibidor de IKK2 (CI50 = 20 µM) contendo a subunidade N-

acilidrazona (Duarte et al, 2007). A otimização estrutural de LASSBio-1524 

direcionou a gênese e identificação de LASSBio-1829 (Figura 9) como um 

potente inibidor de IKK2 (Guedes et al, 2016). Além disso, essa substancia 

também apresentou importante atividade anti-inflamatória em modelos animais 

(Guedes et al, 2016). A partir da estrutura de LASSBio-1829 foram empregadas 

estratégias da Química Medicinal como a simplificação molecular e 

bioisosterismo para o desenvolvimento de 4 novos derivados N-acilidrazônicos 

(Barreiro et al, 2002; Lima et al, 2005; Freitas et al, 2017) LASSBio-1827, 

LASSBio-1824, LASSBio-1823 e LASSBio-1832 (Figura 9). Apesar de terem 

sido planejadas como inibidoras de IKK2, as moléculas não apresentaram 

atividade inibitória nessa enzima. Contudo, o perfil inibitório foi testado em 

outra cinase como a MAPK p38α, demonstrando potencial atividade inibitória, 

com concentracão inibitória média (CI50) entre 4.45 a 50.9 µM.  
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Figura 9: Representação esquemática do denvolvimento de novos novos derivados N-
acilidrazônicos.  
 

 

Dentre a nova série de derivados, destacou-se LASSBio-1824 (Figura 

10), um potente inibidor de MAPK p38α com CI50 = 4.45 µM, acão inibitória 

verificada por meio de um ensaio de inibição de cinases (Goettert et al,2010). A 

relevante ação inibitória de LASSBio-1824 na MAPK p38α, uma cinase pró-

inflamatória, foi também confirmada através da atividade anti-inflamatória in 

vivo. LASSBio-1824 apresentou uma promissora ação anti-inflamatória, além 

de diminuir significativamente a produção de TNF-α, corroborando seu 

potencial como protótipo anti-inflamatório. (Freitas et al, 2017). 

A p38α MAPK atua fosforilando seus alvos, ela usa o ATP para transferir 

fosfato para seus substratos, por meio de um sítio específico da molécula. O 

mecanismo de ação de LASSBio-1824 ocorre por impedimento dessa ligação 

entre o ATP e a molécula de P38α MAPK. LASSBio-1824 interage em uma 

cavidade distinta do sítio de ligação ao ATP da p38α, ela interage com resíduos 

de aminoácidos His-171 e Asp-165 através de pontes de hidrogênio e dessa 

forma impede a fosforilação pela P38α MAPK. (Freitas et al, 2017). 
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Figura 10: Estrutura de (E)-N-(4-(piridin-2-il) benzilideno)-2-nafto-hidrazida (LASSBio-1824). 

 

 

1.4 Justificativa 

A HAP é uma doença progressiva, e muitos pacientes se tornam 

refratários a terapia atualmente disponível. As intervenções para esses 

pacientes, vão desde o uso de medicações direcionada ao tratamento dos 

sintomas apresentados como a oxigenoterapia, anticogulantes e diuréticos, 

assim como o transplante pulmonar. 

Embora os fármacos descritos já venham sendo utilizados no tratamento 

da HAP, não há ainda uma terapia específica, que reduza consideravelmente a 

progressão e mortalidade da doença. Além disso, os medicamentos usados na 

atualidade apresentam em geral efeitos adversos importantes, e não abordam 

alterações fundamentais causadas pela HAP, como a hipertrofia de parede do 

VD e a inflamação.  

 Uma vez que a via de P38α MAPK pode influenciar diversas etapas 

envolvidas na patogenese da HAP, a inibição de p38α MAPK pelo LASSBio-

1824 parece ser um alvo promissor, já que pode interferir em processos 

inflamatórios e proliferativos da HAP. E também afetar processos de hipertrofia 

cardíaca e consequentemente de insuficiência cardíaca, que são os 

modificadores da classe funcional do paciente e morte. Enquanto os fármacos 

utilizados atualmente, cujo efeito é basicamente vasodilatador.   

Desta forma, é interessante elucidar os mecanismos celulares 

intimamente ligados na fisiopatologia HAP para se identificar alvos terapêuticos 

mais específicos. Novas abordagens para o tratamento da HAP devem ser 

consideradas, assegurando um perfil de baixa toxicidade, além de alta eficácia 

antiproliferativa, anti-inflamatória e antiapoptótica no tratameno da HAP.  

 

 



42 

 

2. OBJETIVO 

 

2.1 Objetivos geral 

 

Avaliação farmacológica de um novo inibidor de p38α MAPK na HAP 

induzida por MCT ou hipóxia/SU5416 em ratos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Efeito de LASSBio-1824 na função vascular pulmonar; 

• Parâmetros hemodinâmicos em ratos com HAP tratados ou não com 

LASSBio-1824; 

• Alterações histopatológicas cardíacas e em artérias pulmonares e após 

o tratamento com veículo e LASSBio-1824; 

• Investigar ação de LASSBio-1824 na via de sinalização MAPK-p38α. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 Local da pesquisa  

 

Este projeto foi realizado no Laboratório de Farmacologia Cardiovascular 

com a colaboração do Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias 

Bioativas (LASSBio®) que compõem o Programa de Pesquisa em 

Desenvolvimento de Fármacos do Instituto de Ciências Biomédicas (ICB) da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro.  

 

3.2 Comitê de ética  

 

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de 

Ética e pesquisa com animais da Universidade Federal do Rio de Janeiro (sob 

o número 039/19). 

 

3.3 Substâncias Utilizadas 

 

LASSBio-1824 e SU5416 foram sintetizados e gentilmente fornecidos 

pelo Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas (LASSBio®) 

da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil. O LASSBio-1824 foi 

dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO; Cristália, Itapira, São Paulo, Brasil) 

diluído em água purificada a uma concentração de 0,2% v/v. Fenilefrina (Phe) e 

acetilcolina (ACh) foram adquiridas na Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e 

dissolvidas em água destilada. Anticorpos para o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) proteína nuclear (c-Fos) e caspase-3 ativa foram adquiridos na Abcam 

(Cambridge, MA, EUA) enquanto que anticorpos para MAPK p-38, MAPK p-38 

fosforilada (fosfo-p-38 MAPK), quinase 5 regulada por sinal extracelular 

(ERK5), quinase 5 regulada por sinal extracelular fosforilada (fosfo-p-ERK5), 

proteína nuclear (c-Fos), óxido nítrico sintase indutível (iNOS) e gliceraldeído-3-

fosfato desidrogenase (GAPDH) foram adquiridos na Cell Signaling Technology 

(Danvers, MA, EUA). Anticorpo secundário de IgG anti-coelho peroxidase de 

rábano silvestre (HRP) foi obtido da Abcam Corporation (Cambridge, MA, 

EUA). Anticorpo anti-alfa-actina do músculo liso (αSMA) foi adquirido da Sigma 
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(St. Louis, MO, EUA). Anticorpo secundário usado na imunocitoquímica para 

αSMA foi adquirido de Nichirei (Tóquio, Japão). 

 

3.4 Indução de HAP com monocrotalina (MCT) 

 
Todos os experimentos foram realizados e analisados de forma cega. 

Inicialmente foi utilizado o modelo de HAP induzida por MCT, no qual os ratos 

Wistar machos (180 - 250g) receberam uma única injeção intraperitoneal de 

MCT (60mg/kg) (n = 10). Após 14 dias e com a confirmação da HAP através do 

ecocardiograma, foi iniciado o tratamento terapêutico com LASSBio-1824 

(20mg/kg i.p.) com duração de 14 dias (Alencar et al., 2014; Alencar et al., 

2017). Ecocardiograma foi realizado antes do início do protocolo e após 14 dias 

da injeção de MCT para confirmação da doença através da aquisição do 

doppler da artéria pulmonar que obtem a imagem do fluxo da AP, assim como 

medidas do tempo de aceleração da artéria pulmonar (TAP) e tempo de ejeção 

da artéria pulmonar (PET) (Thibault et al., 2010; Gomez-Arroyo et al., 2012; 

Alencar et al., 2017; Alencar et al., 2018; Bordenave et al., 2019). 

 Após a comfirmação os animais foram divididos aleatóriamente em dois 

grupos; grupo MCT + DMSO (n = 5) e grupo MCT+LASSBio-1824 (n=5). O 

grupo controle (sem administração de MCT n=5) recebeu injeções de veiculo 

no primeiro dia do protocolo, assim como na fase de tratamento. Os ratos 

foram pesados diariamente e as doses ajustadas apropriadamente, de acordo 

com as variações nos pesos corporais.  E ao final do protocolo foram 

submetidos novamente ao exame de ecocardiografia transtorácica (Figura 12). 
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Figura 12: Esquema do desenho experimental para o protocolo de HAP induzido por MCT. 
Ecocardiograma foi realizado no início do estudo d1, no d14 para confirmação da HAP e ao 
final do protocolo. MCT, monocrotalina; HAP, hipertensão arterial pulmonar. Grupo controle n = 
5, grupo MCT + veículo, n = 5, grupo MCT + LASSBio-1824, n = 5. 

 
 
 
 
3.5 Animais e desenho experimental hipóxia SU5416 

 

Para induzir a HAP, ratos Wistar machos (180-250g) foram expostos 

durante 3 semanas à hipóxia normobárica (10% O2; n = 10), através da 

manutenção em câmara de acrílico ventilada, na qual o nitrogênio foi injetado 

(90%) sob um controlador Oxycycler (BioSpherix, Lacona, NY, EUA). Os 

animais receberam uma vez por semana, via intraperitoneal SU5416 

(20mg/kg). O grupo controle foi mantido em ambiente de normoxia (ar ambiente 

a 21% de O2; n = 5) e recebeu injeções semanais de veículo (o mesmo usado 

para suspender SU5416). O ecocardiograma foi realizado antes do início do 

protocolo em todos os grupos experimentais, 3 semanas após a primeira 
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injeção de SU5416 com hipóxia e ao final do tratamento com LASSBio-1824. 

Utilizou-se o doppler na artéria pulmonar para adquirir imagem do trato de 

saída do fluxo da AP, e o estabelecimento da HAP foi confirmado por uma 

alteração na forma da onda de fluxo juntamente com medidas do tempo de 

aceleração da artéria pulmonar (TAP) e tempo de ejeção da artéria pulmonar 

(PET). Essas medidas foram utilizadas como parâmetro de estabelecimento da 

HAP (Thibault et al., 2010; Gomez-Arroyo et al., 2012; Alencar et al., 2017; 

Alencar et al., 2018; Bordenave et al., 2019). A Figura 13 mostra a linha 

temporal usada para caracterizar a evolução da HAP e o protocolo 

experimental. Uma vez confirmado a HAP, os ratos SuHx foram expostos a 

condições de normoxia por 2 semanas adicionais e foram divididos em dois 

grupos: SuHx + veículo (DMSO; 100µL por kg; n = 5) e SuHx + LASSBio-1824 

(n = 5).  

Esse modelo experimental foi utilizado em dois tempos; num primeiro 

momento, desenvolvemos um grupo em que os ratos SuHx foram tratados com 

a dose de 20 mg/kg i.p. de LASSBio-1824 por 14 dias, a mesma dose e via de 

tratamento realizado no grupo MCT, os ratos normoxia e SuHx + veículo foram 

tratados com DMSO (100µL por kg; i.p). Posteriormente num outro grupo, o 

tratamento do grupo SuHx foi com LASSBio-1824 por via oral na dose de 

50mg/kg por 14 dias. Esta dose foi escolhida seguindo os procedimentos já 

publicados pelo nosso grupo de pesquisa em que administramos compostos de 

N-acilihidrazona a 50mg/kg/dia p.o. em ratos com HP (Alencar et al., 2013; 

Alencar et al., 2014). Como a via de administração oral apresenta maior 

vantagem, a continuidade da avaliação farmacológica foi realizada apenas nos 

grupos tratados oralmente com LASSBio-1824.   

. 
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Figura 13: Esquema do desenho experimental para o protocolo de HAP induzido por SuHx. 
Ecocardiograma foi realizado no início do estudo d1, no d21 para confirmação da HAP e ao 
final do protocolo. SuHx, SU5416/hipóxia; HAP, hipertensão arterial pulmonar. Grupo normoxia 
n = 5, grupo SuHx + veículo, n = 5, grupo SuHx + LASSBio-1824, n = 5. 

 

 

3.5 Ecocardiografia 

 

Os animais foram anestesiados com mistura de isoflurano/oxigênio a 2% 

através de um cone nasal durante ventilação espontânea e colocados em 

decúbito lateral esquerdo para realização da ecocardiografia. A temperatura da 

sala foi mantida a aproximadamente 25o C para evitar hipotermia. A função e a 

estrutura cardíaca foram avaliadas por um sistema de imagem de ultra som de 

alta resolução equipado com um transdutor RMV-710B com frequência de 25 

MHz e distância focal fixa de 15 mm montada em um sistema integrado (Vevo 

770, Visualsonics, Toronto, Canadá). Foram registradas imagens paraesternais 

do VD e do VE em eixo curto e longo, e captadas suas áreas em diástole final. 
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O volume sistólico do ventrículo esquerdo (VSVE) foi obtido no modo B, de 

acordo com o método de Simpson. O débito cardíaco do VE (DCVE) foi 

calculado como DCVE = VSVE × frequência cardíaca. A espessura da parede 

do VD foi obtida em modo M para determinar um índice indireto de hipertrofia. 

O volume sistólico do ventrículo direito (VSVD) foi obtido a partir do diâmetro 

da AP (APd) e do fluxo da AP medido no plano paraesternal de eixo curto no 

meio da sístole, pela ecocardiografia Doppler bidimensional e onda de pulso, 

respectivamente. O VSVD foi calculado como VSVD = área da seção 

transversa da AP (AST) × integral do tempo da velocidade da AP, onde APAST = 

(APd/2)2 × 3,14. O débito cardíaco do ventrículo direito (DCVD) = VSVD × 

frequência cardíaca, de acordo com os procedimentos já publicados 

(Urboniene et al., 2010). Todos os parâmetros seguiram a Sociedade 

Americana de Ecocardiografia. 

 

3.6 Medida invasiva de parâmetros hemodinâmicos 

 

Os animais foram submetidos a anestesia com ketamina (80 mg/kg, i.p.) 

e xilazina (15 mg/kg, i.p.) para realização da introdução de cateter de volume 

pressórico (SPR-838, Millar Instruments, Houston, TX, EUA) na artéria carótida 

esquerda para medir a pressão sistólica (PAS), diastólica (PAD) e arterial 

média (PAM). Posteriormente, o cateter foi posicionado até o VE para registrar 

a pressão sistólica do VE (PSVE), enquanto a medida da PSVD foi feita através 

da inserção do cateter conectado a um transdutor de pressão (MLT884, 

ADInstruments, Inc., Colorado Springs, CO, EUA) no VD através da veia 

jugular externa direita. Os parâmetros foram registrados em computador para 

análise usando o software Lab Chart (Versão 7.0, ADInstruments, Inc.). 

Imediatamente após as medidas hemodinâmicas, os animais foram 

eutanasiados por exsanguinação através de punção cardíaca para retirada de 

tecidos e consequente avaliação histopatológica e molecular. 

 

3.7 Retirada e acondicionamento de tecidos  

 

Os pulmões foram lavados brevemente em solução salina e os lobos 

direitos foram congelados rapidamente em nitrogênio líquido para análise de 
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expressão de proteínas. Os lobos esquerdos foram inflados com formalina de 

zinco e imersos nesse fluido para fixação e posterior incorporação em parafina 

(Alencar et al., 2017). Os corações foram pesados e a parede do VD foi 

separada do VE e septo (S). A razão entre o peso do VD e o VE mais o septo 

(VD/VE + S) foi calculada para determinar a extensão da hipertrofia do VD. VD 

e VE foram secionados longitudinalmente e uma porção foi rapidamente 

congelada em nitrogênio líquido para análise molecular, e a outra imersa em 

formalina de zinco. Os tecidos separados para estudo histológico, 

permaneceram fixados em formaldeído tamponado a 10% por uma semana e 

depois foram parafinizados: imersos em álcool 70% por 24h, passam por uma 

série de 3 banhos de álcool a 100%, 3 banhos de xilol. Os pulmões ficaram 40 

minutos em cada banho e os VD 20 minutos. Por fim, os tecidos submetidos a 

dois banhos de parafina, e em sequência inseridos em blocos de parafina para 

posterior corte em micrótomo. Cortes de 5 μm de espessura foram 

delicadamente acomodados em lâminas de vidro para secagem em estufa. O 

material histológico foi numerado aleatoriamente e a análise realizada por 

observador cego. Posteriormente, um outro experimentador coletou os dados e 

realizou análise estatística. 

 

3.8 Análise imunohistopatológica pulmão e VD 

 

Cortes de VD e pulmões foram corados com picro-Sirius red (PSR) para 

avaliação do conteúdo de colágeno cardíaco e perivascular. Os cortes foram 

reidratados com lavagem com xileno e etanol e, em seguida, corados com PSR 

por 90 minutos e montados com Entellan (Merck, Alemanha) conforme descrito 

anteriormente (Alencar et al., 2017). O conteúdo de colágeno perivascular foi 

determinado como a razão entre a área perivascular e a área da secção 

transversal do vaso, mas o colágeno intersticial do VD expresso pela área 

média de colágeno no tecido miocárdico. Foram fotografadas de 15-20 

arteríolas com diâmetro externo inferior a 150 μm dos pulmões (aumento de 

1000 ×) e 10 campos de VD (aumento de 400 ×) usando uma câmera digital 

(Canon A620, Canon, EUA) acoplada a um microscópio óptico (Axiostar, Zeiss, 

Alemanha). 
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Para a avaliação da hipertrofia medial nas arteríolas intrapulmonares as 

secções de pulmão foram imunocoradas para α-SMA. A atividade da 

peroxidase endógena foi extinta usando peróxido de hidrogênio a 3% (v/v) após 

desparafinação e reidratação das seções seguida de bloqueio da ligação não 

específica usando incubação de BSA a 5% por 60 minutos. Depois disso, as 

seções foram incubadas por 2 h com anticorpo anti-αSMA em PBS com BSA a 

1%. Após a lavagem em PBS, as lâminas foram expostas ao anticorpo 

secundário de polímero anti-rato-HRP diluído 1:3 em PBS por 2h seguido por 

solução de 3,3'-diaminobenzidina e hematoxilina como contra coloração. A 

espessura média da parede foi calculada como a fração da área da seção 

transversal do vaso corada em marrom observada nas fotos tiradas de 

arteríolas com diâmetro externo inferior a 150 μm. 

 

Imunocoloração de cardiomiócitos para c-Fos 

Secções do VD foram desparafinizadas, permeabilizados em PBS-Triton 

X100 0,1% e incubados com anticorpo anti-c-Fos (1:200), durante uma noite 

em câmara úmida a 4°C. A atividade da peroxidase endógena foi inibida com 

peróxido de hidrogênio (3% v/v em PBS) por 15 minutos seguido de incubação 

com anticorpo secundário (1:3) por 1h em câmara úmida em temperatura 

ambiente. A detecção foi realizada usando uma técnica padrão de 

diaminobenzidina e hematoxilina como contraste. Foram fotografados 10 

campos com câmera digital (Canon A620, Canon, EUA) acoplada a 

microscópio óptico (Axiostar, Zeiss, Alemanha) com aumento de 1000x. A 

ativação de c-Fos foi expressa como a fração da contagem total de núcleos de 

cardiomiócitos apresentando coloração marrom. 

 

3.9 Avaliação da reatividade vascular de artérias pulmonares   

 

Após a eutanásia, 3 mm da artéria pulmonar mais próxima do coração 

foi removida e preparada para registro da tensão isométrica. Os anéis foram 

posicionados em cubas experimentais por meio de hastes metálicas, com uma 

extremidade do tecido conectada a um transdutor de força para o registro de 

tensão. No interior das cubas experimentais, os anéis da artéria pulmonar 

foram imersos em uma solução nutridora de Tyrode modificada (NaCl 120 × 
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10−3 mol·L-1, 5,9 × 10−3 mol·L-1 KCl, 1,2 × 10−3 mol·L-1 MgCl2, 1,2 × 10-3 

mol.L-1 NaH2PO4, 18 × 10-3 mol.L-1 NaHCO3, 1,2 × 10-3 mol.L-1 CaCl2 e 11 

× 10-3 mol.L-1 glicose; pH 7,4) e oxigenado com gás carbônico (95% O2 / 5% 

CO2) a 37,0 ± 0,5 °C. Após equilíbrio de 2 horas e com 1,5 g de tensão em 

repouso, as preparações foram expostas a concentrações crescentes de 

fenilefrina (Phe, 1 nM - 10 µM). Após um platô de contração, os anéis de AP 

foram expostos a concentrações crescentes de acetilcolina (ACh, 1 nM - 10 

µM) para determinar a capacidade de vasodilatação e a integridade endotelial.  

 

3.10 Expressão de proteínas - análise de Western Blot 

 

Tecidos do pulmão e do VD foram obtidos, armazenados em tampão de 

lise com inibidores de protease e congelados em nitrogênio líquido até a 

homogeneização. Os tecidos pulmonares e cardíacos foram homogeneizados 

em um homogeneizador de vidro potter usando tampão de lise (12,5% de 

sacarose, 20 mM de Tris-HCl pH 7,4, 1 mM de EDTA) na presença de 1 mM de 

fenilmetanossulfonilfluoreto, 1 mM de benzamidina, 1 mM de ditiotreitol e 1 

μg/mL da solução de inibidor de protease polipeptídica (pepstatina, 

quimostatina, aprotinina, leupeptina e antipaina). A mistura foi centrifugada por 

5 min a 1000×g e o sobrenadante (cerca de 1ml) foi coletado e congelado a -

80°C. A concentração de proteína total em cada amostra foi determinada em 

espectrofotômetro usando o método de Bradford (Bradford, 1976). Proteínas 

(50 μg) foram detectadas em gel de SDS-PAGE 10% e transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose usando um sistema semi-seco (Bio-Rad, EUA). As 

membranas foram bloqueadas usando 5% de leite desnatado em PBS, que 

continha 0,1% de Tween 20 e incubadas com anticorpos primários contra TNFα 

(1:1000), caspase-3 ativa (1:1000), p-38 MAPK (1:200), fosfo-p-38 MAPK 

(1:1000), ERK5 (1:200), fosfo-p-ERK5 (1:100), iNOS (1:1000), c-Fos (1:200) e 

GAPDH (1:1000), todos diluídos em PBS. A solução de anticorpo foi usada 

duas vezes. Após a marcação das membranas com anticorpos primários e 

secundários (diluídos 1:10000 em PBS), a detecção de bandas específicas foi 

realizada utilizando ECL Prime como substrato para HRP. As imagens foram 

adquiridas por quimioluminescência usando Image Quant LAS4000 (GE 

Healthcare Life Sciences). Todas as imagens foram processadas usando o 

../../../../../grazi/Desktop/Dados%20novos%20analisar/Finalização%20artigo/BJP-ABR-2020-Highlighted%20versao%20enviada%20BJP.doc#_ENREF_11
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software NIH ImageJ (versão 1.6.0) e a quantificação da densidade da banda 

de proteína normalizada para GAPDH foi medida usando ImageJ. 

 

3.11 Análise estatística  

 

A análise de dados foi realizada para todos os desfechos, e a análise de 

variância unidirecional, ANOVA, foi usada para determinar a significância das 

diferenças entre os grupos (n = 5 por grupo). As diferenças foram consideradas 

significativas quando p <0,05. A ANOVA foi seguida do teste post-hoc de Tukey 

quando se atingiu o nível de significância estatística necessário e não houve 

heterogeneidade entre os grupos. A correlação de Pearson foi usada para 

testar a relação entre a espessura da parede do vaso, a eficácia da ACh e as 

mudanças na relação TAP/TET. A análise foi realizada usando GraphPad 

Prism, versão 6 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Para todas as análises 

estatísticas, exceto para Western blot, 5 animais identificados por números 

foram usados por grupo. A análise não cega de western blot incluiu 4 animais 

por grupo, uma vez que a concentração de proteína obtida em um animal do 

grupo SuHx + DMSO não foi suficiente para a análise.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Hemodinâmica cardiovascular e parâmetros funcionais  
 
4.1.1 Administração i.p. nos grupos MCT e SuHx 
 

Para investigar os efeitos da LASSBio-1824 na HAP inicialmente foram 

desenvolvidos dois estudos iniciais comparativos; um grupo MCT no qual os 

animais doentes (HAP) receberam o tratamento com a LASSBio-1824 via 

intraperitoneal na dose de 20 mg/Kg, e em seguida um novo grupo SuHx, em 

que os animais doentes também receberam a LASSBio-1824 via intraperitoneal 

dose de 20 mg/Kg, ambos com (n=5). 

Os animais HAP tratados com veículo de ambos os modelos animais 

apresentaram um aumento do TAP, em comparação como os grupos que 

receberam a LASSBio-1824 e o normoxia (Figura 14; p<0,05). O tempo de 

aceleração pulmonar é uma medida indireta da resistência vascular pulmonar, 

e esse resultado ecocardiográfico, juntamente com medidas hemodinâmicas 

invasivas comprovaram que os animais desenvolveram a HAP e obtiveram 

melhora como tratamento. A PSVD aumentou consideravelmente nos animais 

doentes (HAP tratados com veículo), e o após o tratamento com LASSBio-

1824, os valores reduziram de forma semelhante ao que existia nos animais 

controle em ambos os modelos. (Figura 14; p<0,05).  

A espessura de parede livre do VD aumentou de forma considerável nos 

animais HAP que receberam apenas DMSO, e o tratamento de 14 dias com 

LASSBio-1824 foi capaz de reverter em ambos os grupos, MCT e SuHx, essa 

alteração (Figura 15; p<0,05). Corroborando com esse achado 

ecocardiográfico, o índice de Fulton (relação VD/VE + septo) aumentou nos 

animais doentes tratados com veículo, em relação aos grupos controles, e o 

tratamento com o inibidor de P38α reverteu essa alteração (Figura 15; p<0,05). 
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Figura 14: Efeitos da terapia com LASSBio-1824 nas alterações vasculares pulmonares e 
hemodinâmicas observadas em ratos SuHx e MCT. (A/C) imagens representativas do trato de 
saída do fluxo da AP de todos os grupos. (B/D) traçados representativos da PSVD. (E/G) 
tempo de aceleração pulmonar. (F/H) PSVD. Dados representam a média ± S.E.M. (n = 5 ratos 
por grupo). * P <0,05 em comparação com o grupo normoxia; #P <0,05 em comparação com o 
grupo SuHx tratado com veículo. One-way ANOVA com múltiplas comparações. Teste post hoc 
de Tukey. SuHx, SU5416/hipóxia; MCT, monocrotalina; HAP, hipertensão arterial pulmonar; 
PSVD, pressão sistólica do ventrículo direito. 
 

 

O aumento da espessura de parede é uma consequência ao aumento da 

RVP, ou seja, da pós-carga do VD, assim como o aumento da área do VD, que 

se elevou nos animais com HAP tratados apenas com veículo em comparação 

os grupos normoxia e LASSBio-1824, adquirindo valores semelhantes aos dos 

controles após o tratamento com LASSBio-1824 (Figura 15; p<0,05). Contudo 

não houve diferenças na área do VE entre os grupos de ambos os modelos 

animais (Figura 15; p<0,05).  
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Figura 15: Efeitos do tratamento com veículo ou LASSBio-1824 na estrutura do coração de 
ratos SuHx e MCT. (A/C) imagens representativas da parede livre do VD obtidas pela 
ecocardiografia modo-M. (B/D) imagens representativas de incidências paraesternais no eixo 
curto obtidas por ecocardiografia modo B (em diástole final). (E/G) espessura da parede livre 
do VD. (I/L) relação VD/VE + septo. (F/H) Área de VD. (J/M) Área do VE. Dados representam a 
média ± S.E.M. (n = 5 ratos por grupo). * P <0,05 em comparação com o grupo normóxia; #P 
<0,05 em comparação com o grupo SuHx tratado com veículo. One-way ANOVA com múltiplas 
comparações. Teste post hoc de Tukey.  SuHx, SU5416/hipóxia; MCT, monocrotalina; HAP, 
hipertensão arterial pulmonar; VD, ventrículo direito; VE, ventrículo esquerdo. 

 

 
  
4.1.2 Administração oral no grupo SuHx 
 

O protocolo experimental e os tratamentos com veículo ou LASSBio-

1824 tiveram efeitos neutros no peso corporal final, uma vez que os mesmos 

não se alteraram entre os grupos experimentais (Figura 16). Durante o 

tratamento oral, nem o veículo nem o LASSBio-1824 promoveram efeitos 

significativos sobre as pressões sistêmicas dos grupos experimentais (Tabela 

3), uma vez que a PAS, PAD e PAM de forma invasiva não foram alteradas, 

indicando a ausência de hipotensão sistêmica indesejada. No final do 

protocolo, a PSVE permaneceu inalterada pela HAP ou pelos tratamentos 
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(Tabela 3). Não foram observadas diferenças no VSVE, frequência cardíaca e 

DCVE entre os ratos controle ou HAP. Contudo, o VSVD e DCVD dos animais 

SuHx tratados com veículo reduziram consideravelmente quando comparado 

aos grupos normoxia e tratados com LASSBio-1824 (Tabela 3).  
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Figura 16: Curva de peso de ratos com HAP induzidos por SuHx e normoxia tratados com 

veículo ou LASSBio-1824. 
 

 

Tabela 3: Função e estrutura cardíaca – Grupo SuHx- 50mg/Kg via oral. Dados representam a 
média ± SEM (n = 6 ratos por grupo). * p <0,05 em comparação com o grupo controle 
normóxia. #p <0,05 em comparação com o grupo SuHx + veículo. PAS, pressão arterial 
sistólica sistêmica; PAD, pressão arterial diastólica sistêmica; PAM, pressão arterial média 
sistêmica; PSVE, pressão sistólica do ventrículo esquerdo; VSVE, volume sistólico do 
ventrículo esquerdo; DCVE, débito cardíaco do ventrículo esquerdo; VSVD, volume sistólico do 
ventrículo direito; DCVD, débito cardíaco do ventrículo direito. 
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A razão entre TAP e TET, parâmetros medidos pela ecocardiografia 

Doppler, foi usada para confirmar o desenvolvimento da HAP. Da mesma forma 

que o TAP isolado, essa relação é uma medida indireta da resistência vascular 

pulmonar, apenas normalizada para reduzir a influência de variáveis como a 

FC. A razão TAP/TET reduziu significativamente no dia 21 do protocolo nos 

ratos SuHx em comparação ao grupo normoxia (p<0,05; Figura 17). A inibição 

da MAPK p-38α pela administração oral de LASSBio-1824 por 14 dias 

aumentou significativamente a proporção TAP/TET ao final do protocolo 

quando comparada com ratos HAP tratados com veículo (p<0,05; Figura 17). 
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Figure 17: Regressão linear entre a relação TAP/TET e dias de protocolo. SuHx, 
SU5416/hipóxia; HAP, hipertensão arterial pulmonar; TAP, tempo de aceleração da artéria 
pulmonar; TET, tempo de ejeção da artéria pulmonar. Grupo normoxia n = 5, grupo SuHx + 
veículo, n = 5, grupo SuHx + LASSBio-1824, n = 5. 

 

 

4.2 Redução das características funcionais e histopatológicas da HAP 

pelo LASSBio-1824 

 

A Figura 18A mostra imagens representativas do trato de saído do fluxo 

sanguíneo da AP mensurados pela ecocardiografia com Doppler. Observou-se 

a formação de um mid-systolic notch, ou incisura no meio da sístole após 

exposição crônica dos animais ao protocolo SuHx. É importante ressaltar que a 

terapia com LASSBio-1824 em ratos com HAP normalizou a forma do fluxo de 
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saída (Figura 18A). As Figuras 18B-C mostram imagens representativas de 

cortes pulmonares para imunohistoquímica de αSMA e conteúdo de colágeno 

perivascular, respectivamente. Cinco semanas após o início do protocolo, os 

ratos HAP tratados com veículo exibiram uma diferença significativa na 

espessura da parede das arteríolas distais em comparação com o grupo 

normoxia (Figuras 18D-E; p <0,05). A administração de LASSBio-1824 em 

animais SuHx restringiu totalmente a hipertrofia da parede medial dos vasos 

em comparação com ratos HAP tratados com veículo (Figuras 18D-E; p <0,05). 

A deposição perivascular de colágeno foi significativamente maior em ratos 

SuHx do que em animais normoxia (Figura 18F; p <0,05). Quatorze dias de 

administração oral de LASSBio-1824 em ratos com HAP reduziu 

significativamente a fibrose perivascular, quando comparado ao grupo SuHx 

tratado com veículo (Figura 18F; p <0,05). A Figura 18G mostra que o 

relaxamento da AP induzido por ACh foi reduzido em animais com HAP em 

comparação com o grupo controle (p <0,05), indicando que o modelo SuHx 

induziu lesão endotelial nas APs. O tratamento com LASSBio-1824 aumentou a 

resposta a ACh em APs de ratos com HAP em comparação com ratos SuHx 

tratados com veículo (Figura 18G; p <0,05). Finalmente, as Figuras 18H-I 

mostram a espessura da parede do vaso e o relaxamento induzido por ACh em 

APs, respectivamente, esses resultados estão correlacionados com a razão 

TAP/TET (p <0,05). Logo, a hipertrofia da parede das APs distais e a disfunção 

endotelial subsequente podem ser responsáveis pela menor proporção entre 

TAP/TET nos ratos com HAP. 
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Figura 18: Efeitos da terapia com LASSBio-1824 nas alterações vasculares pulmonares 
observadas em ratos SuHx-HAP. (A) Imagens representativas do trato de saída do fluxo da AP 
de todos os grupos 35 dias após o início do protocolo. (B) Imunohistoquímica para α-SMA de 
APs distais de ratos expostos a normoxia ou protocolo SuHx por 5 semanas. (C) Coloração 
picrosirius red em APs ditais evidenciando fibras de colágeno em vermelho. (D) Espessura da 
parede expressa pela porcentagem da área total do vaso (50 μm). (E) Espessura da parede 
dos vasos entre 50-150 μm de diâmetro externo. (F) Área de colágeno perivascular. (G) 
Relaxamento de anéis de artéria pulmonar induzido por ACh. (H) Regressão linear entre a 
relação TAP/TET e a espessura da parede do vaso. (I) Regressão linear entre a razão 
TAP/TET e relaxamento induzido por ACh. Dados representam a média ± S.E.M. (n = 5 ratos 
por grupo). * P <0,05 em comparação com o grupo normoxia; #P <0,05 em comparação com o 
grupo SuHx tratado com veículo. One-way ANOVA com múltiplas comparações. Teste post hoc 
de Tukey. SuHx, SU5416/hipóxia; HAP, hipertensão arterial pulmonar; AP, artéria pulmonar; α-
SMA, alfa actina de músculo liso; TAP, tempo de aceleração da artéria pulmonar; TET, tempo 
de ejeção da artéria pulmonar. 

 

 

4.3 Redução da sobrecarga e da hipertrofia concêntrica do VD pelo 

LASSBIO-1824 

 

A Figura 19A mostra imagens ecocardiográficas representativas do VD 

de todos os grupos experimentais obtidos pelo modo M. Cinco semanas de 

sobrecarga de VD induzida por SuHx nos ratos com HAP resultaram em 

hipertrofia concêntrica do VD, como demonstrado pelo aumento significativo na 

espessura da parede livre do VD nos animais SuHx em comparação ao grupo 

normoxia (Figura 19D; p <0,05). A hipertrofia do VD foi confirmada ainda mais 
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devido a um aumento na proporção entre os pesos do VD e VE + S (índice de 

Fulton) em comparação com os homólogos da normoxia (Figura 19E; p <0,05). 

A administração oral de LASSBio-1824 por 2 semanas reduziu a hipertrofia em 

ratos, conforme representado pela menor espessura da parede livre do VD e 

razão VD/VE+S, em comparação com os animais com HAP tratados com 

veículo (Figuras 19D-E; p <0,05). A área do VD do grupo HAP foi 

significativamente maior do que a encontrada no grupo normoxia (Figura 19F; p 

<0,05). No entanto, ao final do protocolo, não houve diferença na área do VE 

entre os grupos experimentais (Figura 19G). Como esperado, o grupo SuHx 

teve um aumento significativo no PSVD em comparação com ratos normoxia 

(Figura 19H; p <0,05). LASSBio-1824 reduziu de forma benéfica a área do VD 

e a PSVD quando administrada por via oral em ratos com HAP por 2 semanas 

(Figura 19F,H; p <0,05). 

 

Figura 19: Efeitos do tratamento com veículo ou LASSBio-1824 na estrutura e função do 
coração de ratos SuHx-HAP. (A) imagens representativas da parede livre do VD obtidas pela 
ecocardiografia modo-M. (B) imagens representativas de incidências paraesternais no eixo 
curto obtidas por ecocardiografia modo B (em diástole final). (C) traçados representativos da 
PSVD. (D) espessura da parede livre do VD. (E) relação VD/VE + septo. (F) Área de VD. (G) 
Área do VE. (H) PSVD. Dados representam a média ± S.E.M. (n = 5 ratos por grupo). * P <0,05 
em comparação com o grupo normóxia; #P <0,05 em comparação com o grupo SuHx tratado 
com veículo. One-way ANOVA com múltiplas comparações. Teste post hoc de Tukey.  SuHx, 
SU5416/hipóxia; HAP, hipertensão arterial pulmonar; VD, ventrículo direito; VE, ventrículo 
esquerdo; PSVD, pressão sistólica do ventrículo direito. 
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4.4 Normalização da expressão de proteínas envolvidas na proliferação 

celular, inflamação e apoptose em amostras de pulmão e VD 

 

Imagens representativas de Western Blot de tecidos pulmonares de 

todos os grupos experimentais são mostradas na Figura 20A. Os níveis de 

TNF-α e iNOS aumentaram significativamente nos ratos SuHx tratados com 

veículo, em comparação com os seus pares de normoxia (Figuras 20B-C; p 

<0,05). A relação MAPK fosfo-p-38/MAPK p-38 aumentou no grupo SuHx em 

comparação aos ratos controle normoxia (Figuras 20D; p <0,05), e os níveis de 

caspase-3 ativa também foram maiores que os níveis do grupo normoxia 

(Figura 20E; p <0,05). Da mesma forma a relação fosfo-p-ERK-5/ERK-5 e a 

expressão de c-Fos aumentaram significativamente no grupo SuHx (Figuras 

20F-G; p <0,05). Quatorze dias de tratamento com LASSBio-1824 em ratos 

com HAP normalizaram completamente a expressão desses marcadores da 

HAP, em comparação com o grupo SuHx tratado com veículo (Figura 20B-G; p 

<0,05). Imagens de Western blot do VD de todos os grupos experimentais são 

mostradas na Figura 21A. As Figuras 21B-G mostram que os níveis de 

proteínas TNF-α, iNOS, fosfo-p-38 MAPK, caspase-3 ativa, fosfo-p-ERK-

5/ERK-5 e c-Fos aumentaram no VD dos animais com HAP, em comparação 

com o grupo normoxia, respectivamente (p <0,05). O tratamento dos ratos 

SuHx com LASSBio-1824 normalizou a expressão de todas essas moléculas 

envolvidas na na remodelação do VD, na progressão para uma câmara direita 

hipertrofiada com consequente desenvolvimento de disfunção, em comparação 

com animais com HAP tratados com veículo (Figuras 7B-E; p <0,05).  
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Figura 20: Efeitos do modelo SuHx na expressão de proteínas no pulmão ao longo de 35 dias 
do protocolo e tratamento oral com veículo ou LASSBio-1824 por 14 dias. A Figura (A) mostra 
imagens das diferentes membranas do western blot para TNF-α, iNOS, p-p38 MAPK, p-38 
MAPK, caspase 3 ativa, p ERK-5, ERK-5 e C-Fos, respectivamente. GAPDH foi usado para 
normalização. (B) Quantificação de TNF-α. (C) Quantificação da expressão de iNOS. (D) 
Razão entre a expressão relativa de p-p-38 MAPK/p-38 MAPK. (E) Quantificação da expressão 
da caspase 3 ativa. (F) quantificação da expressão relativa p-ERK-5/ERK-5. (G) quantificação 
da expressão de C-Fos. Dados representam a média ± S.E.M. (n = 5 ratos por grupo). * P 
<0,05 em comparação com o grupo normóxia; #P <0,05 em comparação com o grupo SuHx 
tratado com veículo. One-way ANOVA com múltiplas comparações. Teste post hoc de Tukey. 
SuHx, SU5416/hipóxia; TNF-α, fator de necrose tumoral alfa; iNOS, NO sintase endotelial; p-p-
38 MAPK, P-38 MAPK fosforilada; p-38 MAPK, proteína quinase ativada por mitogêno p-38. 
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Figure 21: Efeitos do modelo SuHx na expressão de proteína do coração ao longo de 35 dias 
de protocolo e tratamento oral com veículo ou LASSBio-1824 por 14 dias. A Figura (A) mostra 
imagens das diferentes membranas do western blot de TNF-α, iNOS, p-p38 MAPK, p-38 
MAPK, caspase 3 ativa, p-ERK-5, ERK-5 e C-Fos no coração de todos os grupos. GAPDH foi 
usado para normalização. (B) Quantificação de TNF-α. (C) Quantificação da expressão de 
iNOS. (D) Razão entre a expressão relativa de p-p-38 MAPK/p-38 MAPK. (E) Quantificação da 
expressão da caspase 3 ativa. (F) quantificação da expressão relativa p-ERK-5/ERK-5. (G) 
quantificação da expressão de C-Fos. Dados representam a média ± S.E.M. (n = 5 ratos por 
grupo). * P <0,05 em comparação com o grupo normóxia; #P <0,05 em comparação com o 
grupo SuHx tratado com veículo. One-way ANOVA com múltiplas comparações. Teste post hoc 
de Tukey. SuHx, SU5416/hipóxia; TNF-α, fator de necrose tumoral alfa; iNOS, NO sintase 
endotelial; p-p-38 MAPK, P-38 MAPK fosforilada; p-38 MAPK, proteína quinase ativada por 
mitogêno p-38. 
 
 

 

4.5 Reversão da fibrose do VD pelo LASSBio-1824 

 

A Figura 22A mostram imagens representativas da deposição de 

colágeno no miocárdio do VD. O conteúdo de colágeno do VD foi 

significativamente aumentado no grupo SuHx, comparado aos ratos normoxia 

(Figura 22C; p <0,05). E a administração de LASSBio-1824 em ratos com HAP 

reduziu a deposição de colágeno no miocárdio em comparação com ratos com 

HAP tratados com veículo (Figuras 22C; p <0,05). O tratamento com LASSBio-
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1824 também reduziu a expressão de c-Fos, uma proteína celular envolvida 

com proliferação celular. A Figura 22B representa imagens 

imunoshistoquimicas para a marcação de c-Fos em VD. Os animais SuHx 

apresentaram uma maior expressão de c-fos quando comparados aos 

controles de normoxia e SuHx tratados com LASSBio-1824 (Figuras 22D; p 

<0,05). 

 

 

Figure 22: Efeitos da terapia com LASSBio-1824 na fração de colágeno e expressão de c-fos 
no coração de animais normoxia e SuHx. (A) Coloração com picrosirius red sob microscopia 
optica (aumento 100x) mostrando fibras de colágeno em vermelho. (B) Imagens 
representativas da imunohistoquimica de c-fos no VD de todos os grupos experimentais. (C) 
Fração de área de colágeno (%). (D) Núcleos marcados para c-fos. Dados representam a 
média ± S.E.M. (n = 5 ratos por grupo). * P <0,05 em comparação com o grupo normóxia; #P 
<0,05 em comparação com o grupo SuHx tratado com veículo. One-way ANOVA com múltiplas 
comparações. Teste post hoc de Tukey. SuHx, SU5416/hipóxia.  
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5. DISCUSSÃO 
 

Embora ainda não existam modelos animais de HAP com similaridade 

em todos os aspectos fisiopatológicos e de severidade da doença em humanos 

(Stenmark et al., 2009), os diferentes modelos  MCT e SuHx dão suporte à 

ideia de que a HAP é iniciada por vários estímulos e que as mudanças 

estruturais observadas na vasculatura pulmonar estão relacionadas ao tipo de 

evento desencadeante (Tuder et al., 2013). O desenvolvimento de HAP está 

associado com vários graus de muscularização das pequenas arteríolas 

pulmonares, que podem variar de leve a moderada, e isso está comumente 

relacionado à hipertrofia e/ou hiperplasia das células musculares lisas. O 

espessamento da camada adventícia e a infiltração de células inflamatórias 

nessa região também são comuns. Essas mudanças vasculares em pacientes 

com HAP são de fato mais leves e menos robustas do que acontece em 

modelos animais da doença (Hoshikawa et al., 2003).  

A investigação dos efeitos terapêuticos de LASSBio-1824 sobre a HAP, 

iniciou-se utilizando os modelos de induzidos por MCT e SuHx, em dose de 

20mg/kg por via de administração intraperitoneal. Nesses grupos experimentais 

foram analisadas características definidoras da HAP.  O aumento do TAP, uma 

medida indireta da RVP e por consequência da PSVD foi observado nos 

animais com HAP tratados com veículo em ambos os grupos experimentais 

(MCT e SuHx), e o tratamento com LASSBio-1824 reverteu essas 

características. O aumento da RVP está diretamente relacionado as alterações 

vasculares de hipertrofia e aumento da espessura de parede dos vasos, assim 

como ao infiltrado celular infamatório que se dirige para as camadas dos vasos 

(Schermuly et al., 2011; Humbert et al., 2019). Com a redução do lumén 

vascular e consequente aumento da RVP, eleva-se a pós carga do VD, que 

passa a trabalhar sobre pressão maior para garantir a homeostase sanguínea, 

por isso o VD desenvolve maior espessura da parede livre e área (Anton Vonk-

Noordegraaf et al, 2013). A reversão desta espessura nos modelos 

apresentados, reforça a efetividade da inibição da p38α MAPK na fisiopatologia 

da HAP.  

Como o modelo SuHx é reconhecido por causar lesões pulmonares e 

insuficiência cardíaca que melhor reproduzem o cenário clínico em humanos, a 



66 

 

proliferação celular é predominantemente pré-capilar em células endoteliais 

levando a formação de lesões plexiformes (Stenmark et al., 2009), a 

continuidade da investigação sobre a inibição da p38α MAPK com o uso de 

LASSBio-1824 foi realizada no modelo SuHx através do tratamento com 

50mg/kg, por via oral. Além disso, a injeção de SU-5416 afeta apenas os 

receptores presentes nas células endoteliais pulmonares e não em outros 

órgãos (Burke et al., 2009). Devido à gravidade do modelo SuHx-5416, com a 

formação de lesões na camada íntima e a natureza progressiva da doença em 

roedores, esse modelo experimental tem sido atualmente a mais usada para o 

estudo de novas terapias para o tratamento da HAP (Stenmark et al., 2009). No 

processo de desenvolvimento de fármacos a via de administração oral é 

preferida às várias outras vias de administração de medicamentos e em função 

das vantagens como maior segurança, conforto do paciente e facilidade de 

ingestão foi interessante a continuitade utilizando a administração por via oral 

(Zang et al , 2017). 

A isoforma p-38α MAPK apresenta papel importante na fisiopatologia da 

HP (Church et al., 2015) devido ao fato de sua inibição em dois modelos 

distintos de HP ter impedido ou revertido as características da doença, 

principalmente nos pulmões. Também foi previamente descrito maior 

expressão e atividade de fosfo-p-38α MAPK nos vasos pulmonares de 

pacientes com HAP idiopática (Church et al., 2015). A inibição da p38α MAPK 

melhorou a função do VD em dois protocolos experimentais de hipertrofia do 

VD induzida por sobrecarga de pressão (hipóxia crônica e bandagem da artéria 

pulmonar em camundongos) e foi reforçada a hipótese de que existe maior 

expressão de fosfo-p-38α MAPK porque foi detectada aumentada expressão 

em células de VD de humanos com HAP idiopático (Kojonazarov et al., 2017).  

Este trabalho apresenta de forma inédita, os efeitos de um novo inibidor 

da p-38α MAPK quando administrados por via oral em ratos com HAP induzida 

pela combinação de hipóxia crônica e injeções de um antagonista do receptor 

do fator de crescimento do endotélio vascular (SU5416). Este modelo simula 

várias características fisiopatológicas da HAP em humanos, tanto histológicas 

como hemodinamicas (Taraseviciene-Stewart et al., 2001; Abe et al., 2010; 

Toba et al., 2014; Vitali et al., 2014). A administração oral por 14 dias com 

LASSBio-1824 reduziu várias características da HAP tais como o fluxo nas 
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APs, remodelamento e hipertrofia da parede dos vasos, disfunção vascular, 

sobrecarga e disfunção do VD, remodelamento e hipertrofia do miocárdio. 

Assim, nossos dados trazem para o campo de pesquisa sobre HAP 

importantes complementos a fim de se reafirmar a hipótese de considerar a 

inibição da MAPK p-38α como uma alternativa no tratamento desta doença 

cardiopulmonar e incentiva investigações clínicas adicionais. 

Atualmente, é considerado que a disfunção endotelial na HAP ocorra 

inicialmente devido a alterações no fenótipo de células endoteliais que liberam 

excessivamente fatores de crescimento, quimiocinas, citocinas e 

vasoconstritores (Humbert et al., 2019). Fatores de crescimento e citocinas 

ativam seus receptores na superfície da membrana celular nos vasos, 

mediando assim a fosforilação intracelular e subsequente ativação de p38α 

MAPK. Assim, desencadeia-se um processo patológico caracterizado por 

proliferação celular exacerbada, resistência à apoptose e inflamação nas 

células vasculares pulmonares de indivíduos com HAP (Moreno-Vinasco et al., 

2008; Rajkumar et al., 2010; Goncharov et al., 2014; Church et al., 2015). 

Essas alterações esclarecem o remodelamento vascular na pequena circulação 

(Huertas et al, 2018), a hipertrofia da parede de APs e o desenvolvimento de 

disfunção do VD com falência subsequente na HAP.  

O remodelamento da parede dos vasos pulmonares, o espessamento e 

a vasoconstrição desregulada podem ser inicialmente desencadeados pelas 

células endoteliais pulmonares lesadas na HAP (Humbert et al., 2019). Neste 

estudo, a espessura da parede do vaso e o conteúdo de colágeno perivascular 

foram maiores nos APs distais dos animais SuHx do que nas arteríolas do 

grupo controle normoxia. Assim, assumimos que no modelo de HAP utilizado 

ocorreu remodelamento vascular pulmonar com subsequente hipertrofia da 

parede de AP e que essas alterações causaram um aumento na resistência 

vascular pulmonar e redução do fluxo sanguíneo através da circulação 

pulmonar, uma vez que as medidas finais das relações TAP/TET 

correlacionaram-se significativamente com a espessura da parede de APs 

distais. A inibição da p-38 MAPK, isoforma p-38α, induzida pela administração 

de LASSBio-1824 por 2 semanas reduziu de maneira benéfica a deposição de 

colágeno perivascular pulmonar, remodelamento da parede dos vasos e 

hipertrofia medial em APs distais. 
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A reduzida vasodilatação induzida por ACh em APs pode ser resultado 

de um comprometimento da produção dependente de endotélio de moléculas 

vasodilatadoras, como o NO (Tuder et al., 2001), o que favorece uma 

vasoconstrição anormal nos pulmões no modelo de HAP induzido pelo SuHx. 

Este aspecto também contribui para aumentar a resistência vascular pulmonar 

e obstruir o fluxo sanguíneo pulmonar, detectado pela correlação significativa 

entre as relações TAP/TET e o relaxamento máximo induzido por ACh. A 

administração de LASSBio-1824 melhorou a disfunção vascular indicando que 

o componente endotelial que regula tônus vascular pulmonar foi recuperado 

pelo inibidor de MAPK p-38. 

A presente pesquisa investigou a expressão de alguns marcadores da 

HAP nos pulmões de todos os grupos experimentais. A aumentada expressão 

de TNF-α nas amostras pulmonares dos animais com HAP é condizente com a 

descrição de que os níveis circulantes de TNF-α estão aumentados em 

pacientes com HAP (Itoh et al., 2006). O TNF-α é expresso localmente nos 

vasos pulmonares de pacientes com HAP e sua sinalização promove o 

remodelamento vascular pulmonar (Hurst et al., 2017) que estimula a 

sinalização da MAPK p-38 (Ferrero et al., 2001) e, que na condição de HAP, 

está anormal e contribui para proliferação aberrante de células dos vasos 

pulmonares, remodelamento vascular, inflamação local e desenvolvimento de 

hipertrofia da parede de APs (Church et al., 2015). A proliferação de células do 

músculo liso das APs também participa do processo de iniciar ou manter a 

hipertrofia dos vasos pulmonares em pacientes com HAP (Zhang et al., 2003). 

A ativação da p-38 MAPK promove a regulação positiva da iNOS nessas 

células na HAP que induz a resistência a apoptose, potencializando o 

espessamento medial vascular pulmonar e a hipertrofia da parede do vaso (Jin 

et al., 2014). Este fato foi demonstrado neste trabalho com a detecção de 

aumento da expressão de iNOS nos tecidos pulmonares de ratos com HAP, 

que poderia contribuir para o remodelamento e hipertrofia vascular pulmonar. A 

avaliação da expressão de caspase-3 ativa em pulmão foi importante pois esta 

proteína pode desencadear a apoptose de células endoteliais celular sendo 

mecanismo inicial a obliteração das APs na HAP devido a uma degeneração da 

estrutura do endotélio pulmonar (Zhao et al., 2005; White; et al., 2014). Após 

observar os níveis mais altos de caspase-3 ativa no pulmão de ratos com HAP 
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houve a confirmação da resistência a apoptose, indicando uma proliferação 

desregulada dos componentes dos vasos pulmonares.  

A proteína nuclear c-Fos relaciona-se aos processos proliferativos e sua 

ativação está diretamente relacionada a fosforilação por p38α MAPK. Fatores 

estressantes presentes na HAP como citocinas inflamatórias ativam p38α 

MAPK que transloca-se para o núcleo celular onde fosforila o fator de 

transcrição SRF para c-Fos, que constitui fator de transcrição para AP-1, 

proteína ligada a regulação subsequente da expressão de genes envolvidos no 

reparo do DNA, proliferação celular, parada do ciclo celular, morte por 

apoptose e proteases de remodelação da matriz extracelular (Federico et al, 

2005). Nos pulmões de animais com HAP, o processo proliferativo foi 

observado tanto nos achados histológicos com o aumento da marcação de 

αSMA, assim como pelo aumento da expressão de marcadores moleculares 

como c-Fos. Da mesma forma a via de ERK5, uma outra cinase, que em 

muitos dos processos patológicos da HAP (Sabzali Javadov et al, 2014), atua 

de forma sinérgica a p38α MAPK também teve sua expressão aumentada nos 

animais HAP tratados apenas com veículo.   

A administração oral de LASSBio-1824 atenuou os efeitos prejudiciais 

acima mencionados da HAP, em parte, limitando as vias de sinalização de 

TNF-α, p-38 MAPK, iNOS, caspase-3 ativa, c-Fos e ERK5 nos pulmões de 

animais com HAP.   

A sobrecarga persistente sobre o VD induzida pela HAP promoveu uma 

adaptação na estrutura dessa câmara, representada pelo aumento dos índices 

de hipertrofia. Por meio da ecocardiografia foi observado maior espessura da 

parede livre do VD e área do VD na diástole final induzidas pela HAP, assim 

como também aumento da relação VD/VE + S em comparação com o grupo 

controle. A disfunção do VD foi evidenciada pela redução do VSVD e DCVD 

sem disfunção cardíaca global, evidenciado por hipertrofia concêntrica de VD 

não suficiente para causar movimento septal interventricular e disfunção do VE. 

Não houve alteração da área do VE e PSVE, VSVE, frequência cardíaca e 

DCVE não foram alteradas, comprovando que o VE manteve a função 

preservada. No entanto, o VD dos animais com HAP se apresentaram em 

transição para um estado compensatório na função cardíaca global que poderia 

evoluir para uma dilatação progressiva e irreversível. Provavelmente, uma 
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expansão do tempo de exposição a hipóxia poderia levara a disfunção cardíaca 

global. É de grande importância mencionar que o período de 14 dias de 

tratamento com LASSBio-1824 parece atuar seletivamente as alterações no 

sistema cardiopulmonar. 

O processo hipertrófico do VD pode estar relacionado ao maior conteúdo 

de colágeno do miocárdio, comprovado pela maior marcação de fibras 

colágenas através da coloração de picrosirius red nos animais com HAP, que 

poderia  contribuir para a adaptação (fibrose/remodelação) e disfunção do VD. 

TNF-α tem um papel no desenvolvimento da hipertrofia do VD (Kubota et al., 

1997; Smith et al., 2001; Jobe et al., 2009) e seu envolvimento na transição da 

hipertrofia do VD de compensada para descompensada tem sido descrito 

(Tang et al., 2015). A regulação positiva da iNOS no VD de ratos com HAP está 

envolvida no desenvolvimento de falha do VD (Imoto et al., 2018). Esses 

achados corroboram com os resultados encontrados, pois foi observada uma 

maior expressão de TNF-α e iNOS em VD de ratos com HAP. A razão MAPK 

de fosfo-p-38 MAPK/MAPK-p-38 também foi maior nas amostras de VD de 

ratos HAP assim como a relação de fosfo-p-ERK-5/ERK-5 que são cinases 

envolvidas em estresse oxidativo, proliferação celular, inflamação e hipertrofia 

cardíaca (Sabzali Javadov et al, 2014). A maior expressão de caspase-3 ativa 

no VD indica adicionalmente que o processo de apoptose se iniciou e que 

possivelmente o VD estava em transição para um fenótipo de insuficiência. 

Além disso, a elevada expressão molecular de c-Fos corrobora a presença de 

processo apoptótico, que indica presença de processo proliferativo no coração. 

Assim, o tratamento com LASSBio-1824 atenuou a hipertrofia, disfunção e 

remodelamento do VD, devido à evidente normalização do conteúdo de 

colágeno do VD, níveis de expressão de TNF-α, iNOS, fosfo-p-38 MAPK, 

caspase-3 ativa, c-Fos e fosfo-ERK5 ao final do protocolo.  

De fato, não podemos afirmar que LASSBio-1824 seja seletivo para a 

isoforma alfa de p-38 MAPK, pois não há dados analisando sua ação em outras 

isoenzimas dessa família de cinases, como as isoformas β, γ e δ. No entanto, 

LASSSBio-1824 apresentou melhor perfil anti-inflamatório e anti-proliferativo do 

que o inibidor seletivo de p-38α MAPK (SB203580). Enquanto LASSBio-1824 

produziu uma redução acentuada na produção de TNF-α, mesmo 

comportamento não foi observado com SB203580 (Freitas et al., 2018).  
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6. CONCLUSÃO 

 

Apesar de ambos os modelos de HAP utilizados não apresentar lesões 

plexiformes e insuficiência cardíaca descompensada, LASSBio-1824, através 

da inibição da p-38α MAPK, contribuiu para a reparação das alterações no 

pulmão e VD, reforçando a importância de considerar a p-38α MAPK como alvo 

terapêutico para a HAP.  
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