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Resumo

A Hipertenséo Arterial Pulmonar (HAP) € uma patologia caracterizada pelo
aumento da resisténcia dos vasos pulmonares, aumento na pressao arterial
pulmonar e hipertrofia do ventriculo direito, prejudicando as trocas gasosas
alveolares e a fungdo cardiaca. Por outro lado, a melatonina (N-Acetil-5-
metoxitriptamina), o principal horménio produzido pela glandula pineal, pode
reduzir o tbnus do musculo liso vascular promovendo reducdo da resisténcia
periférica e, consequentemente, diminuicdo da pressdo arterial em ratos
hipertensos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da melatonina sobre
parametros cardiovasculares de ratos portadores de HAP induzida por
monocrotalina. Ratos Wistar adultos pesando com 250g foram distribuidos em
quatro grupos experimentais (n=5): CO (controle); CML (controle melatonina); MT
(monocrotalina); MTML (monocrotalina+melatonina). A HAP foi induzida pela
administracao de dose unica de monocrotalina (60 mg/kg i.p.) no primeiro dia de
experimento. Melatonina (15 mg/kg i.p.) foi administrada diariamente, durante os
28 dias do periodo experimental. Os animais foram anestesiados (ketamina 100
mg/kg + xilazina 7 mg/kg de peso corpdreo i.m.) para a obtencdo de parametros
eletrocardiograficos e avaliacdo da pressédo arterial e, posteriormente foram
submetidos a eutanasia por aprofundamento anestésico, para o estudo da
reatividade vascular e para analise histologica do coragdo e pulmdes. Os
resultados mostraram que melatonina reduziu significativamente a resposta
contratil da artéria pulmonar em relagao aos ratos controles e portadores de HAP
para resposta maxima da reatividade vascular a noradrenalina. A analise
histolégica mostrou que a melatonina aumentou significativamente a area do
limen das artérias pré-acinares pulmonares e a area alveolar do grupo MTML, em
relagdo ao grupo MT, o qual apresentou valores significativamente reduzidos, em
relacdo ao grupo CO. Além disso, a melatonina proporcionou nos animais
tratados com monocrotalina menor desvio do eixo elétrico para a direita em
consequéncia, provavelmente, do menor grau de hipertrofia ventricular direita o
que acarretou em reducéao do intervalo QT e, consequentemente, na prevencao do

risco de morte subita decorrente das alteracbes cardiacas desencadeadas pela



hipertensdo arterial pulmonar. Melatonina, também, preveniu a reducdo da
pressdo arterial média nos animais cuja oxigenagao tecidual encontrava-se,
provavelmente, prejudicada pelas alteragdes pulmonares e cardiacas induzidas
pela monocrotalina. Concluindo, melatonina atenuou os efeitos deletérios da
monocrotalina sobre parametros cardiovasculares e pulmonares neste modelo de

hipertensao arterial pulmonar.

Palavras-chave: Melatonina, hipertensdo arterial pulmonar, monocrotalina,

eletrocardiograma, Ratos Wistar.
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Abstract

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a disease characterized by
increased pulmonary vascular resistance, increased pulmonary arterial pressure
and right ventricular hypertrophy and impairs alveolar gas exchange and cardiac
function. Moreover, melatonin (N-acetyl-5-metoxytryptamine), the main hormone
produced by the pineal gland can reduce the tone of vascular smooth muscle was
a reduction in peripheral resistance and thus lowering blood pressure in
hypertensive rats. The objective of this study was to evaluate the effect of
melatonin on cardiovascular parameters of rats with monocrotaline-induced PAH.
Male Wistar rats weighing 250g were divided into four experimental groups (n = 5):
CO (control), CML (control melatonin), MT (monocrotaline), MTML (monocrotaline
+ melatonin). PAH was induced by administration of single dose of monocrotaline
(60 mg / kg ip) on the first day of the experiment. Melatonin (15 mg / kg ip) was
administered daily for 28 days trial period. The animals were anesthetized
(Ketamine 100 mg / kg + xylazine 7 mg / kg body weight im) to obtain
electrocardiographic parameters and blood pressure evaluation and later
euthanized by deep anesthesia, to study the vascular reactivity and for histological
analysis of the heart and lungs. The results showed that melatonin significantly
reduced the contractile response of pulmonary artery and control rats with PAH for
maximum response of vascular reactivity to norepinephrine. Histological analysis
showed that melatonin significantly increased the lumen area of the pre-acinar
pulmonary alveolar area and the group's HTML, for the TM group, which had
significantly reduced compared to the CO group. Moreover, melatonin delivered in
animals treated with monocrotaline minor electrical axis deviation to the right as a
result, probably the lowest degree of right ventricular hypertrophy which resulted in
a reduction of the QT interval and thus to prevent the risk of sudden death due of
cardiac abnormalities triggered by pulmonary arterial hypertension. Melatonin also
prevented the reduction in mean arterial pressure in animals in which tissue
oxygenation was, probably affected by changes in pulmonary and cardiac changes
induced by monocrotaline. In conclusion, melatonin attenuated the deleterious

effects of monocrotaline on cardiovascular parameters in this model of pulmonary
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arterial hypertension.

Keywords: Melatonin, pulmonary arterial hypertension, monocrotaline,

electrocardiogram, Wistar rats.
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1. INTRODUGAO

1.a. Hipertensao Arterial Pulmonar

A Hipertensado Arterial Pulmonar (HAP) é caracterizada pelo aumento da
pressao na parede da artéria pulmonar, decorrente do aumento da resisténcia
vascular pulmonar, que leva ao aumento da sobrecarga cardiaca no ventriculo
direito. De acordo com McLaughlin et al. (2006) e Said et al. (2006), valores de
pressdo na artéria pulmonar em humanos acima de 25mmHg, caracterizam a
doenca que pode ser desenvolvida por pré-disposicdo genética, doencas
coexistentes ou exposigao a fatores ambientais.

A doencga resulta em mudangas compensatérias no lado direito do coracéo,
ou seja, um remodelamento cardiovascular para suportar o aumento da carga de
trabalho imposta a musculatura cardiaca, progredindo para uma hipertrofia
compensatéria do ventriculo direito. Tal fato limita a capacidade fisica do
individuo, diminuindo a sua qualidade de vida (Mereles et al. 2006; Coats et al.
1992).

Com relagdo a pressao arterial sistémica, Werchan et al. (1989) nao
observaram alteragdes significativas em animais portadores dessa doenca.
Entretanto, Lamberts et al. (2007), demonstraram um aumento da pressao
diastdlica ventricular esquerda de ratos com HAP, como resultado do aumento do
volume do ventriculo direito. Ishikawa et al. (1995), Seyfarth et al. (2000) e Chen et
al. (2001) verificaram reducdo da pressao arterial média nesse modelo
experimental.

No caso da HAP por pré-disposicdo genética, verifica-se mutagdo no gene
BMPR2, o qual, em condigdes normais, estimula receptores TGFp responsaveis
pelo controle da proliferacédo, diferenciacdo e apoptose celular, tanto no periodo
embrionario quanto na maturagdo dos tecidos ja formados. Dessa forma, a
mutacdo deste gene favorece o efeito pro-apoptoético das células do endotélio
pulmonar, aumentando o risco do desenvolvimento da HAP (Said et al. 2006 e
Barreto et al. 2005).

Dessa forma geral, pacientes com HAP apresentam disfun¢do endotelial

pulmonar, caracterizada pela diminuicdo da expressdo da NO-sintase endotelial
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(eNOS), enzima presente nas ceélulas endoteliais com consequente diminuigdo da
sintese e liberagdo de oxido nitrico (NO) pelo endotélio dos vasos pulmonares
(Hongo et al. 2005, McLaughlin e McGoon, 2006). O NO, inicialmente descrito por
Furchgott e Zawadski (1980) como fator de relaxamento derivado do endotélio, é a
principal substancia vasodilatadora endotelial.

Segundo Velez Roa et al. (2004), a HAP tem relacéo direta com o aumento
da atividade do sistema nervoso autbnomo simpatico, sendo parcialmente
mediada pelo reflexo quimiorreceptor devido a reducdo da concentragdo de
oxigénio no sangue. Assim, além do remodelamento vascular e do aumento do
trabalho da musculatura cardiaca, verifica-se, também, diminuicdo da saturacao
de oxigénio arterial e venoso consequente a disfungédo pulmonar. Esse fato implica
numa resposta fisioldégica vasoconstritora para ajustar o fluxo sanguineo pulmonar
para as areas de baixa ventilacdo devido a liberagdo de fatores constritores
derivados do endotélio ao mesmo tempo em que os fatores relaxantes encontram-
se reduzidos (Tagaya et al. 2001) sendo, também, uma das causas da HAP (Goret
et al. 2005; e Favret et al. 2001).

Assim, verifica-se aumento da liberagdo endotelial de substancias, tais
como: a) endotelina 1, substancia com acdo mitogénica indutora de proliferagao
celular da musculatura lisa vascular (Goret et al. 2005 e McLaughlin e McGoon,
2006); b) tromboxano A, substéncia vasoconstritora que promove adesao
plaquetéaria e trombos vasculares (Said et al. 2006; Barreto et al. 2005); c) fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) que, em altas concentragdes, causa
lesdes plexiformes pulmonares, ou seja, extravasamento de liquido celular e
migracao leucocitaria, causando inflamagao tecidual (Said et al. 2006); d) fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF), responsavel pela adesao plaquetaria e
mitogénese (Barreto et al. 2005 e Said et al. 2005).

Outras substancias vasodilatadoras e anti-proliferativas produzidas pelo
endotélio encontram-se reduzidas nesta doenga, como as prostaciclina (PGly), por
exemplo. Além disso, animais com HAP induzida por monocrotalina (MCT),
apresentaram diminuicdo da producdo do fator hiperpolarizante derivado do

endotélio (EDHF), o que aumentou o estimulo para despolarizagdao da célula
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muscular lisa vascular e consequente vasoconstricdo. Essa vasoconstricdo pode
tornar-se ainda mais significativa uma vez que também foi observada inibicao de
canais de K* voltagem-dependentes (McLaughlin e McGoon, 2006) e diminuigdo
na expressdo de canais Na'/K" presentes na membrana da célula muscular lisa
vascular, diminuindo a magnitude do relaxamento atribuido ao efluxo do K"
(Shubat et al. 1989), prejudicando, dessa forma, a modulagédo do ténus vasomotor
pulmonar na HAP induzida por hipdxia (Post et al. 1992). Além disso, a diminuicéo
das correntes de potassio pode estimular, por sua vez, a despolarizacdo da
musculatura lisa vascular acentuando o tdnus vasoconstritor em animais
portadores de HAP (Ito et al. 2000).

As mudancas funcionais induzidas pela HAP no sistema cardiopulmonar do
rato ocorrem semelhantemente aquelas observadas em humanos (Pela et al.
1990). Nesses animais, a HAP pode ser induzida a partir de injecao de
monocrotalina (MCT), em dose unica por via intraperitoneal. A MCT é uma
substancia alcaléide, presente em folhas e sementes da planta Crotalaria
Spectabilis, (Bruner et al. 1983; Favret et al. 2001; Thomas et al. 1998; Santos et
al. 2008).

Crotalaria Spectabilis (Fabaceae)
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Segundo Bruner et al. (1983) e Taylor et al. (1997), apds sua administragao,
a MCT é biotransformada pelo figado em monocrotalina pyrrole (MCTP), sua
forma ativa, exercendo sua toxicidade no sistema cardiopulmonar do rato. De
acordo com Said et al. (2006), Barreto et al. (2005) e Kanno et al. (2001), um dos
fatores relacionado a fisiopatologia da HAP induzida por MCT é a hipertrofia

ventricular direita, seguido de remodelamento vascular cardiaco.

Monocrotalina Monocrotalina ovrrole

CHa HO CH3

Estrutura auimica i maiurd Estrutura auimica mais ativa

O efeito toxico da MCT no rato € caracterizado por edema pulmonar,
hidropericardio e consequente fibrose, sendo que este modelo animal também
apresenta aumento nos niveis de angiotensina 2, substancia responsavel pelo
aumento do conteudo de colageno no tecido cardiaco (Lamberts et al. 2007;
Brown et al. 1998; Lourenco et al. 2006) e aumento da resisténcia vascular
periférica acarretando, consequentemente, em aumento da presséao arterial.

Além disso, esse modelo animal também apresenta inflamagao pulmonar,
diminuindo a capacidade deste 6rgéo, juntamente com os rins, de eliminar a ET-1
em excesso no sangue e pulmdes, aumentado ainda mais a concentragdo dessa
substancia altamente vasoconstritora (Miyauchi et al. 1993 e Barreto et al. 2005).

Como visto, o controle do ténus vascular € um importante fator na
prevencao ou tratamento de doencas cardiacas, sendo que o endotélio participa
de forma direta nessa regulagdo, exercendo fungdes autdcrinas, paracrinas e

endécrinas  (Vogel, 1999). O conjunto de respostas vasodilatadoras e
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vasoconstritoras endoteliais a estimulos fisicos e farmacolégicos denominam-se

reatividade vascular (Luz et al. 2003).

1.b. Melatonina

A melatonina, um hormoénio produzido pela glandula pineal, € sintetizada
predominantemente durante a noite, sendo que a luz tem efeito inibitério na sua
secregao (Wurtman et al. 1964). A liberagdo de melatonina é sincronizada com o
ciclo claro-escuro por um caminho multisinaptico. A luz estimula a retina
modulando a atividade do nucleo supraquiasmatico (SCN) (Moore 1996), o qual
funciona como um reldgio biolégico (Dubocovich et al. 1998). Neurénios GABA-
érgicos sao projetados a partir do SCN e do nucleo paraventricular (PVN) (Moore
1996) inibindo a saida constante de excitacdo para o nucleo intermediolateral
simpatico (Kalsbeek et al. 2000). A estimulacdo simpatica do nucleo
intermediolateral, apds interpolagdo do ganglio superior cervical, € direcionada
para a glandula pineal induzindo a sintese de melatonina (Moore 1996). A
atividade da taxa limitante das enzimas na glandula pineal é regulada pela
noradrenalina na ligagado de receptores pineais 1 e al-adrenérgicos (Klein et al.
1983, Reiter 1991, Ribelayga et al. 1997). Sendo assim, outros sistemas
neurohormonais, (sistema renina-angiotensina) também podem modificar a
secrecao de melatonina (Baltatu et al. 2002), exercendo papel importante na

modulacao das fungdes cardiovasculares pela melatonina. As concentragdes de
: L o -10 -9
melatonina em individuos saudaveis sédo elevadas (10 = a 10~ mol/l) durante a

noite, enquanto, valores mais baixos sdo observados durante o dia (Kennaway e
Voultsios 1998).
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Sintese de melatonina nos pinealécitos adaptado do Journal of Biological Chemistry

A melatonina atua, principalmente, através de seus receptores de
membrana (Costa et al. 1995). Contudo, a natureza lipossoluvel da melatonina
permite que atue, também, intracelularmente através de seu receptor nuclear (Mor
et al. 1999).

Desde a identificacdo dos sitios de ligacao da melatonina (Vanecek et al.

1987), dois subtipos de receptores de membrana acoplados a proteina G foram

identificados em mamiferos: MT4 (anteriormente Mella ou mty) e MT, (Mel1b)
(Dubocovich et al. 1998). O receptor MT4 esta associado com varios segundos

mensageiros; a) acoplado a proteina G; diminui os niveis de monofosfato de
adenosina ciclico (Capsoni et al. 1994, Reppert et al. 1996, Witt-Enderby e
Dubucovich 1996); b) acoplado a proteina Gq ativa a fosfolipase-C resultando em
aumento do calcio citossolico (Brydon et al. 1999); c) acoplado a proteina G ativa
canais de potassio (Nelson et al. 1996). Quanto aos receptores MT,, foi

demonstrado que, acoplado a proteina Gqg, modula a hidrélise do 4-5-bifosfato de
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fosfatidilinositol (Dubocovich 1995). O terceiro receptor tipo MT3, o qual tem baixa
afinidade, provavelmente, ndo esta acoplado a proteina G (Mor et al. 1999).

Alta densidade de receptores de melatonina foi identificada no sistema
nervoso central, particularmente na adenohipdfise (Williams e Morgan 1988,
Malpaux et al. 1995, 2001), nucleo supraquiasmatico (VaneCek et al. 1987,
VaneCek e Jansky 1989), nucleo paraventricular (Duncan et al. 1989) e area
postrema (Williams et al. 1995). O receptor MT1 foi identificado no sistema
cardiovascular em artéria caudal de ratos (Viswanathan et al. 1990), artérias
coronarias humanas (Ekmekcioglu et al. 2001) e em coragao de ratos (Abete et al.
1997), enquanto que o receptor MT2 foi encontrado em coragdo humano e
artérias coronarias e aorta (Ekmekcioglu et al. 2003).

A localizagdo precisa desses receptores nao foi completamente

esclarecida. Postula-se que, enquanto os receptores MT4, s&o localizados

primariamente nas células do musculo liso vascular, os receptores MT, sdo
encontrados tanto em células endoteliais, quanto, em células do musculo liso
vascular (Masana et al. 2002).

Quanto as propriedades antioxidantes da melatonina, verificou-se que elas
sdo mais pronunciadas em doses farmacoldgicas (lanas et al. 1991), sendo que a
melatonina foi capaz de reduzir a peroxidacéo lipidica mais eficientemente do que
a vitamina C ou E (Gitto et al.2001), em ratos. A potente capacidade antioxidante
pode ser explicada pelo seu poder de sequestrar radical hidroxila (Bromme et al.
2000), superoxido (Sewerynek et al. 1996), peroxila (Pieri et al. 1994) e também o
radical livre oOxido nitrico (Noda et al. 1999). A atividade antioxidante da
melatonina é reforcada pela sua capacidade em aumentar a atividade de enzimas
antioxidantes, (Antolin ef al. 1996, Barlow-Walden et al. 1995), da estabilidade da
sua forma oxidada (KojSova et al. 2006) e também da alta atividade
sequestradora de radicais livres de seus metabdlitos (Tan et al. 2007). As
propriedades antioxidantes da melatonina in vivo sdo demonstradas pela sua
capacidade em reduzir a isquemia em coragao (Tan et al. 1998), rins (Sahna et al.
2003), cérebro (Cho et al. 1997) e figado (Sewerynek et al. 1996).
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Melatonina, também, pode interagir diretamente com a calmodulina
(Turjanski et al. 2004), inibindo os canais de calcio (Satake et al. 1986, Shibata et
al. 1989) ou estimulando a bomba de célcio de cardiomidcitos (Chen et al. 1993).
No sistema nervoso central, pelo fato da melatonina ativar receptores GABA-
érgicos (Wang et al. 2003) juntamente com sua capacidade de reduzir a carga
oxidativa, esse horménio pode participar da regulacdo do ténus simpatico.

Assim, o sistema cardiovascular sofre influéncia desse neurohormoénio
secretado pela glandula pineal. Segundo MACCHI e BRUCE (2004), existe maior
risco de derrame e infarto do miocardio no periodo da manha coincidindo com a
queda dos niveis de melatonina e, ainda, paciente com doenga coronariana,
quando comparados a individuos normais, apresentam niveis diminuidos de
melatonina noturna acompanhada por aumento de noradrenalina. GUVEN e
colaboradores (2007), também verificaram que a melatonina produziu efeito
cardioprotetor frente a cardiotoxicidade induzida por epirrubicina, um agente
quimioterapico de amplo espectro do grupo dos antraciclinas, em ratos.

Diferentemente da vitamina C, melatonina por apresentar caracteristica
lipossoluvel atravessa as barreiras biologicas facilmente (Kokkola T, 2007),
diminuindo as arritmias cardiacas e reduzindo a oxidacgao lipidica consequente de
processos isquémicos cardiacos (Reiter RJ, 2007).

Frente ao exposto, o uso terapéutico da melatonina pode ser uma
estratégia para a prevencao dos efeitos deletérios da HAP sobre o parénquima

pulmonar e o sistema cardiovascular.
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da melatonina sobre a
resposta contratil da artéria pulmonar, a conducdo elétrica cardiaca, a pressao
arterial e a histologia do coragdo e dos pulmdes de ratos Wistar portadores de

hipertensao arterial pulmonar induzida por monocrotalina.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Animais.

O protocolo experimental para este estudo foi aprovado pelo Comité
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e pela Comissdo de Etica na
Experimentagdo Animal — CEEA da Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP, protocolo N°. 1647-1. Ratos Wistar adultos pesando, aproximadamente
250 g., colocados em gaiolas coletivas, cinco animais em cada, foram alimentados
com racao comercial e agua ad libitum mantida em Biotério do Departamento de
Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia, em ambiente com temperatura de 20
+ 2 °C e ciclo claro/escuro de 12h00min.

3.2. Grupos experimentais.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais (n=5): CO
(controle); CML (controle  melatonina); MT (monocrotalina); MTML
(monocrotalina+melatonina). A HAP foi induzida por dose unica de monocrotalina
(Crotaline) SIGMA Chemical Co. St. Louis, MO. USA, foi administrada
intraperitoneamente (60 mg/Kg (i.p.) dissolvida em solugao salina (NaCl) 0,9 %,
pH 7.4, (Am. J Physiol Heart Circ Physiol May 25, 2007). Melatonina - SIGMA
Chemical Co. (St. Louis, MO. USA) administrada intraperitoneamente (15 mg/Kg
i.p.) dissolvida em solugéo salina (NaCl) 0,9% e etanol (J. Pineal Res. 2003;
35:75-79) e administrada diariamente, no horario entre 10:00h e 12:00h, durante
os 28 dias do periodo experimental. Ao final do periodo experimental, os animais
foram submetidos a eutanasia por aprofundamento anestésico (ketamina 100
mg/kg + xilazina 7 mg/kg de peso corporeo i.m.) para a realizacdo dos

procedimentos experimentais.
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3.3 Reatividade Vascular
3.3.1. Obtenc¢ao de anéis vasculares

Ao final do periodo experimental, os ratos foram eutanizados sendo retirada
a artéria pulmonar e colocada em placa de Petri contendo tampao de Kreb’s. A
artéria foi limpa de toda gordura, tecidos aderentes e cortada em anéis de 3 mm, o
endotélio foi mantido intacto. Cada artéria pulmonar foi dividida em dois anéis: em
cada experimento, trés ratos forneceram seis anéis. Cada anel foi montado em
dois ganchos com formato de L colocados em banho de érgdos com 20 ml de

solugdo de Kreb’s, o qual foi mantido a temperatura de 37 °C, pH 74 e

constantemente borbulhado com mistura de 95% O, e 5% CO,. A composig¢ao da
solugao tampao de Kreb’s (pH 7,4) foi a seguinte (mM): NaCl 118, KCI 4.7, CaCl,
2.5, MgSO4 1.2, KH,PO4 1.2, NaHCOj3; 25, Glicose 11.1. melatonina, foi

inicialmente dissolvida em etanol (30%) e diluida imediatamente no tampéo de
Kreb’s antes do uso. Arterenol (bitartarato de noradrenalina) foi preparada em

solucdo de acido ascérbico 2% e armazenada a -20°C, por no maximo sete dias.
(Anwar et al. 2001 e Lewis et al. 1999).

3.3.2. Preparacao dos anéis da artéria pulmonar

Os anéis vasculares foram testados para resposta a diferentes
concentragdes de noradrenalina (NA) com ou sem pré-tratamento com melatonina.
Melatonina (10'4 M) foi adicionada ao banho de 6rg&os por 20 min, antes de outros
agentes vasoativos (Anwar et al. 2001, e Lewis et al. 1999). Os anéis foram
gradualmente estirados para atingir a tensdo de um grama (0,5 g) (o qual
representa a tensao de repouso para a obtencao de resposta 6tima de atividade),
por um periodo de quarenta minutos. Durante o periodo de 30 minutos de
estabilizacdo, houve troca de solugado tampao a cada 15 min. Apds a lavagem, os
anéis foram estimulados por intervalos de 10 minutos, com 100ul 10°M de NA até
a reprodugdo da contragcdo ser concluida. O procedimento completo da
estabilizacao e realizagdo da contracdo promovida pela NA (10'6M) foi realizado

para cada anel antes de iniciar o experimento. Antes do experimento, foi realizada
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uma avaliagdo de todos os procedimentos a serem usados. Para cada série de
experimentos, foi usado um anel de artéria pulmonar de animais dos grupos: CO,
CML, MT e MTML.

3.3.3. Procedimento experimental

Foi determinado o efeito do pré-tratamento com melatonina sobre a
resposta contratil de anéis isolados de artéria pulmonar para noradrenalina. Foram
feitas curvas cumulativas para resposta-contratil para NA (Lewis et al 1999 e
Geary et al. 1998). A pré-contragdo de cada anel com NA (1uM) no procedimento
de estabilizagdo, atua como controle para o calculo da contragdo dos anéis em
resposta a NA. Para o registro das tensdes desenvolvidas, foi utilizado um
transdutor isométrico de tensao Narco Bio-System (modelo F-60), conectado a um

poligrafo de 4 canais Narco Bio-System (modelo DMP-4, Houston, TX, EUA).

3.3.4. Obtengao da curva concentragao-efeito

A curva concentragado-efeito (CCE) para cada agonista foi obtida pelo
meétodo cumulativo, com incrementos sucessivos de 0,5 unidades logaritmicas na
concentracdo molar de agonista. A resposta maxima foi determinada a partir de
trés concentragbes sucessivas crescentes do agonista ndo promovessem
respostas maiores que a obtida com a concentracdo imediatamente anterior. A
sensibilidade dos anéis das artérias aorta e pulmonar foi avaliada pela
determinacdo do valor pD2 de cada agonista. Este corresponde ao logaritmo
negativo da concentracdo molar do agonista que determina uma resposta igual a
50% da resposta maxima (EC50) em cada experimento. Em cada anel foi obtida
uma CCE para a noradrenalina (107° - 10*M). (Ting N et al. 2000, Das R. et al.
2008 e Cabrini F.P. H., 2009)

3.4. Parametros eletrocardiograficos.
O eletrocardiograma (ECG) foi realizado em eletrocardidégrafo
computadorizado, modelo Heart Ware, com os animais sob anestesia. Os

eletrodos, em forma de agulha, foram fixados subcutdneamente nas quatro
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posi¢cdes convencionais, nos membros estendidos com 0s animais na posi¢cao
supina. Os registros foram realizados nas derivagdes bipolares (DI, DIl e DIll) e
amplificadas (aVR, aVL e aVF), com velocidade 50mm/segundo e sensibilidade
2N. Foram determinadas a frequéncia cardiaca, a amplitude e duracdo das ondas
e duragdo dos intervalos e segmentos eletrocardiograficos. (Costa et al. 2008;
Henkens et al. 2007; Henkens et al. 2008-B).

3.5. Pressao Arterial — método direto.

Os animais foram anestesiados como descrito anteriormente. A seguir, uma
canula (PE 10) acoplada a outra canula (PE 50) foi introduzida na artéria carétida
direita e conectada a um transdutor de pressao arterial para obter registro da
pressdo arterial sistdlica através do equipamento BP-1-Analog single-channel

transducer signal conditioner (World Precision Instruments). (Briaud et al. 2004)

3.6. Parametros morfolégicos

Os coragdes e os pulmdes dos animais foram isolados apds serem
submetidos a eutanasia e, logo em seguida, foram pesados e colocados em
solugao de Bouin por 72 horas. Em seguida cada érgéo foi lavado sucessivamente
em solugdo contendo tampao fosfato e salina e desidratados com alcool 70%
durante 16 horas. Apds esta passagem, seguiu-se desidratacdo com alcool 80%
(1 hora), alcool 95% (1 hora), quatro passagens por alcool 100% (30 minutos cada
passagem) e alcool 100%+xilol (1:1) por 30 minutos em estufa. Apéds, os tecidos
foram transferidos para forma contendo parafina, permanecendo em estufa por 3
horas. Apo6s resfriamento, cada bloco foi retirado das formas e o excesso de
parafina removido. Os cortes histolégicos foram realizados com micrétomo e
fixados em laminas com albumina. Apés a fixagdo em laminas, os cortes foram
corados pelos métodos de hematoxilina eosina (HE) e pelo Acido de Schiff. Foram
obtidas imagens das laminas no microscopio Leica (40X e 100x) sendo realizada a

analise histoldgica utilizando-se o software Image Pro Plus.
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3.7. Analise estatistica

Foi utilizado o software Graph-Pad Prism (Graph Pad Software, San Diego,
CA), para os calculos estatisticos. A comparagao entre os valores dos parametros
analisados foi realizada pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Tukey para comparagao entre trés ou mais grupos. O teste t de student foi
utilizado para comparar dois grupos distintos. Em todos os casos, valores de
p<0,05 foram indicativos de diferencas estatisticamente significativas.

Para a reatividade vascular, os dados das CCE, valores pD, e Rmax foram
apresentados como médias *+ erro padrao da média (EPM). A analise de
regressao linear foi usada para determinar valores de pD2 do agonista. As curvas
concentragao—efeito foram realizadas através de software Graph-Pad Prism
(Graph Pad Software, San Diego, CA), com valores para resposta na auséncia de
agonista iguais a zero. A comparagao entre os valores dos parametros analisados
foi realizada pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, para
comparagao entre os grupos. O teste t de student foi utilizado para comparagéao
dentro de um mesmo grupo ou comparar dois grupos distintos. Em todos os
casos, valores de p<0,05 foram aceitos como indicativos de diferencas

estatisticamente significativas.

4. Resultados e Discussao

4.1 Reatividade Vascular

Os resultados da reatividade vascular da artéria pulmonar mostraram que os
animais tratados com monocrotalina (MT) apresentaram reducao significativa da
resposta contratii a noradrenalina devido, provavelmente, a lesbes endoteliais
induzidas por esse farmaco, em relacdo ao grupo CO, caracterizando a agao
deletéria da monocrotalina no endotélio vascular. Por outro lado, os animais do
grupo controle previamente tratados com melatonina (CML) apresentaram redugao
da resposta contratil em relagdo ao grupo CO, fato este também verificado no

grupo MTML em relagao ao MT (figura 1; tabela 1).
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Figura 1
Noradrenalina
.Tabela 1
Grupos pD> Rmax (%)
0,305 £ 0,007
co 6,886 0,147
0,1865 £ 0,016
CML 7,142 £ 0,011
MT 7,741 £ 0,156 0,183 £ 0,010
MTML 6,865 £ 0,2922 0,160 £ 0,023

Figura 1 e Tabela 1. Valores pD, e Rmax (%) das CCE, apresentados como média + EPM referentes ao
tratamento com melatonina (MEL) em anéis de artéria pulmonar com endotélio dos grupos
controletnoradrelina (CO NA) (O), monocrotalina+noradrenalina (MT NA) (e), controle
melatonina+noradrenalina (CML NA) (o) e (monocrotalina-melatonina + noradrenalina (MTML NA) (m).
Anadlise de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey (p < 0,05) para: (a) CO NA (0,305 + 0,007) vs
MT NA (0,183 £ 0,010) (*), (b) CO NA (0,305 £ 0,007) vs MTML NA (0,160 £ 0,023) (*), (¢) MT NA (0,183
1+ 0,010) vs MTML NA (0,160 = 0,023) (ns); n = 3 (*) significativo (p < 0,05) e (ns) ndo significativo.

Com relacdo aos animais controle, a melatonina exerceu efeito relaxante
devido, provavelmente, a elevacdo dos niveis de 6xido nitrico endotelial, bem

como pela prevengao da oxidagao por “sequestro” de oxigénio livre (Reiter R J
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1997). Entretanto, pelo fato da monocrotalina provocar, também, lesbes no
endotélio vascular, acreditamos que a melatonina possa ter atuado de forma
independente do endotélio, como verificado no grupo MTML, diretamente sobre o
musculo liso vascular reduzindo a concentragao intracelular de calcio tanto pela
redugado da formagao de Inositol Trifosfato (IP3), quanto pelo bloqueio do influxo
de calcio por canais voltagem dependentes. A redugao da concentragao de calcio
disponivel no citoplasma pode diminuir a interagao entre as proteinas contrateis do
musculo liso, reduzindo, assim, a resposta contratil a noradrenalina nos grupos
tratados previamente com melatonina (CML e MTML).
Nossos resultados estdo de acordo com Ting N et al. 2000, Das R. et al.

2008 e Cabrini F.P.H., 2009, obtidos em artéria pulmonar de ratos com

hipertensao arterial pulmonar.

4.2. Parametros eletrocardiograficos (ECG)

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2005), tem se valorizado
técnicas nao invasivas para o diagnodstico de determinadas doencas sem a
necessidade de exames invasivos. No que diz respeito a hipertensdo pulmonar, é
importante enfatizar que a avaliagédo do paciente com o uso de metodologia n&o
invasiva satisfaz alguns aspectos, porém nao todos. Neste sentido, existe
consenso na literatura sobre o fato de que, tanto a definicdo do estado
hipertensivo como os critérios da resposta da circulacdo pulmonar a estimulos
vasodilatadores, sdo baseados estritamente em medidas hemodinamicas
invasivas.

Dessa forma, o eletrocardiograma, por exemplo, pode ser um método
auxiliar extremamente util no progndstico do tratamento de individuos portadores
de hipertens&o arterial pulmonar.

Recentes estudos em ratos e humanos tém demonstrado que doencgas que
levam ao aumento da presséo ventricular direita causam significativas alteragdes
nas propriedades elétricas do miocardio, as quais s&o detectadas pelo
eletrocardiograma convencional de 12-derivacdes (Costa et al. 2008; Henkens et
al. 2007; Henkens et al. 2008-B).

Os registros eletrocardiograficos realizados em ratos variam de acordo com
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o tipo de técnica de gravacgao utilizada, presenca ou auséncia de anestesia, tipo
de agente anestésico, posicdo do animal durante o registro, caracteristicas do
amplificador e velocidade e amplitude do registro. A idade, o peso, 0 sexo e a
forma de contencdo do animal sao fatores que também precisam ser considerados
para o registro e analise do eletrocardiograma de rato.

O rato apresenta eletrocardiograma de dificil interpretacdo patolégica em
face de sua peculiar morfologia e alta freqiéncia cardiaca, quando analisado
isoladamente, de forma nao seriada, ao longo de qualquer processo patoldgico
que pode acometer o coragdao. A orientagcdo anatdbmica do coragao do rato é
semelhante a do homem, ou seja, os ventriculos direito e esquerdo encontram-se
na posicao anterior e posterior do coragdo. Consequentemente, as forgas iniciais
de ativacao (despolarizantes) do musculo cardiaco deslocam-se da esquerda para
a direita do coracéao; entretanto, sdo de baixa amplitude e, dependendo da posicao
do coracgao, sdo responsaveis pela forma aguda da onda Q.

Por outro lado, o vetor de ativagdo do apice ventricular apresenta sentido da
direita para a esquerda e de cima para baixo, evidenciado pela maior amplitude da
onda R em todas as derivagdes, apresentando-se negativa em aVR. A ultima
regido do coragcdo do rato a ser ativada € a base do ventriculo esquerdo
representada pela presenca invariavel de uma onda S, de baixa amplitude, em
todas as derivagbes. A onda Q pode apresentar-se de forma rudimentar ou
ausente. Ocasionalmente, uma discreta onda Q é observada em aVL. A onda S,
por outro lado, é registrada em quase todas as derivagdes. A onda R é sempre
registrada invertida na derivacédo aVR. .

O eixo elétrico ventricular mostra-se na posicéo vertical, indicando que o
apice do coracgao esta proximo da linha média do esterno (entre +60° e +90°). Os
valores do eixo podem ser calculados tendo-se como referéncias o complexo QRS
e onda T, segundo orientagdo espacial do sistema hexaxial. Assim, tem-se
observado, em ratos normais, valores de +49.60° + 22.6° para a orientagao
espacial do vetor correspondente ao complexo QRS no plano frontal.

Em contraste com o modelo de repolarizacdo do ventriculo humano, o

processo de repolarizagdo dos ventriculos do rato apresenta um componente
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muito rapido, sendo que o pico da onda T ocorre imediatamente apds a onda R,
proporcionando falsa elevacdo do segmento S-T. Deve-se destacar que a o
segmento S-T curto ou mesmo ausente, se deve a repolarizagdo ventricular no
coracao do rato comecar antes mesmo que a despolarizagado ventricular tenha
terminado.

Quanto maiores os niveis pressoricos na circulagao arterial pulmonar, maior
a sensibilidade do eletrocardiograma na detecgado destes parametros (Henkens et
al. 2008-B). Pelo fato da existéncia de alteragcdes nas dimensbes das camaras
cardiacas produzidas pela HAP, decidimos determinar, também, os intervalos QT
e QTc para avaliagcao do risco de morte subita em funcao de provaveis alteragoes
na conducgao elétrica em ventriculos hipertréficos.

Com relagao a frequéncia cardiaca, os grupos CO e MT apresentaram ritmo
sinusal ndo diferindo entre si nos periodos estudados, apesar da tendéncia de
aumento no grupo MT (figura 2). Segundo Usui et al (2006), animais portadores
de HAP apresentaram aumento dos niveis plasmaticos de substancias excitatérias
da funcdo cardiaca, como noradrenalina e angiotensina Il, o que poderia ter
provocado efeito cronotrépico positivo nos animais do grupo MT, o que néo
ocorreu neste experimento. Acreditamos que tal fato possa ser consequente,
provavelmente, a alteragdo do numero ou a sensibilidade de receptores
adrenérgicos promovida pela HAP, o que justificaria os resultados observados nos

nossos animais tratados com monocrotalina (Velez-roa et al. 2004).
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Figura 2. Frequéncia Cardiaca dos ratos dos grupos controle (C), controle melatonina (CML),
monocrotalina (MT) e monocrotalina + melatonina (MTML). A HAP foi induzida por
administragdo de monocrotalina, dose Unica intraperitoneal (60mg/kg de peso corpoéreo) nos
grupos (C) e (MTML), sendo que os grupos (CML) e (MTML) receberam doses diarias de
melatonina (15 mg/kg de peso corpdreo) pelo periodo de 28 dias. Resultados expressos
como média * desvio padrao. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) C X CML, (b) C X
MT, (¢) MTML X MT, (ns) néo significativo; (n = 5).

De fato, ratos portadores de HAP induzida por monocrotalina podem
apresentar diminuigdo do numero de receptores alfa e beta adrenérgicos,
principalmente no ventriculo direito, reduzindo a resposta dos tecidos
cardiovasculares a substancias agonistas simpaticas (Leineweber et al. 2003;
Seyfarth et al. 2000).

Como vimos anteriormente, a reducdao da reatividade vascular a
noradrenalina dos ratos do grupo MT suporta nossa hipétese, estando em acordo
com os autores que verificaram que a exposicdo prolongada dos receptores
cardiovasculares a a altas concentragdes deste neurotransmissor ocasionou down
regulation desses receptores, neste mesmo modelo experimental (Oriowo et al.
2003; Dhein et al. 2002; Shubat et al. 1989). Pretendemos testar essa hipotese em
estudos subsequentes.

No sistema nervoso central, a melatonina pode ligar-se e ativar receptores
GABA-érgicos (Wang et al. 2003) juntamente com sua capacidade de reduzir a

carga oxidativa, atuando na sinalizagdo do NO, participando na regulagdo do
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tébnus simpatico.

Quanto aos animais dos grupos tratados com melatonina (CML e MTML),
seu efeito reduziu significativamente a frequéncia cardiaca devido, provavelmente,
a reducao da atividade simpatica promovida por essa indolamina.

Nossos resultados estdo de acordo com Nishiyama et al. 2001 e Ray C.A. (2003).

Dentre os parametros eletrocardiograficos registrados pelo ECG, aqueles
que se mostram mais sensiveis as variagoes cardiovasculares induzidas pela HAP
sao: onda P pulmonale (apiculada maior amplitude em DII), duragdo do complexo
QRS, eixo elétrico ventricular.

Os resultados da amplitude da onda P do ECG encontram-se na figura 3.
Observou-se aumento significativo da onda P no grupo MT em relagdo ao
controle. De fato, um dos sinais clinicos para diagnéstico da HAP é a presenca da
onda P apiculada em consequéncia da sobrecarga do lado direito do coracéao e,
dessa forma, do &trio direito.

Assim, nossos resultados corroboram com dados da literatura onde foram
observados aumento da amplitude da onda P em DIl em individuos portadores de
HAP. Henkens et al (2008-A; 2008-B) e Ivo et al (2008) destacam ainda, a
importancia da analise eletrocardiografica da onda P para o progndstico do
tratamento de pacientes portadores de hipertenséo arterial pulmonar (Karliner et al

1985), como parametro para analise da eficacia terapéutica.
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Figura 3. Amplitude da onda P dos ratos dos grupos controle (C), controle melatonina (CML),
monocrotalina (MT) e monocrotalina + melatonina (MTML). A HAP foi induzida por administragéo de
monocrotalina, dose Unica intraperitoneal (60mg/kg de peso corpoéreo) nos grupos (C) e (MTML), sendo
que os grupos (CML) e (MTML) receberam doses diarias de melatonina (15 mg/kg de peso corporeo)
durante 28 dias. Resultados expressos como média + desvio padrdo. ANOVA seguida de Tukey;
(p <0,05): (a) C X CML, (b) C X MT, (c) MTML X MT, (ns) nao significativo; (n = 5).
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provavelmente, a redugao da hipertrofia ventricular direita e, consequentemente,
da sobrecarga imposta por essa doenga ao atrio e ventriculo direito.

De fato, os dados referentes, a duragdo do complexo QRS (Figura 4.) e do
eixo elétrico ventricular (Figura 5.) confirmaram nossa proposi¢ao em relagao a
amplitude da onda P, como veremos a seguir.

Com relagao a ativagcao elétrica ventricular, os resultados mostraram um
aumento da duracdo do complexo QRS nos ratos com HAP, ao final do periodo
experimental (Figura 4) devido, provavelmente, ao aumento da espessura do
ventriculo direito dos animais portadores de HAP. Nossos resultados s&o
corroborados por Henkens et al. (2007), os quais ponderaram que alteragdes na
magnitude do QRS podem ser explicadas pelo aumento da contribuicdo do
ventriculo direito para a atividade despolarizante ventricular.

Por outro lado, a melatonina preveniu o0 aumento da duragdo do complexo
QRS, atenuando as alteracbes no miocardio induzidas pela hipertensao arterial

pulmonar (Figura 4).
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Figura 4. Intervalo QRS dos ratos dos grupos controle (C), controle melatonina (CML),
monocrotalina (MT) e monocrotalina + melatonina (MTML). A HAP foi induzida por
administragdo de monocrotalina, dose Unica intraperitoneal (60mg/kg de peso corpdéreo) nos
grupos (C) e (MTML), sendo que os grupos (CML) e (MTML) receberam doses diarias de
melatonina (15 mg/kg de peso corpdreo) durante o periodo de 30 dias. Resultados
expressos como média + desvio padrdo. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) C X
CML, (b) C X MT, (¢) MTML X MT, (ns) n&o significativo; (n = 5).
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A determinagdo do eixo elétrico médio ventricular (SAQRS) nos permitiu
verificar o grau da provavel hipertrofia ventricular nos grupos experimentais
(Figura 5). Assim, observamos desvio do eixo para a direita nos animais
portadores de HAP resultante do provavel aumento da massa ventricular direita.

Nossos resultados estdo de acordo com autores que também verificaram
desvio do eixo elétrico ventricular para a direita em pacientes (Bossone et al.
2003; Folino et al. 2003) e em ratos (Henkens et al. 2007; 2008-A; 2008-B)
portadores de hipertensao arterial pulmonar.

Por outro lado, o tratamento com melatonina reduziu o desvio do eixo
elétrico para a direita, mantendo-o proximo dos valores encontrados para o grupo
controle, sugerindo preservagcdo das dimensdes do ventriculo direito no grupo
MTML.
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Figura 5. Eixo Elétrico Ventricular (SAQRS) no plano frontal dos ratos dos grupos controle (CO);
controle melatonina (CML); portadores de HAP apdés a administragdo de monocrotalina (MT) e
portadores de HAP apds a administragdo de monocrotalina tratados com melatonina (MTML).
Resultados expressos como média + desvio padrao. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05):
(a) C X CML, (b) C X MT, (¢) MTML X MT, (ns) nao significativo; (n = 5).

O atraso na conducao intraventricular verificada pelo aumento da duracao
do complexo QRS, em consequéncia da provavel hipertrofia do ventriculo direito,

nos animais com HAP pode acarretar arritmias ventriculares importantes. Com
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esse proposito, avaliamos o intervalo QT do eletrocardiograma, bem como o
ajuste desse intervalo em func¢ao da frequéncia cardiaca (QTc).

Os resultados do intervalo QT encontram-se na Figura 6. Observamos
significativo aumento do intervalo QT nos animais do grupo MT, em relacéo ao
grupo CO, predispondo esses animais a morte subita decorrente de arritmia
ventricular. De fato, Satoh et al. (2004), atribuiram a hipertensdo pulmonar as
alteracdes cardiacas responsaveis pelo 6bito de uma paciente.

Embora ndo tenha sido possivel explicar neste estudo o mecanismo pelo
qual a hipertensao arterial pulmonar promoveu prolongamento do intervalo QT,
acreditamos que o aumento tenha sido causado por prejuizo na repolarizagao do
potencial de acao ventricular. Nossos resultados e proposi¢cao sao corroborados
por Uchino et al. (2008), os quais também encontraram prolongamento do
intervalo QT em ratos tratados com monocrotalina e sugeriram a hipotese de
alteragbes no funcionamento de canais voltagem-dependentes responsaveis pelo
influxo de sddio e de canais transitorios de potassio pelos quais ocorre o efluxo
desse ion.

Por outro lado, a melatonina reduziu significativamente o aumento do
intervalo QT dos animais tratados com monocrotalina, em concordancia com os
demais parametros eletrocardiograficos observados neste experimento.

Assim, a melatonina proporcionou nos animais tratados com monocrotalina
menor desvio do eixo para a direita em consequéncia, provavelmente, do menor
grau de hipertrofia ventricular direita o que acarretou em redugao do intervalo QT
e, consequentemente, na prevencado do risco de morte subita decorrente das

alteracdes cardiacas desencadeadas pela hipertensao arterial pulmonar.
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Figura 6. Intervalo QT dos ratos dos grupos controle (C), controle melatonina (CML),
monocrotalina (MT) e monocrotalina + melatonina (MTML). A HAP foi induzida por
administracdo de monocrotalina, dose uUnica intraperitoneal (60mg/kg de peso corpdéreo)
nos grupos (C) e (MTML), sendo que os grupos (CML) e (MTML) receberam doses
diarias de melatonina (15 mg/kg de peso corporeo) pelo periodo de 28 dias. Resultados
expressos como média + desvio padrao. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) C X
CML, (b) C X MT, (¢) MTML X MT, (ns) ndo significativo; (n = 5).

4.3. Pressao arterial média.

O termo pressado arterial média refere-se a pressdo média entre as
pressdes sistdlica e diastdlica, em relagdo ao tempo do ciclo cardiaco. Dessa
forma, a pressao diastélica exerce papel preponderante na determinacdo da
pressdo arterial média, em relacdo a pressao sistolica, pelo fato coracao
permanecer em diastole durante maior parte do ciclo.

Como pode ser visto na figura 7, a monocrotalina reduziu
significativamente a pressao arterial média no grupo MT, em relagao ao grupo CO,
enquanto que a melatonina reduziu a presséo arterial média no grupo controle
(CML) e restabeleceu niveis pressoricos normais nos animais tratados com
monocrotalina (MTML). Nossos resultados estdao de acordo com Hayashi et al

(1988) e Chen et al (2001), os quais também verificaram reducdo da pressao
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arterial média sem alteracdes significativas nas pressodes sistdlica e diastélica em
ratos portadores de hipertensdo arterial pulmonar induzida por monocrotalina.
Segundo esses autores, dos diversos mecanismos propostos para se explicar a
reducdo da pressao arterial média em animais portadores de hipertensao arterial
pulmonar, parte dessa resposta pode ser atribuida a diminui¢do da degradagao da
prostaglandina PGE; nos pulmdes lesados pela monocrotalina, o que provocaria
uma resposta vasodilatadora periférica. Ainda, postula-se a possibilidade de
ocorrer, nesse modelo experimental, alteragdes na atividade pulmonar da Enzima
Conversora de Angiotensina reduzindo, dessa forma, a produgcéo de Angiotensina

I, substancia de grande atividade vasoconstritora.
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Figura 7. Pressao arterial Média dos animais dos grupos controle (CO); grupo controle
tratado com melatonina (CML); grupo tratado com monocrotalina (MT); grupo tratado com
monocrotalina + melatonina (MTML), ao final do periodo experimental. Resultados
expressos como média + desvio padrao; p < 0,05 para: (a) CO X CML; (b) CO X MT; (c)
MT X MTML; (ns) n&o significativo; n = 4.
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Por outro lado, em outro experimento com ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) tratados com melatonina, a redu¢do da pressdo sanguinea e a
frequéncia cardiaca estavam associadas a vasodilatacao dependente de endotélio
e aumento da sensibilidade para o inibidor da enzima o6xido nitrico sintase
(Girouard et al. 2001) sugerindo melhora na sinalizagdo do 6xido nitrico. Esta
hipotese foi apoiada pela observagédo do aumento dos niveis de calcio citossdlico
em células endoteliais (Pogan et al. 2002), os quais podem resultar num aumento
na produgédo de oOxido nitrico via aumento da atividade da enzima éxido nitrico
sintase, aumentando niveis de GMP ciclico e diminuigao do calcio intracelular nas
células do musculo liso com subsequente vasodilatacdo (Anwar et al. 2001).
Interessantemente, o antioxidante N-acetilcisteina reduziu a pressao sanguinea,
frequéncia cardiaca, concentracdo de catecolaminas e a expressao de [3-
adrenoceptores (ambos enfraquecidos em SHR) em niveis similares a da
melatonina (Girouard et al. 2003). Além disso, a diminuigdo da pressao sanguinea
e aumento do barorreflexo em SHR estdo correlacionados com a melhora da
capacidade antioxidante ap6s a administragdo de melatonina em longo prazo
(Girouard et al. 2004) sugerindo uma associagao das propriedades antioxidantes
da melatonina com sua capacidade de diminuir o tdnus simpatico.

Tendo em vista os resultados obtidos neste experimento, acreditamos que a
melatonina possa ter atenuado as alteracbes cardiovasculares e pulmonares
induzidas pela monocrotalina devido, provavelmente, a sua agao antioxidante. Tal
fato pode ter proporcionado recuperagdo da funcdo pulmonar na sintese e
degradagao de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras essenciais para a
manutengdo do ténus vascular e, assim, restabelecer valor da pressao arterial
média semelhante aquele verificado nos animais controle, preservando, assim, a

perfusao tecidual.
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4.4 Histologia Cardiaca

A Figura 8 apresenta fotomicrografia de corte transversal de artéria
cardiaca de ratos dos grupos controle e do grupo controle melatonina. Observam-
se tunica média, camada adventicia e Ilumem vascular, com dimensodes
semelhantes entre os grupos.

Por outro lado, na Figura 9, a fotomicrografia de corte transversal da artéria
cardiaca de ratos do grupo portadores de HAP (MT) apresentam aumento da
espessura da tunica média e diminuicdo do lumem vascular, indicando processo
hipertréfico. Ja o grupo de animais portadores de HAP tratado com melatonina
(MTML), apresentou redugdo no espessamento da tunica média, assim como
aumento do lumem vascular em relagado ao grupo de animais portadores de HAP.

Essa hipertrofia observada em nossos animais pode ter contribuido para o
aumento da duragdo do complexo QRS, desviando o eixo elétrico ventricular para
a direita e colaborando para o prolongamento do intervalo QT nos animais
tratados com monocrotalina. Tais resultados indicam alteragcdes da atividade
elétrica cardiaca, as quais podem estar associadas a provaveis disfungdes
contrateis. De fato, Xiaowei e David (2008), observaram que o quadro hipertrofico
consequente a HAP induzida por monocrotalina acarretou disfungao endotelial em
artérias coronarias induzindo remodelamento vascular e isquemia cardiaca.
Assim, a vasoconstricdo coronariana, observado no grupo MT, pode ter
colaborado para o comprometimento da ativacdo elétrica ventricular desses
animais e, provavelmente, alterado a fungao contratil.

E importante notar que a hipertrofia cardiaca induzida por monocrotalina
nao implica em aumento da forca de contragdo do coracdo, a qual seria
necessaria para manter a funcado cardiaca devido provavelmente, a reducido da
densidade de receptores adrenérgicos no modelo de hipertensdo pulmonar
induzida por monocrotalina (Leineweber et al. 2002; Leineweber et al. 2003).

O tratamento com melatonina, por outro lado, preveniu tal comportamento
vascular indesejado pela monocrotalina garantindo, assim, a oxigenagado do
musculo cardiaco preservando-o de provaveis alteragcbes decorrentes de

processos isquémicos (Tabela 2).
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Grupos Artéria coronaria Artéria coronaria
Area tunica média em pm® Area lamen vascular em pm”
Controle 56.594 48.622.3
(C)
Controle melatonina (CML) 52.741 (ns) 44.812 (ns)
Monocrotalina 17.677 (*) 19.885 (¥)
(MT)
Monocrotalina+Melatonina 51.877 (%) 50.882 (¥)
(MTML)

Tabela 2. Mensuragédo da artéria coronaria dos ratos dos grupos controle (CO), portadores de HAP (MT),
controle melatonina (CML) e portadores de HAP tratados com melatonina (MTML) ao final do periodo
experimental (28 dias). A HAP foi induzida por administragdo de monocrotalina, dose Unica e subcutanea
(60mg/Kg). Valores expressos como média + desvio padrdo da média. Andlise de variancia (ANOVA) seguida de
teste de Tukey; (p<0,05 (*) e (ns) nao significativo: CO x CML (ns); C X MT (*) e MT x MTML (*); (n = 6).




Figura 8. Fotomicrografia de artéria cardiaca de ratos dos grupos controle (CO) (A) e
do grupo controle melatonina (CML) (B). Observam-se nucleos integros dispostos

perifericamente; tunica média e camada adventicia sem espessamento. HE. objetiva

40 X.
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Figura 9. Fotomicrografia de artéria cardiaca de ratos dos grupos monocrotalina (MT)
e monocrotalina+tmelatonina  (MTML) portadores de HAP. Observam-se
espessamento da adventicia, diminuicdo do lumem vascular com obliteragdo e
infiltragdes leucocitarias (MT) nucleos integros dispostos perifericamente e limem
vascular integro (MTML). HE. Objetiva 40 X.
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4.5. Histologia Pulmonar

Os resultados da histologia dos pulmdes (Figura 10) mostraram que o
grupo MTML em relagdo ao MT, apresentou aumento significativo da area interna
bem como reducdo da espessura da tunica média de artérias pré-acinares do
parénquima pulmonar, evidenciando significativa redugcédo da resisténcia vascular
nos pulmdes, contribuindo para melhorar os processos de troca de gases entre
capilares e alvéolos pulmonares (Tabela 3).

De fato, aumento significativo da area alveolar observado no grupo MTML
em relacdo ao MT, identifica maior capacidade de realizar a hematose, fato este
que se apresenta reduzido no grupo MT, o qual apresenta maior proporgao de
tecido extra-alveolar em detrimento da area alveolar, caracterizando o quadro de

HAP induzida por monocrotalina (Figura 11).

Grupos Artéria pré-acinar Artéria pré-acinar
Area tanica média em pm? Area luimen vascular em pm?
Controle 51.246.5 21.432.3
©)
Controle melatonina 33.135.5 (*) 20.686 (ns)
(CML)
Monocrotalina 79.174 (*) 13.360 (*)
(MT)
Monocrotalina+Melatonina 42.264 () 25.370 (%)
(MTML)

Tabela 3. Medidas da artéria pré-acinar pulmonar dos ratos dos grupos controle (CO), portadores de HAP
(MT), controle melatonina (CML) e portadores de HAP tratados com melatonina (MTML) ao final do periodo
experimental (28 dias). A HAP foi induzida por administragdo de monocrotalina, dose Unica e subcutanea
(60mg/Kg). Valores expressos como média + desvio padrdo da média. Analise de variancia (ANOVA) seguida
de teste de Tukey; (p<0,05 (*) e (ns) ndo siginificativo: CO x CML; C X MT e MT x MTML; (n = 6).
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Figura 10. Fotomicrografia de artéria pulmonar (A) grupo controle apresenta artéria com area
interna de 18.284 um2, nucleos celulares normais, espessura da tunica média integra; (B)
grupo monocrotalina (60 mg/Kg de peso corpdreo), apresenta artéria espessamento da tunica
média com area interna de 11.216 pm2 , hipertrofia celular (setas) e diminuicdo do lumen
vascular; (C) grupo controle melatonina apresenta artéria com area interna de 58.534 pm2
tunica média integra, preservacado do lumen vascular; (D) grupo monocrotalina+melatonina
(60 mg/Kg de peso corpéreo, dose unica) + (15 mg/Kg de peso corpdreo, dose diaria/28
dias), apresenta artéria com area interna de 24.509 pmz, diminuicdo do espessamento da
tunica média e aumento do didmetro do lumen vascular; H.E. objetiva 40x
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Figura 11. Fotomicrografia do parénquima pulmonar (A) grupo controle (CO) apresenta
area alveolar de 501.453 umz, ducto alveolar, tecido extra-alveolar e alvéolos integros;
(B) grupo monocrotalina (MT) (60 mg/Kg de peso corporeo), apresenta area alveolar de
424.199 pmz, espessamento do tecido alveolar, hipertrofia nuclear, infiltragado leucocitaria;
(C) grupo controle melatonina (CML) apresenta area alveolar de 938.940 pmz, tecido
alveolar integro; (D) grupo monocrotalina+tmelatonina (MTML) (60 mg/Kg de peso
corpoéreo, dose unica) + (15 mg/Kg de peso corpéreo, dose diaria/28 dias) , apresenta
area alveolar de 625.354 |Jm2 diminuicdo do espessamento do parénquima e aumento do
didmetro do lumen vascular; H.E. objetiva 20x
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5. Conclusao

O tratamento com melatonina:

a) reduziu significativamente a vasoconstricdo de anéis da artéria pulmonar de
ratos portadores de HAP;

b) reduziu as alteragdes eletrocardiograficas de ratos portadores de HAP,
diminuindo o alargamento do complexo QRS e o prolongamento do
intervalo QT e, consequentemente, o risco de morte subita;

c) preveniu a reducao da pressao arterial média dos ratos portadores de HAP,
preservando a perfusao tecidual;

d) preveniu a reducdo da area alveolar e, do lumem vascular de artérias
coronarias e pré-acinares pulmonares de animais portadores de HAP,
preservando as trocas gasosas pulmonares e a irrigagao cardiaca.
Concluindo, o tratamento com melatonina preveniu as alteracbes

cardiovasculares e pulmonares consequentes a hipertensao arterial pulmonar.
Novos estudos se fazem necessarios para esclarecer os mecanismos de

acao da melatonina neste modelo experimental.

6. Perspectivas
Hipotese de agcao geral da melatonina

As células apresentam defesas antioxidantes enzimaticas e nao
enzimaticas. Dentre as defesas enzimaticas destacam-se as enzimas catalase
(CAT), a superoxido dismutase (SOD), a glutationa redutase (GRd) e o conjunto
das glutationas S-transferases (GSTs). As glutationas S-transferases, embora nao
atuem diretamente contra os radicais livres, sdo importantes na defesa celular,
pois estdo associadas a biotransformagdo de xenobidticos, como herbicidas,
inseticidas e agentes carcinogénicos.

A melatonina € capaz de atuar na regulagdo da expressdo génica das
seguintes enzimas ativando-as: superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GRd), glicose-6-fosfato desidrogenase (G-
6PDH) (TAN et al., 2000-2002; REITER et al., 2000b-2001b-2002; BAYDAS et al.,

2002). Essa molécula também pode inibir enzimas pré oxidantes como 6xido
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nitrico sintase (NOS), lipoxigenases (5-LPO) e ciclooxigenase (COX) (PAPPOLLA
etal., 2001; REITER et al., 2001b).

Assim, pretendemos, futuramente, avaliar as propriedades antioxidantes da
melatonina analisando as enzimas antioxidantes bem como o seu provavel efeito

anti-apoptético neste modelo experimental.
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