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Abstract

Pulmonary Arterial Hypertension (PAH) is a disease characterized by increased
pulmonary vascular resistance, higher pulmonary artery pressure and right ventricular
hypertrophy of the heart and impairs alveolar gas exchange and cardiac function.
Furthermore, melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) is a hormone produced primarily by
the pineal gland, which decreases the tone of vascular smooth muscle promoting a reduction
in peripheral resistance, as well as cardioprotective effect due to its antioxidant action. The
objective of this study was to evaluate the probable cardioprotective effect of melatonin in
rats with PAH.

PAH was induced by administration of a single dose of monocrotaline (60mg/kg ip) on
the 1st day of the experimental period. After 15 days, the time needed to install the HAP
melatonin (10mg/kg i.p.) was administered daily further 13 days. The animals were divided
into four experimental groups (n = 5): CO (control); MEL (control melatonin); MCT
(monocrotaline); MCT + MEL (monocrotaline + melatonin). At the end of the experimental
period (28 days), the animals were anesthetized (100mg/kg ketamine + xylazine 7mg/kg
weight i.m.) to determine the ECG parameters and Heart Rate Variability (HRV). The animals
were subsequently euthanized by deep anesthesia, give the hearts were resected to
determine the cardiac biomarkers, antioxidant enzymes in cardiac tissue, hemodynamic
parameters and the histological analysis of the coronary arteries were from the right ventricle.
The ECG results showed that melatonin, in PAH rats, reduced changes in heart rate, atrial
and ventricular depolarization, as well as in parameters indicative of risk of sudden death.
Moreover, melatonin reduced the right ventricular hypertrophy, prevented the increase in
medial thickness of the coronary arteries, increasing the activity of antioxidant enzymes in the
heart of PAH animals, which may have contributed to the absence of ECG events indicative
of myocardial ischemia, as observed in the MCT group. Regarding hemodynamic aspects
melatonin prevented the reduction in mean arterial pressure, systolic pressure and left
ventricular relaxation rate, thereby improving systolic and diastolic function in the animals
studied. In conclusion, melatonin exerted a protective effect against heart changes resulted
from monocrotaline-induced pulmonary hypertension.

Keywords: Melatonin, PAH, monocrotaline, electrocardiogram, wistar rats.
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Resumo

A Hipertensao Arterial Pulmonar (HAP) é uma patologia caracterizada pelo aumento
da resisténcia dos vasos pulmonares, aumento da pressao arterial pulmonar e hipertrofia do
ventriculo direito do coracado, prejudicando as trocas gasosas alveolares e a funcao
cardiaca. Por outro lado, a melatonina (N-Acetil-5-metoxitriptamina), horménio produzido
principalmente pela glandula pineal, diminui o ténus do musculo liso vascular promovendo
reducdo da resisténcia periférica, assim como efeito cardioprotetor devido a sua acédo
antioxidante. O objetivo deste trabalho foi avaliar o provavel efeito cardioprotetor da
melatonina em ratos portadores de HAP.

A HAP foi induzida pela administracdo de dose unica de monocrotalina (60mg/kg ip)
no primeiro dia do periodo experimental. Apds os primeiros 15 dias, tempo necessério a
instalagcdo da HAP, melatonina (10mg/kg ip) foi administrada diariamente, durante 13 dias.
Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais (n=5): CO (controle); MEL
(controle melatonina); MCT (monocrotalina); MCT+MEL (monocrotalina+melatonina). Ao final
do periodo experimental de 28 dias, os animais foram anestesiados (ketamina 100mg/kg +
xilazina 7mg/kg de peso i.m) para a determinacdo de parametros eletrocardiograficos e da
Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC). Posteriormente, foram submetidos a eutanasia,
por aprofundamento anestésico, obtendo-se o0 coracdo para a determinagdo de
biomarcadores cardiacos, enzimas antioxidantes do tecido cardiaco, parametros
hemodinamicos e andlise histolégica das artérias coronarias do ventriculo direito. Os
resultados do ECG mostraram que a melatonina, nos animais portadores de HAP, minimizou
as alteragdes na frequéncia cardiaca, na despolarizacao atrial e ventricular, assim como nos
parametros indicativos de risco de morte subita. Aléem disso, melatonina reduziu a hipertrofia
ventricular direita, preveniu o aumento da espessura da camada média das artérias
coronarias e aumentou a atividade das enzimas antioxidantes do coracdo dos animais
portadores de HAP, o que pode ter contribuido para a auséncia dos eventos do ECG
indicativos de isquemia miocardica, como observados no grupo MCT. Quanto aos aspectos
hemodinamicos, melatonina preveniu a reducdo da pressao arterial média, da pressao
sistdlica e do indice de relaxamento ventricular melhorando, assim, a funcao sistélica e
diastélica dos animais estudados. Em conclusao, melatonina exerceu efeito protetor contra
as alteragbes cardiacas decorrentes da hipertensdo arterial pulmonar induzida pela

monocrotalina.

X



Palavras-chave: Melatonina, hipertenséo arterial pulmonar, monocrotalina,
eletrocardiografia, ratos Wistar.
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I. INTRODUCAO
l.a. Hipertensao Arterial Pulmonar.

Hipertensao arterial pulmonar (HAP) € uma doenga progressiva do sistema vascular
dos pulmdes que afeta, primariamente, as arteriolas pulmonares. A combinagéo de fatores
como disfuncéo endotelial, vasoconstrigdo arteriolar pulmonar, proliferagdo e remodelamento
do endotélio e das células do musculo liso endotelial e trombose induzem a contracao
progressiva dos vasos sanguineos. Tal fato resulta em aumento da pressao arterial
pulmonar consequente ao aumento progressivo da resisténcia vascular ao fluxo sanguineo.
Segundo 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 causas diversas. De acordo com o V Simpdsio Mundial sobre Hipertensao
Pulmonar, realizado em Nice, Franca (2013), HAP pode ser originada por diferentes fatores,
sendo classificada como idiopatica (HAPI, causada por razées desconhecidas), hereditaria
ou associada a outras doencgas, tais como lesdes de tecidos conectivos, infecgdo por HIV,
hipertensao portal, anemia falciforme, doenga cardiaca congénita e de origem genética. No
caso da HAP por pré-disposicdo genética, verifica-se mutacdo no gene BMPR2 (Bone
Morphogenetic protein receptor 2), o qual, em condicées normais, estimula receptores TGFf
responsaveis pelo controle da proliferagdo, diferenciacdo e apoptose celular, tanto no
periodo embrionario quanto na maturacéo dos tecidos ja formados. Dessa forma, a mutacéo
deste gene favorece o efeito pro-apoptético das células do endotélio pulmonar, aumentando
o risco do desenvolvimento da HAP (Ghofrani et al., 2009 e Said et al., 2006, Barreto et al.,
2005).

Além disso, HAP tem sido relacionada com a exposicdo a farmacos e toxinas,
especialmente anorexigenos como a fenfluramina e dexfenfluramina (Hunsinger e Wright,
1990; Etienne et al., 2011), assim como aos efeitos téxicos do éleo de colza (Canadian Oil

Lower Acid, CANOLA) para fins n&o alimentares (Fonseca, 2009).
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Paulin e Michelakis (2014) propéem, ainda, que a HAP pode ser consequente a uma
anormalidade mitocondrial generalizada, a qual afeta diverso tecida, incluindo as células
vasculares pulmonares, justificando o envolvimento de muitos érgdos nesta doenca. Os
autores acreditam que a mitocondria pode integrar um tipo de sinalizacdo anormal de causas
diversas resultando no fendtipo celular caracteristico da HAP conhecido atualmente,
facilitando os esforcos para a descoberta de novas terapias. Assim, concentrando os
estudos para a correcdo das anormalidades mitocondriais poder-se-ia corrigir as
consequéncias da HAP atacando a causa primaria, simultaneamente, em todos os 6érgaos
afetados.

Segundo Yen-Chun et al., (2014), as primeiras evidéncias da HAP incluem sinais
clinicos classicos, tais como fadiga, letargia, dispnéia e sincope ao esforco.
Frequentemente, o componente do fechamento da valva pulmonar na geracao do 2° ruido
cardiaco esta associado com o murmurio provocado pela regurgitacdo da valva tricuspide.
Dentre os diversos métodos utilizados para o diagnético da HAP, o eletrocardiograma (ECG)
podera registrar alteragcdes na frequéncia cardiaca, bem como no parametro indicativo de
hipertrofia ventricular direita, método que foi utilizado neste trabalho de tese.

Os sintomas da HAP, tais como dispneia ao esforco fisico, retencdo hidrica com
edema nas extremidades inferiores do corpo e sincope esta quase que inteiramente
relacionados ao declinio progressivo da funcao ventricular direita causado pelo continuo
aumento na pos-carga para um ponto onde o lado direito do coragdo iniciaria o seu
relaxamento (propriedade lusitropica), mas falha em realizar essa fungdo pelo fato do
ventriculo direito encontrar-se incapacitado de atender ao crescente aumento progressivo da
pdés-carga (Yen-Chun et al., (2014).

O ventriculo direito, em relacdo ao ventriculo esquerdo, é uma estrutura de paredes

finas que bombeia o0 sangue sob-baixa pressao através de um sistema vascular pulmonar, o
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qual é caracterizado por um alto fluxo. A troca rapida de di6xido de carbono e de oxigénio
entre as hemacias e o ar alveolar, durante 1 segundo, requer uma camada muito fina de
sangue exposto a uma grande superficie de ar. Isto é realizado pelo alvéolo, unidade de
troca gasosa, que € composto por uma fina camada de células epiteliais alveolares, no lado
do ar atmosférico, e outra fina camada de células endoteliais no lado do capilar pulmonar. O
débito cardiaco, 4 a 6 litros de sangue bombeado por minuto pelo coracao, deve se espalhar
por toda a superficie de troca gasosa, equivalente a uma quadra de ténis de 70m?, para que
a troca seja eficiente. Tal fato requer um fluxo muito rapido e sob-baixa presséao, evitando
lesbes alveolares e edema pulmonar. Por essa razao, o ventriculo direito esta apto a receber
um grande volume de sangue (pré-carga) e bombear esse volume contra uma baixa
resisténcia vascular (baixa pds-carga).

Pacientes com alto risco de morte sdo aqueles que apresentam progressiva doenca
cardiaca direita, elevada pressao atrial direita, baixa pressao parcial de oxigénio no sangue
e episédios de hipoperfusdo com dor pré-cordial ou sincope (perda subita da consciéncia).
Morte subita podera ocorrer consequente a uma insuficiéncia da fungédo ventricular direita
acarretando, consequentemente, em prejuizo do enchimento do ventriculo esquerdo,
resultando em reducao do fluxo de sangue cerebral seguida de assistolia cardiaca (Yen-
Chun et al., 2014),

Portanto, a HAP imp6e mudancas compensatorias no lado direito do coracao, 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).

Essas alteracdes cardiovasculares podem repercutir nos valores da pressao arterial

sistémica. Assim, Werchan et al., 1989, ndo observaram alteragdes significativas em animais
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portadores dessa doenca. Entretanto, Lamberts et al., (2007), demonstraram um aumento da
presséo diastdlica ventricular esquerda de ratos com HAP, como resultado do aumento do
volume do ventriculo direito. Ishikawa et al., (1995), Seyfarth et al., (2000), Chen et al.,
(2001) e Ahmed et al., (2014), verificaram reducao da presséo arterial média nesse modelo
experimental.

De uma forma geral, pacientes com HAP apresentam disfuncdo endotelial pulmonar,
caracterizada pela diminuicdo da expressao da NO-sintase endotelial (eNOS), enzima
presente nas células endoteliais com consequénte diminuicdo da sintese e liberacdo de
oxido nitrico (NO) pelo endotélio dos vasos pulmonares (Hongo et al., 2005, McLaughlin e
McGoon, 2006). O NO, descrito inicialmente por Furchgott e Zawadski (1980) como fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDFR), é a principal substancia vasodilatadora
endotelial.

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
disfuncao pulmonar. Esse fato implica numa resposta fisiol6gica vasoconstritora para ajustar
o fluxo sanguineo pulmonar para as areas de baixa ventilagdo devido a liberacao 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).

Por mais de trés décadas, dois modelos animais tém sido utilizados para a
investigacao da hipertensao arterial pulmonar: exposi¢ao a hipdxia cronica e lesdo pulmonar
induzida por monocrotalina (MCT) (Stenmark et al., 2009 e Gomez-Arroyo et al., 2011). O
modelo animal MCT continua a ser frequentemente investigado, principalmente por oferecer

facilidade técnica, reprodutibilidade e baixo custo comparado com outros modelos de HAP.
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As mudancas funcionais induzidas pela HAP no sistema cardiopulmonar do rato
ocorrem semelhantes 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 alcal6ide, 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).

Segundo Bruner et al., (1983) e Taylor et al., (1997), apds sua administracao, a MCT
é biotransformada pelo figado em monocrotalina pyrrole (MCTP), sua forma ativa, exercendo
sua toxicidade, principalmente, nos sistemas cardiovascular e respiratorio 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.
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Figura 1. Estrutura quimica da monocrotaline, obtida da Crotalaria
spectabilis — SP — Fabaceae — Martinez, S. T.; Dos Santos, A. P.; Pinto, A. C.
(Rev. Virtual Quim. Vol 5 ; 2:300-311. 2013)

O efeito téxico da MCT no rato é caracterizado por edema pulmonar, acumulo de
liquido no pericardio e consequente fibrose cardiaca e pulmonar. Além disso, este modelo
experimental também apresenta aumento dos niveis plasmaticos de angiotensina I,
substancia que promove hipertrofia cardiaca pelo aumento do contetdo de colageno no
coracéo (Lamberts et al., 2007; Brown et al.,, 1998; Lourenco et al.,, 2006) e vasoconstricdo
periférica aumentando, consequentemente, a pressao arterial sistémica.

Ainda, animais portadores de HAP induzida pela MCT, também apresentam
inflamacao pulmonar, reduzindo a capacidade dos pulmdes, juntamente com os rins, de
eliminarem a endotelina-1 em excesso no sangue e pulmdes, fato que aumenta ainda mais a
concentracdo dessa substancia altamente vasoconstritora (Miyauchi et al., 1993 e Barreto et
al., 2005).

Dessa forma, o controle do tobnus vascular € um importante fator na prevencao ou
tratamento de doengas cardiacas, sendo que o endotélio participa de forma direta nessa
regulacao, exercendo fung¢des autdcrinas, paracrinas e endocrinas (Vogel, 1999). O conjunto

de respostas vasodilatadoras e vasoconstritoras endoteliais a estimulos fisicos e
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farmacolégicos denomina-se reatividade vascular (Luz et al., 2003, Lee et al., 2009), fato
que também foi objeto de estudo de trabalhos anteriores.

Além disso, a atividade do sistema nervoso autbnomo influencia diretamente o tonus
vascular. Segundo Velez Roa et al., (2004), a HAP tem relacao direta com o aumento da
atividade do sistema nervoso autdnomo simpatico, sendo parcialmente mediada pelo reflexo
quimiorreceptor devido a reducao da concentracao de oxigénio no sangue. Dessa forma, Yi
et al., (2014), verificou reducdo dos valores relativos ao calculo da Variabilidade da
Frequéncia Cardiaca em individuos portadores de HAP, concluindo que essa metodologia
pode ser Gtil como método nado invasivo suplementar para o diagnéstico da disfuncao
autondmica, bem como do alto risco de arritmia ventricular, em pacientes acometidos por
essa doencga.

l.b. Melatonina

A melatonina, um horménio produzido pela glandula pineal, é biosintetizada
predominantemente durante a noite, sendo que a luz tem efeito inibitério na sua secrecao
(Wurtman et al,, 1964, Dominguez-Rodriguez et al., 2012). A liberacdo de melatonina é
sincronizada com o ciclo claro-escuro por um caminho multissinaptico. 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, Dominguez-Rodriguez et al.,
2012). Neurénios GABA-érgicos sa@o projetados a partir do SCN e do nucleo paraventricular
(PVN) inibindo a saida constante de excitagdo para o nucleo intermediolateral simpatico
(Kalsbeek et al., 2000). A estimulacdo simpatica do nucleo intermediolateral, apés
interpolacdo do géanglio superior cervical, é 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 ligacao de receptores pineais 1 e a1-adrenérgicos

(Klein et al., 1983, Reiter 1991, Ribelayga et al., 1997). Sendo assim, outros sistemas
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neurohormonais, (sistema renina-angiotensina) também podem modificar a secrecdo de
melatonina (Baltatu et al., 2002), exercendo papel importante na modulacado das funcdes
cardiovasculares pela melatonina. As concentragdes de melatonina em individuos saudaveis
sdo elevadas (80-150 pg/mL) durante a noite, enquanto, valores mais baixos sao
observados durante o dia (10-20pg/mL) (Kennaway e Voultsios 1998, Dominguez-Rodriguez
etal., 2012).

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

Desde a identificagao dos sitios de ligacao da melatonina (Vanecek et al., 1987), trés

subtipos de receptores de membrana acoplados a proteina G foram identificados em

mamiferos: MT (anteriormente Mel1a) e MT»> (Mel1b) (Dubocovich et al.,, 1998, Dubocovich
et al., 2010). 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 citossélico (Brydon et al., 1999); ¢) acoplado
a proteina G ativa canais de potassio (Nelson et al.,, 1996). Quanto aos receptores MTy, foi
demonstrado que, acoplado a proteina Gqg, modula a hidrélise do 4-5-bifosfato de
fosfatidilinositol (Dubocovich 1995, Dubocovich et al., 2010). O terceiro receptor tipo MT3, 0
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 adenohipéfise (Williams e Morgan 1988, Malpaux et al., 1995,
2001), nucleo supraquiasmatico (VanecCek 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, artéria caudal de ratos (Viswanathan ef al., 1990),
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artérias coronarias humanas (Ekmekcioglu et al., 2001) e em coracao de ratos (Abete et al.,
1997), enquanto que o receptor MT2 foi encontrado em coracdo humano e artérias
coronarias e aorta (Ekmekcioglu et al., 2003).

A localizacao precisa desses receptores nao foi completamente esclarecida. Postula-
se que, enquanto os receptores MT; séo 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 farmacolégicas (lanas et al., 1991), sendo que a melatonina foi
capaz de reduzir a peroxidacao lipidica mais eficientemente do que a vitamina C ou E (Gitto
et a., 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 6xido nitrico (Noda et al., 1999). A
atividade antioxidante da melatonina é reforcada pela sua capacidade em aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes, (Antolin et 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 nos rins (Sahna et al. 2003), cérebro (Cho et al. 1997) e figado (Sewerynek et al.
1996).

Diversos estudos também tém demonstrado a participacdo da melatonina na
regulacado do sistema cardiovascular. Assim, alteracdes relacionadas com o envelhecimento
podem ser beneficamente moduladas pela agdo da melatonina no sistema cardiovascular de
camundongos e ratos (Forman K. et al. 2010, Rodella LF. et al. 2011). Melatonina pode

reduzir os efeitos da isquemia no coracao (Tan et al. 1998; Sehirli et al, 2013), interagir
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diretamente com a calmodulina (Turjanski et al., 2004), inibindo os canais de célcio (Satake
et al. 1986, Shibata et al., 1989) ou estimulando a bomba de calcio 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 sintese de
Monofosfato de Adenosina ciclico (AMPc), esse hormbénio pode participar da regulacdo do
ténus simpatico modulando a atividade do sistema nervoso autbnomo sobre o coragdo. Além
disso, melatonina pode modular o tono do musculo liso dos vasos sanguineos interferindo na
resisténcia periférica e, consequentemente, na pressao arterial. De acordo com Reiter et al.,
(2010), melatonina reduz a pressao arterial média e a frequéncia cardiaca em ratos
hipertensos. Além disso, a melatonina pode reduzir a hipertensao de origem renovascular
devido, principalmente, a sua agao antioxidante.

Estudos tém relatado que 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
doenca coronariana, quando comparados a individuos normais, apresentam niveis
diminuidos de melatonina noturna acompanhada por aumento de noradrenalina (Macchi e
Bruce, 2004).

Diferentemente da vitamina C, melatonina por apresentar caracteristica lipossoluvel
atravessa as barreiras biologicas facilmente (Kokkola T, 2007), diminuindo as arritmias
cardiacas e reduzindo a oxidacao lipidica consequente de processos isquémicos cardiacos
(Ersahin M. et. al., 2009; Dominguez-Rodriguez et. al., 2010; Reiter et al., 2007; Reiter RJ.
et. al., 2009; Reiter RJ. et. al., 2010).

Frente ao exposto, 0 uso terapéutico da melatonina pode ser uma estratégia viavel
para a prevencdo dos efeitos deletérios da HAP sobre o sistema respiratério e

cardiovascular.
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Estudos recentes com modelos animais sugerem que melatonina contribui para a
reducdo da hipertrofia cardiaca por sequestro de radicais livres e, por conseguinte, a
incidéncia de insuficiéncia cardiaca (Reiter RJ. et. al., 2010). Reduz a remodelacao
ventricular esquerda (Simko F. et. al., 2009) devido a hipertensao, provavelmente por meio
de seu efeito benéfico sobre a pressdo arterial noturna (Reiter et. al, 2010-b). Muitos
estudos em seres humanos e animais indicam a eficacia de melatonina na regulacao da
pressao arterial, ndo s6 através acao direta, mas também através de cardioprotecao contra
cardiotoxicidade mediada por drogas. Niveis suprimidos desta indolamina sao encontrados

em pacientes hipertensos (Oxenkrug GF. et. al., 2010).
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Il. OBJETIVOS

ll.a. Geral: avaliar provavel efeito cardioprotetor da melatonina em ratos Wistar portadores

de hipertensao arterial pulmonar induzida por monocrotalina.

Il.b. Especifico: avaliar o efeito do tratamento com melatonina em ratos Wistar portadores
de hipertensao arterial pulmonar induzida por monocrotalina sobre:
a) Peso absoluto e relativo dos ventriculos;
b) Histologia e morfometria das artérias coronarias;
c) Determinacao da Troponina I, biomarcadora de leséo cardiaca;
d) Atividade das enzimas antioxidantes catalase, superdéxido dismutase e glutationa
peroxidase no tecido cardiaco;
e) Excitacdo e conducéao elétrica cardiaca, através do registro eletrocardiografico e da
determinacao da proteina quinase dependente de AMPc (PKA);
f) Atividade do sistema nervoso autbnomo, por meio da andlise da variabilidade da
frequéncia cardiaca;

g) Pardmetros hemodinamicos arteriais e ventriculares
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. MATERIAIS E METODOS
lll.a. 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°. 1999-2. Ratos
Wistar adultos pesando 250¢g, aproximadamente, foram colocados em gaiolas coletivas,
cinco animais em cada, e alimentados com ragéo comercial e agua ad libitum no Biotério do
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia, em ambiente com

temperatura de 20 £ 2 °C e ciclo claro/escuro de 12h00min.

lll.b. Grupos experimentais.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais (n=5): CO (controle);
MEL (controle melatonina); MCT (monocrotalina); MCT+MEL (monocrotalina+melatonina). A
HAP foi induzida por dose uUnica de monocrotalina (Crotaline) SIGMA Chemical Co. St.
Louis, MO. USA, com administracao intraperitoneal (60 mg/Kg ip) dissolvida em solucao
salina (NaCl) 0,9 %, pH 7.4, (Henkens IR. et al., 2008). Melatonina - SIGMA Chemical Co.
(St. Louis, MO. USA) administracao intraperitoneal (10 mg/Kg ip) dissolvida em solugéo
salina (NaCl) 0,9% e etanol (Acikel M. et al., 2003) 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 analise ECG para constatar o tramento com
melatonina e, posteriormente submetidos a eutanasia por aprofundamento anestésico
intramuscular (ketamina 100 mg/kg + xilazina 7 mg/kg de peso corpéreo im) para a
realizacdo dos procedimentos experimentais. Os animais dos grupos MCT e MCT+MEL
foram submetidos a analise eletrocardiografica inicialmente para que o mesmo animal fosse

0 seu proprio controle durante o desenvolvimento da instauracdo da patologia. Uma vez
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detectadas as alteracdes eletrocardiograficas significativas a doenca, no grupo MCT+MEL
iniciou-se o tratamento com melatonina (10 mg/Kg) por 13 dias consecutivos, perfazendo 28

dias de periodo experimental.

15 dias apos, 28 dias
inicio do ECG final
ECG inicial e tratamento parametros Anilises de
indugio de com hemodinamicos Western
monocrotalina melatonina coleta de blotting
60mg/Kg de 10mg/Kg de tecidos e Biomarcadores
peso peso corporal plasma cardiacos

|

controle
melatonina
monocrotalina
melatonina+monocrotalina

Figura 2. Organograma experimental

lll.c. Histologia das artérias coronarias

Os coragdes dos animais foram isolados apds serem submetidos a eutanasia e, logo
em seguida, foram pesados e colocados em solugédo de formalina por 24 horas. Em seguida
cada 6rgéo foi retirado e desidratado com alcool etilico 70% durante 16 horas. ApGs 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. Apds, os tecidos foram transferidos para forma contendo parafina,
permanecendo em estufa por 3 horas. Apés resfriamento, cada bloco foi retirado das formas
e 0 excesso de parafina removido. Os cortes histoldgicos foram realizados com micrétomo e
fixados em laminas com albumina. Apds a fixacdo 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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lll.d. Biomarcadores de lesao cardiaca.

Para a determinacédo dos biomarcadores foram utilizados anticorpos monoclonais, os
quais foram covalentemente conjugados com microesferas Luminex e carboxiladas.
Resumidamente, para determinar a concentracéo de anticorpos conjugacao ideal, fracionada
em solugdes de microesferas de agdes contendo 4 X 10° microesferas para centrifugar a
13.000 rpm por 2 min., removido o sobrenadante e ressuspensas as microesferas em HxO
destilada. Repetimos a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido e ressuspenso as
microesferas em 80 uL de 100 / L de fosfato de sédio monobasico. Adicionou-se entdo 10 uL
cada 50g/L de N-hidroxysulfosuccinamida e 50 g/L EDC (ambos diluidos em H2O destilada).
Apoés vortice de mistura, as microesferas foram incubadas durante 20 minutos no escuro a
temperatura ambiente. As microesferas foram entdo lavadas duas vezes em tampao
lavagem 50 mmol/L (pH 5,0), e divididas em 8 tubos com aproximadamente 500.000
microesferas em cada tubo. Apds vortice de mistura, as microesferas foram incubadas
durante 20 minutos no escuro a temperatura ambiente. As microesferas foram entdo lavadas
duas vezes em tampao de lavagem 50 mmol / L (pH 5,0), e divididas em aliquotas para
tubos com 8 500,00 microesferas em todos os tubos. Para determinar a eficiéncia de uma
conjugacao 6tima, adicionou-se 25 uL de anticorpo monoclonal em 200 uL de Tampao de
ensaio. A reacao de acoplamento foi incubada durante 2 h. a temperatura ambiente com
rotacdo. Depois de se lavar as esferas duas vezes com PBS contendo 10 g/ L de BSA e 0,5
g / L de azida de s6dio e armazenado no escuro a 2-8 ° C. Foi determinada a concentragéo
de microesferas através da contagem, no Luminex100, 0,5 uL de microesferas diluidas 1:
400 em PBS contendo 10 g/L de BSA. Determinou-se a eficiéncia da conjugagao por
incubagdo 5000 microesferas em suspensao em PBS contendo 10 g/L de BSA com 400
ng/poco de R-ficoeritrina conjugado de cabra anti-rato F (ab')z2 de imunoglobulinas para

30min (Kofoed et al., 2006).
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lll.e. Atividade das enzimas antioxidantes do tecido cardiaco.

Tecidos cardiacos foram homogeneizados em solucao tampéao gelada Tris-HCI
(pH 7.4) por 1 minuto a 10.000 rpm. Posteriormente, o tecido homogenado foi centrifugado
(5.000 g) por 60 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a determinag&o da atividade das
enzimas superéxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa peroxidase (GSP-px), de
acordo com o ensaio colorimétrico descrito por Pan, L, Fu, J.H., Xue, XD et al., (2009).
liLf. Parametros eletrocardiograficos (ECG).

Os ratos foram anestesiados com (ketamina + xilazina, 100mg/Kg + 7 mg/Kg de peso
corpora, i.m.), tendo como veiculo de diluicdo a solucao de cloreto de sodio 0,9% (salina) e
fixados na posi¢ao supina para registros eletrocardiograficos sob respiracao espontanea. Os
registros foram feitos com eletrodos na forma de agulhas hipodérmicas com
eletrocardiografo computadorizado de quatro canais MLS360/7 ECG Analysis Module
ADinstruments — Australia (Knaapen et al., 2008; Machado et al., 2009). O eletrocardiograma

foi realizado no vigésimo oitavo dia do periodo experimental.

lll.g. Determinacao da Proteina Quinase Dependente de AMP-c (PKA) - Western Bloting

Estudos sobre a participacdo da PKA na ativacdo dos canais Hyperpolarization-
actived Cyclic Nucleotide (HCN) presentes nas células do nodo sinoatrial podem contribuir
para reduzir as duvidas de como a estimulacdo simpatica afeta a frequéncia cardiaca, e
como a PKA e os canais HCN atuam no nodo sinusal aumentando a frequéncia do coragéao
sob estimulagdo simpatica (DiFrancesco and Tortora, 1991; Larsson, 2010). Pelo fato da
melatonina promover reducédo da frequéncia cardiaca, pode ser que tal efeito, pelo menos
em parte, possa estar associado a diminuicao da ativagdo dos canais HCN em fungao de

provavel reducao da PKA e, por conseguinte, do AMP-c nesses respectivos canais.
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Para tanto, foi utilizado o Western bloting, método em biologia molecular para detectar
proteinas (PKA, no presente estudo) em um homogenato de células ou um extrato de um
tecido biolégico (coragao, no presente trabalho). Essa técnica usa eletroforese em gel para
separar as proteinas desnaturadas por massa. As proteinas sdo entdo transferidas do gel
para uma membrana (tipicamente de nitrocelulose), onde sado usados como sonda
anticorpos especificos a proteina. Assim, pode-se examinar a quantidade de proteina em
uma dada amostra e comparar os niveis entre diversos grupos.

Dessa forma, apds os tratamentos, o coragdo dos animais que formaram os grupos
experimentais foi congelado em nitrigénio liquido e homogeneizado a 4° C em tampéao de
lise, suplementado com Protease e cocktail de inibidores de fosfatase (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Os tecidos homogeneizados foram mantidos em gelo
durante 10 minutos e depois centrifugado durante 10 min. a 10.000 rpm. Os sobrenadantes
foram coletados para a determinacdo de proteina e a analise por Western bloting. As
concentracdes de proteina foram analisadas utilizando um kit de ensaio Proteina Bio-Rad
(Bio-Rad Laboratories). Aliquotas de sobrenadantes contendo quantidades iguais de
proteina (80-200 ug) foram separadas num gel de poliacrilamida a 70% por SDS-PAGE, e as
proteinas foram transferidas eletroforeticamente para uma membrana de difluoreto de
polivinilideno (Bio-Rad Laboratories).

As bandas foram bloqueadas com leite seco sem gordura 5% em PBS (pH 7,4) e em
seguida incubadas durante a noite a 4°C com um anticorpo primario especifico para PKA
(Santa Cruz Biotechnology). As membranas foram lavadas duas vezes durante 15 min,
usando PBS-Tween 20 e incubadas com o anticorpo secundério ligado a peroxidase (Santa
Cruz Biotechnology). Para assegurar a igualdade de carga, bandas foram analisadas quanto

a expressao de B-actina, utilizando o anticorpo B-actina (Santa Cruz Biotechnology).
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lll.h. Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC).

Os animais dos grupos experimentais foram anestesiados conforme descrito
anteriormente. Sinais analdgicos de eletrocardiogramas (ECG) de superficie foram
gravados, durante cinco minutos, utilizando eletrodos em forma de agulha, implantados
subcutaneamente nas extremidades dos membros. Os dados foram obtidos utilizando o
sistema de aquisicdo de dados PowerLab e analisados pelo software LabChart 8.0
(ADInstruments — Australia). A frequéncia cardiaca foi calculada a partir da gravacao dos
ECG.

indices espectrais da variacdo da frequéncia cardiaca foram calculados utilizando o
médulo de Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) do software LabChart 8.0
(ADInstruments - Austrdlia). No dominio do tempo, foi calculado o indice RMSSD (raiz
quadrada da média dos quadrados das diferencas entre intervalos R-R normais sucessivos),
que representa a atividade autonémica de forma geral, com énfase a fungéo parassimpética.
De acordo com o dominio da frequéncia, ou seja, indices relativos as frequéncias das
variagbes periddicas dos intervalos RR do eletrocardiograma, foram determinados os
seguintes indices:

a) Low Frequency (LF), faixa de baixa frequéncia (0,2 — 0,75 Hz), representando
ambos os componentes do sistema nervoso autbnomo com a predominancia do sistema
nervoso simpatico.

b) High Frequency (HF), faixa de alta frequéncia (0,75-3,0 Hz), é indicativo da acdo do

sistema nervoso parassimpatico sobre o coracao.

c) relacdo LF/HF, reflete a interacdo entre os componentes simpatico e parassimpatico,

determinando o equilibrio da acao do sistema nervoso autbnomo sobre o coragao.
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lll.i. Parametros Hemodinamicos e ventriculares — método direto.

Os animais foram anestesiados como descrito anteriormente. A seguir, uma canula
(PE 10) acoplada a outra canula (PE 50) com solugéao salina (NaCl 0,9% + heparina) foi
introduzida na artéria carétida direita para a determinacdo de parametros hemodinamicos
arteriais. Para a determinacao de parametros hemodinamicos ventriculares, utilizou-se de
um cateter com micro mandmetro devidamente introduzido no interior do ventriculo
esquerdo. Posteriormente, os sensores foram conectados a um transdutor de presséao do
tipo strain-gauge acoplado a um amplificador MLS370/7 Blood Pressure Module
(ADInstruments — Australia) e um sistema de aquisicdo de dados PowerLab 8/30. Para
andlise dos resultados foi utilizado o Software LabChart Pro (ADInstruments — Austrélia). Os
parametros avaliados foram:

a) Pressao arterial sistélica, diastélica e média;

b) dP/dt maxima: variacdo da pressado sistélica em funcdo do tempo; avalia a

capacidade contratil do coracao (inotropismo)
c) dP/dt minima: avalia a funcao diastélica;
d) Tau: constante de relaxamento temporal do ventriculo esquerdo para avalicdo da
atividade lusitrépica.

lll.j. Andlise estatistica

Foi utilizado o software Graph-Pad Prism (Graph Pad Software, San Diego, CA), para
os calculos estatisticos. A comparacdo entre os valores dos parametros analisados foi
realizada pela andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparacao
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.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
IV. a. Monocrotalina alterou o peso corpéreo e peso dos ventriculos direito e

esquerdo, que foram modulados pela melatonina.
A tabelal apresenta os dados referentes ao peso corpdreo e o peso dos ventriculos

direito e esquerdo dos grupos experimentais.

Tabela 1. Peso corporeo e peso dos ventriculos do coracdo dos grupos

experimentais.

Parametros CO MEL MCT MCT+MEL
Peso corpéreo inicial (g) 34149 33616 33111 326+10

Peso corpéreo final (g) 39518 37115 300+£21a 347t16bc
Ganho de peso (g) 53t4 4017 -14+17a 13+5 be
VD (mg) 21412 21743 297+ba 24316 bc
VD relativo (mg/g) 0,60+0,03 0,58+0,01 1,01+£0,02a 0,70+0,03bc
VE+septo(g) 89414 88113 90315 89813

VE+septo relativo (mg/g) 2,27+0,02 2,35+0,07 3,09+0,03a 2,5910,04bc

Resultados expressos como meédiazSD. Parametros = VD (ventriculo direito);

VE (ventriculo esquerdo). Grupos = CO (controle normal); MEL (controle
melatonina); MCT (monocrotaline); MCT+MEL (monocrotaline tratado com
melatonina). Estatistica = P < 0.05: (a) CO X MCT; (b) CO X MCT+MEL; (c)
MEL X MCT+MEL n=5

Os resultados mostraram que a administracado de monocrotalina promoveu perda de
peso corporeo e aumento da massa dos ventriculos direito e esquerdo (grupo MCT).

Nossos resultados estdo de acordo com Steffen et al. (2008), os quais atribuiram a
presenca de processos inflamatérios associados a anorexia decorrentes da acao toxica da
monocrotalina em diversos sistemas do organismo. Tais efeitos podem ser resultantes de

um estado de caquexia, ou seja, uma desordem metabdlica caracterizada por inflamacao,
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anorexia e severa perda de massa muscular esquelética resultando em perda de peso
corporeo.

A caquexia pode estar associada, também, a doenca cardiaca, ou caquexia cardiaca,
sendo responsavel pela alta taxa de mortalidade de pacientes diagnosticados com essa
enfermidade, sendo que a presenca de processo inflamatério é parte significativa desse
quadro (Anker and Coats,1999).

Dessa forma, avaliamos a presenca de provaveis sinais de processos inflamatorios
analisando cortes histolégicos de artérias coronarias representativas dos grupos
experimentais.

IV.b. Histologia cardiaca foi alterada com o efeito da monocrotalina e modulada com o
tratamento com melatonina.

A figura 3 apresenta a fotomicrografia de corte transversal de artéria coronaria do
ventriculo direito representativa dos ratos dos grupos controle normal e do grupo controle
melatonina. Observam-se tunica média, camada adventicia e ludmen vascular, com
dimensdes normais e auséncia de infiltracao inflamatéria.

Por outro lado, nas figuras 4 e 5, os animais do grupo MCT apresentaram aumento da
espessura da tunica média, diminuicdo do lumen vascular, e infiltragdo leucocitaria como

consequéncia de processo inflamatorio cardiaco.
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Figura 3. Fotomicrografia do ventriculo direito do coracao de ratos dos grupos CO
(A) e controle melatonina (B). Observam-se: (a) nucleos integros dispostos
perifericamente; (b) artéria coronaria com tunica média e camada adventicia sem
espessamento com o lumen preservado; auséncia de infiltracao linfocitaria.
Coloracao HE. Obietiva 40 X.
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MCT

MCT+MEL

Figura 4. Fotomicrografia do ventriculo direito do coracdo de ratos dos grupos MCT e
MCT+MEL. Observa-se no grupo MCT: (a) nucleos integros dispostos perifericamente; (b)
espessamento da tunica média e da camada adventicia de artéria coronaria (c); reducao do
limen (d) e infiltragdo leucocitaria (e). Observa-se no grupo MCT+MEL: (a) nucleos integros
dispostos perifericamente; (b) espessamento da tunica média e da camada adventicia (c) de
artéria coronaria; aumento do lumen (d), em relacdo ao grupo MCT; auséncia de infiltracao
leucocitaria. Coloracao HE. Objetiva 40 X.
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Figura 5. Espessamento da camada média das artérias coronarias dos ratos dos grupos
controle (CO), controle melatonina (MEL), monocrotalina (MCT) e monocrotalina +
melatonina (MCT+MEL). Resultados expressos como meédia = desvio padrdao. ANOVA
seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) CO X MEL, (b) CO X MCT, (¢) MCT+MEL X MCT, (ns)
nao significativo; (n = 5).

Nossos resultados sao corroborados por Akhavein et al., (2007), os quais observaram
em ratos tratados com monocrotalina um espessamento difuso da camada média das
artérias coronarias, diminuicdo da area luminal e infiltracdo linfocitaria, indicando presenca
de processo inflamatério em ambos os ventriculos. Xiaowei e David (2008) também
observaram que a hipertrofia ventricular consequente a HAP induzida por monocrotalina,
promoveu disfuncdo endotelial em artérias coronarias induzindo remodelamento vascular e

isquemia cardiaca.
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Assim, a vasoconstricdo coronariana, observada no grupo MCT, pode ter colaborado
para o comprometimento da ativagdo elétrica ventricular dos animais do grupo MCT e,
provavelmente, alterado a funcao contratil, fato este verificado por Akhavein et al., (2007) e
gue sera avaliado mais adiante quando discutirmos aspectos da hemodinamica ventricular.

Por outro lado, nas mesmas figuras 4 e 5, observou-se que o grupo MCT+MEL
apresentou redugcédo no espessamento da tinica média comparado ao grupo MCT, mas sem
alteragao significativa em relacdo ao CO e MEL, assim como aumento do lumen vascular e
auséncia de infiltracdo leucocitaria, indicando preservacdao dos aspectos anatdomicos e
funcionais do coragéao, em relagao ao grupo MCT.

Esses resultados sdo corroborados por Tare et al., (2014), os quais observaram que o
tratamento materno com melatonina reduziu a hipoxia fetal, melhorando a fungao cardiaca, o
fluxo sanguineo coronariano e a funcao contratil do ventriculo direito de ratos recém
nascidos devido, em parte, a acao antioxidante da melatonina, em modelo animal de
crescimento restritivo.

Assim, o tratamento com melatonina, preveniu as alteracdes vasculares observadas
no grupo MCT garantindo, assim, a oxigenacao do musculo cardiaco dos animais do grupo
MCTMEL, preservando o coracdao dos efeitos deletérios decorrentes de processos
isquémicos.

Além disso, nossos resultados mostraram que ocorreu infiliragdo leucocitaria no
coracdo dos animais do grupo MCT, evidenciando presenga de processo inflamatério
comprometendo, pelo menos em parte, a funcdo cardiaca dos animais portadores de
hipertensao arterial pulmonar.

Entretanto, tal fato ndo se verificou no grupo MCT+MEL, sugerindo que a melatonina
reduziu processos inflamatérios cardiacos causados pela administragdo da monocrotalina

devido, dentre outros fatores, a sua acdo antioxidante, como veremos posteriormente. Isto
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pode ter contribuido, também, para a reducao da hipertrofia ventricular do grupo MCT+MEL,

diminuindo as lesdes cardiacas induzidas pela monocrotalina.

IV.c. Biomarcadores de lesao cardiaca alterados com monocrotalina foram
recuperados com o tratamento com melatonina.

Os biomarcadores cardiacos sao indicadores de processos biol6gicos normais,
processos patogénicos ou de intervencdo farmacolégica que fornecem informacao
considerando a exposicao a doenca, a extensao da lesao e o progndéstico (Oyama & Sisson,
2004; Sisson, 2012), analisados pelo método de citometria de fluxo (Luminex). O marcador
cardiaco ideal precisa atender a varios critérios, tais como: 1) alta sensibilidade, sendo
detectado precocemente mesmo em baixa quantidade em injaria miocardica leve; 2) alta
especificidade, ndo sendo detectaveis em outros érgaos ou tecidos; 3) ser facilmente
quantificado; 4) apresentar boa janela diagnéstica, ou seja, aumentar mais precocemente e
o retorno aos niveis basais ser mais demorado (Shinde et al., 2004; Ladenson, 2007).

As troponinas vém recebendo atencdo crescente como marcadores altamente
especificos de injuria celular (Godoy et al., 1998) e atualmente sdo considerados como os
preferiveis de injuria cardiaca em mamiferos (O’brien, 2008). A estrutura dessas troponinas
€ muito parecida entre as espécies (O’brien et al, 1997). Compreendem um complexo
protéico que forma parte do aparato contratii, o complexo troponina-tropomiosina,
encontrado dentro dos sarcomeros dos musculos estriados. Esse complexo age na
regulacdo da contracdo muscular e é composto pela tropomiosina e por trés troponinas:
troponina C (TnC), | (Tnl) e T (TnT) (Collinson et al., 2001).

A Tnl (subunidade inibitéria), quando ligada a actina, age em conjunto com a
tropomiosina, criando um obstaculo espacial e inibindo a interagdo da actina com a miosina.

A TnC é a subunidade que se liga ao calcio, e a TnT (subunidade estrutural) liga o complexo
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troponina a tropomiosina. Na despolarizacdao do sarcolema, ha liberacdo de calcio no
citoplasma, e a TnC remove os efeitos inibitérios da Tnl. Isso faz com que a tropomiosina se
desloque, resultando na remocéao do obstaculo espacial da interagdo da actina-miosina e
liberagé@o da inibigcdo da actina-miosina-ATPase, permitindo a hidrélise do ATP e a contracao
muscular. Quando o célcio é bombeado de volta para o reticulo sarcoplasmatico, o complexo
reverte para sua conformacao original, inibindo a acdo da ATPase e ocasionando o
relaxamento muscular (Collinson et al., 2001; O’brien et al., 2008).

A TnC é idéntica, tanto no musculo esquelético, como no cardiaco. No entanto, os
genes codificadores das TnT e Tnl, cardiaca e esquelética, sdo diferentes, além de
apresentarem sequéncias de aminoacidos distintas, o que permitiu que anticorpos
monoclonais especificos pudessem ser desenvolvidos
(Godoy et al., 1998).

Em contraste a troponina | cardiaca (cTnl), a troponina T cardiaca (cTnT) nao é
totalmente especifica do coracdo, sendo expressa também no musculo em regeneracao,
assim como no musculo esquelético normal. Consequentemente, sua concentracao
sanguinea pode aumentar na auséncia de envolvimento miocardio, por exemplo, em
pacientes com polimiosite, rabdomidlise, doenca muscular crénica e insuficiéncia renal
(Shinde et al., 2004).

A liberagao de cTnl na circulagdo parece estar relacionada as areas de necrose de
cardiomidcitos de maneira irreversivel, sendo o aumento da concentragdo proporcional a
severidade da injaria. A maior parte da cTnl é encontrada no aparato contratil e € liberada
por degradacao proteolitica. O rompimento das proteinas contrateis intracelulares como
resultados de isquemia ocorre rapidamente, proporcionando um pool citosolico (Collinson et

al., 2001). O aumento dos niveis plasmaticos de Troponina |, por sua vez, constitui-se num
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indice fortemente indicador de mortalidade (Eggers et al., 2013), justificando sua anélise
neste experimento.
A figura 6 apresenta os dados referentes as concentragdes plasmaticas de Troponina-

| dos grupos experimentais.
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Figura 6. Troponina I. Concentragdo plasmatica (picograma/mL). Grupos controle (CO),
controle melatonina (MEL), monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina
(MCT+MEL). Resultados expressos como média + desvio padrdo. ANOVA seguida de
Tukey; (p < 0,05): (a) CO X MEL, (b) CO X MCT, (¢) MCT+MEL X MCT, (ns) nao
significativo; (n = 5).

Os nossos resultados mostraram que a expressao plasmatica da Troponina |, esta
diminuida no plasma nos grupos CO e MEL, condizente com o baixo nivel de lesdo dos
cardiomiocitos. Quanto ao grupo MCT, o nivel de expressdo plasmatica esta elevado
significativamente devido a lesdo cardiaca induzida pela acdo monocrotalina em relacao ao

grupo CO. Tal leséo foi caracterizada pela hipertrofia ventricular direita que se desenvolveu
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decorrente, em parte, do aumento da pés-carga imposta ao ventriculo direito pelo aumento
da resisténcia vascular pulmonar.

Quando um coragdo desenvolve hipertrofia ventricular e subsequente doenca
cardiaca, verificam-se importantes alteracées macroscopicas e moleculares decorrentes de
processos adaptativos. Este remodelamento cardiaco esta associado as alteracées na
expressao génica levando a um aumento na expressao do peptideo natriurético atrial e da
interacdo entre as proteinas contrateis miosina e actina no musculo cardiaco. O aumento da
carga biomecanica e a estimulacao neuroendécrina podem constituir-se em estimulos para o
inicio dessas alteracdes (Kogler et al., 2003).

No presente estudo, a monocrotalina desenvolveu hipertrofia ventricular direita em
consequéncia da obliteracdo das arteriolas pulmonares, como discutido no capitulo I,
referente ao artigo submetido a publicacao deste trabalho de tese. Assim, o aumento crénico
da pés-carga causou, pelo menos em parte, a hipertrofia ventricular direita desenvolvida nos
animais do grupo MCT. Hemodinamicamente, neste modelo animal a pressao arterial média
permanece inalterada, indicando funcao ventricular esquerda normal. Entretanto, os animais
do grupo MCT também apresentaram hipertrofia ventricular esquerda, resultando em
alteragbes na pressdo arterial média, como veremos adiante. Tal resultado pode ser
atribuido a estimulagéo neuroenddcrina de ambos os ventriculos durante a transigao final da
hipertrofia para a fase de doenca cardiaca, caracterizada no grupo MCT, o que implicou em
aumento das concentragdes plasmaticos de Troponina I.

Em diversos modelos animais e também em humanos, doenca cardiaca esta
associada com a reducao na densidade dos canais transitérios de calcio, mas, também, com
um aumento da sensibilidade dos miofilamentos contrateis ao calcio (Kogler et al., 2003).
Tais mudangas na sensibilidade ao calcio podem estar relacionadas a diferentes niveis de

fosforilagdo de proteinas constituintes do miofilamento fino, tal qual a troponina | (Tong et al.,
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2004). Tais alteracbes podem mudar a relacao forca/frequéncia do coracao, como veremos
na discussdo das propriedades hemodinamicas ventriculares dos grupos experimentais,
mais adiante.

Diversas causas podem aumentar a concentracao plasmatica de Troponina | (Martins,
2009), dentre as quais citamos aquelas que podem estar envolvidas nos animais com
hipertensao arterial pulmonar induzida por monocrotalina:

a) Lesdao direta dos cardiomiécitos desencadeada por processos inflamatérios no
coracéao devido a acao téxica da monocrotalina, conforme discutido anteriormente.

b) a hipertrofia ventricular observada no grupo MCT exige maior consumo de oxigénio
devido ao aumento da massa miocardica, podendo ocasionar lesdes caso essas
necessidades ndo tenham sido atendidas.

c) Insuficiéncia cardiaca crénica, refletindo perda progressiva de cardiomiocitos por
isquemia/necrose subendocardica ou apoptose por estiramento do miocardio
decorrente da hipertensao arterial. Tal insuficiéncia sera discutida durante a avaliagao
das propriedades hemodinamicas do coracao

d) aumento da atividade simpatica, refletindo em maior atividade metabdlica e,

consequentemente, maior necessidade de oxigénio do musculo cardiaco, como
demonstrado mais adiante ao estudarmos a Variabilidade da Frequéncia Cardiaca.

e) doencas pulmonares que provoquem aumento de pressao no ventriculo direito, como
€ 0 caso da Hipertensao Pulmonar Arterial induzida pela monocrotalina, responsavel
pelas alteracdes de todos os itens anteriores, observados no grupo MCT.

Por outro lado, o grupo MCT+MEL teve reducgao significativa dos niveis plasmaticos
da Troponina I, em relacdo ao grupo MCT, comprovando assim o efeito protetor da
melatonina na reducdo das lesdes cardiacas promovidas pela administracdo da

monocrotalina no modelo de hipertensao arterial pulmonar.
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Nossos resultados estdo de acordo com Chen et al., (2012) e Gogenur et al., (2014),
0s quais também verificaram redugédo dos niveis plasmaticos de Troponina I, assim como a
morbidade, em pacientes portadores de isquemia miocardica. Os autores atribuiram esse
resultado a melhora da irrigacdo sanguinea do miocardio proporcionada pela acédo anti-
inflamatéria e antioxidante da melatonina, como demonstraremos a seguir.
IV.d. Atividade de enzimas antioxidantes no tecido cardiaco.

Antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que ajuda a reduzir a
gravidade dos danos oxidativos gerados pelos radicais livres. Dentre
as enzimas antioxidantes incluem-se a Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e o
sistema glutationa peroxidase (GSH-px). A SOD possui a funcdo de protecdo contra os
danos gerados pelo O2* e é considerada a primeira linha de defesa do sistema de defesa
antioxidante enzimatico, representando um grupo de enzimas que catalisa a dismutacéo do
02°* e a sequente formacdo de H>O,. A CAT esta presente em todas as células eucariéticas
e, em particular nos peroxissomos, estruturas celulares que usam o O» para neutralizar
substancias nocivas e produzir H.O,, a qual sera convertida em agua e O, A Glutationa
peroxidase (GSH-px) presente no citosol da célula e nas mitocdndrias também tem a
capacidade de transformar o H.O, em agua. Quando comparada a CAT, a GSH-px possui
uma maior capacidade de remocao de H»O,, atuando também na remocédo de perdxidos

lipidicos (Finaud et al., 2006).
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A tabela 2 apresenta os valores da atividade das enzimas antioxidantes determinadas no

tecido cardiaco.

Tabela 2. Efeito da melatonina (MEL) sobre a atividade de enzimas
antioxidantes do tecido cardiaco de ratos com hipertensao arterial pulmonar

induzida por monocrotalina (MCT).

CcO MEL MCT MCT+MEL
SOD (U/mL) 226,34+4,59 219,09+5,83 166,17+0.25a 188,29+0,76bc
CAT (U/mL) 7,08+0,81 8,78+0,37 4,43+0,90a  6,60+0,55bc

GSH-px (U/mL) 11,49+0,03 10,57+#0,02 7,81#0,02a  9,42+0,03c

Resultados expressos como médiazSD. Parametros: SOD (superoxido
dismutase); CAT (catalase); GSH-px (glutationa peroxidase). Grupos = CO
(controle normal); MEL (controle melatonina); MCT (monocrotaline); MCT+MEL
(monocrotaline tratado com melatonina). Estatistica = P < 0.05: (a) CO X MCT;
(b) CO X MCT+MEL; (¢) MEL X MCT+ME n =5

Os nossos resultados demonstraram que a monocrotalina reduziu significativamente a
atividade das enzimas antioxidantes estudadas induzindo, dessa forma, reducao da defesa
tecidual cardiaca contra os danos oxidativos induzidos pela monocrotalina.

Dessa forma, concordamos com diversos autores que também verificaram reducao da
defesa enzimatica antioxidante em ratos com hipertensdo arterial pulmonar induzida por
monocrotaline. De fato, espécies reativas de oxigénio (ROS) e outras formas de radicais
livres, influenciam significativamente a patogenia da hipertensdo pulmonar (Bal et al., 2013;
Mohammadi. et al., 2012). Segundo, Mohammadi et al., (2012), a atividade das enzimas

SOD, CAT e GSH-px apresentam alteracdes bifasicas dependendo do estagio da evolucao
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da hipertensdo arterial pulmonar induzida por monocrotalina. Essas altera¢des incluem um
aumento nas enzimas antioxidantes durante o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca e
reducado da atividade dessas enzimas quando a doenca ja estiver sido instalada, momento
este em que realizamos a coleta do material para a realizacao deste ensaio biolégico.

A formagédo de ROS ocorre naturalmente através de varios processos metabdlicos
celulares; contudo, em excesso, a presenca de ROS prejudica inicialmente a fisiologia
celular e, subsequentemente, todo o organismo (Zuo et al, 2012). Clinicamente, niveis
elevados de ROS, como H20,, por exemplo, tem sido observado em pacientes hipertensos
(Lacy et al., 2000). Embora o exato mecanismo da participagdo da ROS na geracédo da
hipertensdo nao seja totalmente conhecido, modelos experimentais de hipertensdo tém
destacado a importancia de alteragdes na funcao mitocondrial, assim como das enzimas
xantina oxidase (XO) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH),
segundo Touyz et al., (2011), sugerindo que a terapia antioxidante € um campo promissor de
pesquisa em modelos de hipertensao induzida por estresse oxidativo (Zuo et al., 2014).

Assim, melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), molécula produzida por uma grande
diversidade de organismos, de algas a humanos, tem sua evolugdo associada ao
metabolismo aerébio como uma substancia antioxidante (Tan et al., 2010),

Nossos resultados mostraram que a melatonina aumentou significativamente a
atividade das enzimas antioxidantes estudadas neste experimento proporcionando, dessa
forma, aumento da defesa tecidual contra os danos oxidativos no coracdo dos animais
portadores de hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina. Diversos autores também
verificaram esses mesmos efeitos da melatonina em doencas decorrentes do aumento
anormal da producdo de radicais livres, atuando diretamente na eliminagdo dessas
substancias nocivas e, indiretamente, através do aumento da atividade de enzimas

antioxidantes (Patel et al., 2010; Sehirli et al., 2013; Zhang et al., 2013).
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IV.e. Parametros eletrocardiograficos (ECG)

O ECG registra a atividade elétrica do coracdo, usualmente realizado em repouso. E
um exame de baixo custo, de rotina, e que oferece muitas informacdes ao sobre o coracao,
tais como avaliagdo do ritmo e da frequéncia cardiaca, permitindo a identificacdo de
arritmias, disturbios na conducéao elétrica, hipertrofias ventriculares e isquemia cardiaca. As
ondas, segmentos e intervalos que constituem o eletrocardiograma sao:

a) Onda P: corresponde a despolarizacao atrial, sendo a sua primeira componente relativa
ao atrio direito e a segunda ao atrio esquerdo, a sobreposicdo das suas componentes
gera a morfologia tipicamente arredondada. A Hipertrofia atrial causa um aumento na
altura e/ou duracéo da Onda P.

b) Segmento PR: é o segmento entre o inicio da onda P e inicio do complexo QRS. E um
indicativo da velocidade de conducao entre os atrios e os ventriculos e corresponde ao
tempo de conducao do impulso elétrico desde o nédo atrio-ventricular até aos ventriculos.
O espaco entre a onda P e o complexo QRS é provocado pelo retardo do impulso elétrico
no tecido fibroso que estéa localizado entre atrios e ventriculos.

c¢) Complexo QRS: Corresponde a despolarizagéo ventricular. E maior que a onda P porque
a massa muscular dos ventriculos é maior que a dos atrios, Anormalidades no sistema de
conducao geram complexos QRS alargados.

d) Intervalo RR: O Intervalo RR ou Ciclo RR. E o intervalo entre duas ondas R. Corresponde
a freqliéncia de despolarizagcao ventricular, ou simplesmente frequéncia ventricular.

e) Segmento ST: periodo em que ocorre a sistole ventricular. O desnivelamento desse

segmento pode ser indicativo de isquemia cardiaca.
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f) Onda T: Corresponde a repolarizacdo ventricular. Normalmente é perpendicular e
arredondada. A inversdo da onda T indica processo isquémico. Onda T de configuracao
anormal indica alteracdo na calcemia.

g) Intervao QT: intervalo onde ocorre a despolarizacdo e a repolarizagdo venricular. O
prolongamento desse intervalo é indicativo de risco de morte subita.

h) Intervalo QTc: é o intervalo QT corrigido pela frquéncia cardiaca, de acordo com a férmula
de Bazzet (QT/V(RR).

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2005), tem se valorizado técnicas
nao invasivas para o diagnéstico de determinadas doencas sem a necessidade de exames
invasivos. No que diz respeito a hipertensdo pulmonar, é importante enfatizar que a
avaliagdo do paciente com o uso de metodologia ndo 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, é baseada estritamente em medidas hemodindmicas invasivas.
Dessa forma, o eletrocardiograma, por exemplo, pode ser um método auxiliar extremamente
util no prognéstico do tratamento de individuos portadores de hipertensao arterial pulmonar.

Recentes estudos em ratos e humanos tém demonstrado que doengas que levam ao
aumento da pressao ventricular direita causam significativas alteragcdes nas propriedades
elétricas do miocardio, as quais sao detectadas pelo eletrocardiograma convencional de 12-
derivagdes (Costa et al., 2008; Henkens et al., 2007; Henkens et al., 2008-b).

Os registros eletrocardiograficos realizados em ratos variam de acordo com o tipo de
técnica de gravacao 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
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animal sao fatores que também precisam ser considerados para o registro e analise do
eletrocardiograma de rato.

O rato apresenta eletrocardiograma de dificil interpretacéo patolégica em face de sua
peculiar morfologia e alta frequéncia cardiaca, quando analisado isoladamente, de forma
nao seriada, ao longo de qualquer processo patolégico que pode acometer o coracao.

A orientacdo anatdmica do coracao do rato € semelhante a do homem, ou seja, os
ventriculos direito e esquerdo encontram-se na posicao anterior e posterior do coracao.
Consequentemente, as forcas iniciais de ativacao (despolarizantes) do musculo cardiaco
deslocam-se da esquerda para a direita do coragao; entretanto, sdo de baixa amplitude e,
dependendo da posicéo do coracao, sao 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 derivacbes, apresentando-se negativa em aVR (derivagdo amplificada no lado
direitodo coragao).

A Ultima regidao do coracao do rato a ser ativada é a base do ventriculo esquerdo
representada pela presenca invariavel de uma onda S, de baixa amplitude, em todas as
derivagoes.

A onda Q pode apresentar-se de forma rudimentar ou ausente. Ocasionalmente, uma
discreta onda Q é observada em aVL (derivagdo amplificada no lado esquerdo do coragao).
A onda S, por outro lado, € registrada em quase todas as derivagbes. A onda R é sempre
registrada invertida na derivacao aVR.

Em contraste com o modelo de repolarizacao do ventriculo humano, o processo de
repolarizacao dos ventriculos do rato apresenta um componente muito rapido, sendo que o
pico da onda T ocorre imediatamente apds a onda R, proporcionando falsa elevagdo do

segmento S-T.
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Deve-se destacar que a o segmento S-T curto ou mesmo ausente, se deve a
repolarizacao ventricular no coracdo do rato comecgar antes mesmo que a despolarizacao
ventricular tenha terminado.

A figura 7 apresenta a média do registro eletrocardiografico representativa dos
grupos experimentais, calculada pelo software PowerLab/ECG (ADinstruments — Australia),

durante cinco minutos.
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Figura 7. Média do tracado eletrocardiografico ,registrado durante cinco minutos, representativa dos
grupos controle (CO), controle melatonina (MEL), monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina
(MCT+MEL). As figuras foram aumentadas e alargadas para melhor comparagéao visual sem obedecer a

critérios proporcionais nas suas dimensoes.




Avaliamos os parametros eletrocardiograficos de acordo com as diretrizes para
interpretacdo do eletrocardiograma de repouso, estabelecidas pela Sociedade Brasileira de
Cardiologia (Guimaraes et al., 2003 e Riera et al., 2009).

Pode-se observar que o processo de excitacdo cardiaca dos grupos CO e MEL, que
teve inicio no nodo sinoatrial, distribuiram-se em ambos os atrios produzindo a onda P
positiva no ECG e, a medida que essa onda de despolarizacdo passou pelos atrios,
promoveu, provavelmente, a contragdo dos mesmos.

A sequir, a onda de despolarizagao dirigiu-se ao nodo atrioventricular (AV), onde
ocorreu um retardo, permitindo que se completasse o enchimento ventricular. Este momento
foi representado pelo segmento PR, normalmente isoelétrico. Apds, o nodulo AV
retransmitiu o impulso para os ventriculos, através do feixe de His, ramos direito e esquerdo,
localizado no septo ventricular, e das fibras de Purkinje presentes no apice e na base
ventricular, tendo como consequéncia provavel a contragdo dos ventriculos. A
despolarizacao ventricular resultou, portanto, nas trés ondas denominadas de complexo
QRS, decorrentes da despolarizacdo do septo, do 4pice e da base ventricular,
respectivamente. Registrou-se, também, uma linha de base isoelétrica apés o complexo
QRS (segmento ST) durante a qual ocorreu a sistole ventricular. Em seguida, verificou-se a
repolarizacao ventricular originando a onda T e, a seguir, a diastole ventricular. A
repolarizacao ventricular ocorreu do epicardio para o endocardio, contrariamente ao sentido
da despolarizacao, gerando onda T assimétrica e positiva porque a regiao do ventriculo que
repolarizou inicialmente foi o epicardio que havia acabado de despolarizar. A repolarizacao
atrial nao foi registrada pelo ECG, pois aconteceu simultaneamente a despolariza¢ao

ventricular, sendo mascarada por esse evento elétrico de maior voltagem. Finalmente, foi
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registrado o intervalo QT, periodo que compreendeu toda a atividade elétrica venricular
(despolarizacdo e repolarizacdo), o qual foi corrigido pela frequéncia cardiaca (QTc),
segundo a férmula de Bazett (QTc = QT/VRR). Dessa forma, o ECG dos grupos CO e MEL
apresentaram-se dentro dos aspectos de normalidade caracteristicos da espécie em estudo.

Entretanto, o grupo MCT mostrou significativas alteracbes em relacdo ao grupo
controle. De forma geral, observaram-se sinais evidentes de: a) sobrecarga ventricular
direita: presenca de onda P pulmonale, ou seja, apiculada e com aumento da amplitude; b)
bloqueio de ramo direito: complexo QRS com entalhe e com maior duragdo, onda R com
menor amplitude e onda S profunda; c) alteracao na repolarizacao ventricular: C)
infradesnivelamento do segmento ST e inversao da onda T (negativa) indicativa de isquemia
subepicardica; d) prolongamento do intervalo QT: indicacao de risco de morte subita.

Por outro lado, a administracdo de melatonina promoveu: a) reducao da amplitude
da onda P indicando diminuicdo da sobrecarga atrial direita; b) melhora na conducao
elétrica ventricular devido a auséncia do bloqueio de ramo direito (QRS sem entalhe); c)
melhora na irrigacao do miocardio indicada pela onda T positiva (auséncia de sinais
isquémicos); d) reducao do risco de morte subita (reducédo do prolongamento do intervalo

QT).

IV.f.1. Intervalo RR e Frequéncia cardiaca

A literatura consultada apresentou resultados antagbnicos com relacao aos efeitos da
monocrotalina sobre a frequéncia cardiaca.

Dessa forma, Seyfarth et al., (2000) e Leineweber et al., (2003) observaram, em ratos
portadores de HAP induzida por monocrotalina, diminuicdo do niumero de receptores alfa e
beta adrenérgicos, principalmente no ventriculo direito, reduzindo a resposta dos tecidos

cardiovasculares a substancias agonistas simpéticas. Ahmed et al, (2014), também
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verificaram reducdo da frequéncia cardiaca em animais com hipertensdo pulmonar, 21 dias
apds a administracdo de monocrotalina.

A figura 8 apresenta os resultados referentes ao intervalo RR e a frequéncia cardiaca
dos animais dos animais dos grupos experimentais.

Nossos resultados mostraram que, com relagéo a frequéncia cardiaca, os grupos CO
e MEL apresentaram ritmo sinusal ndo diferindo entre si nos periodos estudados. Por outro
lado, verificamos, neste experimento, aumento significativo da frequéncia cardiaca no grupo
MCT, em relacdao ao controle normal (CO), fato confirmado, também, pela reducdo do
intervalo RR.

Assim, nossos resultados estao de acordo com Sanyal et al., (2012), os quais também
verificaram aumento da frequéncia cardiaca 4 semanas apds a dose unica de monocrotalina,
mantendo-se elevada durante todo o periodo experimental, atribuindo esse fato, dentre
outros fatores, a degeneracdo pré sinaptica vagal promovida pela acdo téxica da
monocrotalina.

Ainda, os autores também verificaram, além do aumento da frequéncia, hipertrofia
ventricular direita e provavel insuficiéncia cardiaca nos animais portadores de HAP, de modo
similar aos nossos resultados descritos anteriormente. Segundo Usui et al., (2006), animais
com HAP apresentaram aumento dos niveis plasmaticos de substancias excitatoérias da
funcdo cardiaca, como noradrenalina e angiotensina I, o que pode ter provocado o efeito
cronotrépico positivo observado nos animais do grupo MCT, ao final de 30 dias de

experimento.
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Figura 8. Intervalo RR e Frequéncia Cardiaca batimentos/minuto (bpm), Grupos controle

(CO), controle melatonina (MEL), monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina
(MCT+MEL). Resultados expressos como média + desvio padrdo. ANOVA seguida de
Tukey; (p < 0,05): (a) CO X MEL, (b) CO X MCT, (c) MCT+MEL X MCT; (ns) nao
significativo; (n = 5).

Acreditamos que os resultados relativos a frequéncia cardiaca do grupo MCT podem
ter sido consequente, pelo menos em parte, ao tempo de duragcédo do experimento, uma vez

que nossos animais foram submetidos a eutanasia 28 dias ap6s a administragdo da
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monocrotalina possibilitando, portanto, maior tempo para que a essa substancia exerca seus
efeitos téxicos tanto sobre o coracdo quanto no controle autonémico cardiaco.

Assim, nossos resultados sao corroborados por Sanyal et al, (2012), os quais
observaram encurtamento do intervalo RR e, consequentemente, aumento na frequéncia
cardiaca a partir de 4 semanas ap6s a administracdo da MCT, mantendo-se a frequéncia
elevada durante todo o periodo experimental. Os autores atribuiram tais resultados a
predomindncia da acdo simpatica sobre o coracdo, em detrimento do controle
parassimpatico, devido aos efeitos sistémicos tdéxicos da monocrotalina. Avaliaremos essa
possibilidade ao discutirmos os resultados da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca.

Quanto aos animais dos grupos tratados com melatonina (MEL e MCT+MEL),
observou-se aumento do intervalo RR em relacdo ao MCT, ou seja restabeleceu o intervalo
RR e, consequentemente, redugdo significativa da frequéncia cardiaca devido,
provavelmente, a diminuicdo da acao simpatica proporcionada pela melatonina nesse grupo
experimental.

Nossos resultados estdo de acordo com Nishiyama et al., (2001), Ray (2003) e
Sanchez-Hidalgo (2009), os quais também observaram modulacdo da frequéncia em
animais tratados com melatonina, em diferentes modelos experimentais. Acreditamos que
esse efeito foi devido, provavelmente, a reducéo da atividade simpatica no nodo sinoatrial
promovida por essa indolamina.

A atividade marca-passo no nodo sinoatral € altamente controlada pelo sistema
nervoso autdbnomo, com a aceleracdo ou desaceleracao sob estimulacao simpatica ou
parassimpatica, respectivamente. Esta regulacdo autondmica, segundo DiFrancesco (2010),
esta diretamente relacionada com a modulacao intracelular do monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc), o qual encontra-se associado aos canais ativados durante a

hiperpolarizacdo sensiveis ao AMP-c (HCN). Esses canais produzem a “corrente funny’,
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responsaveis pelo influxo de Na* e K* contribuindo para a atividade marcapasso espontanea
do nodo sinoatrial. Ainda, devemos considerar que a sintese de AMP-c é dependente da
producéo da Proteina Quinase A (PKA), a qual, por sua vez, é necessaria para a sinalizagao
dos receptores beta adrenérgicos nos canais HCN do nodo sinoatrial permitindo, portanto, a
modulacao simpatica sobre a frequéncia cardiaca (St. Clair et al., 2013).

Sabendo que a atividade da PKA é necesséaria para a regulacdo simpatica da
“corrente funny’ podendo fosforilar diretamente os canais HCN4 do nodo sinoatrial e, assim,
permitir a modulagdo noradrenérgica sobre a frequéncia cardiaca (Liao et al, 2011),
decidimos avaliar a hip6tese de que a PKA pode regular os canais HCN4 do nodo sinoatrial.

A figura 9 mostra a atividade da PKA no tecido cardiaco dos animais dos grupos
experimentais. Pode-se observar que a melatonina reduziu a atividade da PKA tanto nos
animais controle quanto no grupo MCT, contribuindo, pelo menos em parte, para a reducao
da frequéncia cardiaca observada nos grupos tratados com melatonina.

Liao et al, (2010), também demonstraram que a inibicdo da PKA reduziu
significativamente a capacidade de agonistas beta adrenérgicos ativarem a “corrente funny”
em midcitos de camundongos, porém os autores nao utilizaram a melatonina nos
procedimentos experimentais. Portanto, esses dados sugerem que a expressao dos canais
HCN4 presente nas células marcapasso do coracdo pode ser regulada pela PKA,
levantando a possibilidade desse mecanismo contribuir para a regulacdo simpatica da
frequéncia cardiaca. Deve ser destacado, também, que a melatonina circulante pode
diminuir a frequéncia cardiaca, modulando, dentre outros fatores, a agcdo do reflexo
baroceptor no controle da atividade cronotropica. Esse efeito pode ser mediado por
receptores de melatonina localizados na area postrema, localizada fora da barreira
hematoencefélica, constituindo-se numa “janela” para a detecgcao dos niveis plasmaticos de

melatonina (Campos et al., 2013).
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Figura 9. Quantificacao da PKA dos ratos dos grupos controle (CO), controle melatonina
(MEL), monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina (MCT+MEL). Resultados
expressos como média + desvio padrao. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) CO X MEL,
(b) CO X MCT, (¢) MCT+MEL X MCT; (ns) nao significativo; (n = 5).

Como o reflexo baroceptor requer, necessariamente, a participagdo do sistema
nervoso simpatico e parassimpatico para a regulacdo da atividade cardiaca, justifica-se a
analise que faremos da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) como método indireto
da avaliacdo da funcao autonémica sobre o coragéo, além da determinacao dos niveis das
concentragdes teciduais da proteina quinase dependente de AMP-c (PKA), como proteina

envolvida na resposta das células do nodo sinoatrial ao estimulo simpatico.

IV.f.2. Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC)

O coragao € um 6rgao que apresenta células capazes de gerar potenciais de acao,
responsaveis pelo estabelecimento da frequéncia cardiaca cujo controle é feito, em parte
pelo Sistema Nervoso Autébnomo (SNA). Este por sua vez esta dividido em uma area

simpatica que atua sobre as estruturas auto excitaveis e o miocardio e uma parassimpatica
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cuja atuacado se manifesta, principalmente, sobre o né sinoatrial. Dessa forma, a acao
simpatica promove o0 aumento da frequéncia cardiaca enquanto a parassimpatica promove a
sua diminuigdo. Por essa razado, modificacdes na frequéncia cardiaca sao esperadas como
respostas normais do organismo a estimulos fisiolégicos e ambientais tais como: respiracao,
exercicio fisico, estresse, alteracbes hemodindmicas, metabdlicas, sono e desordens
induzidas por doencas. A descoberta da relacdo entre o sistema nervoso autbnomo e
mortalidade por doencas cardiovasculares tornaram necessdaria a realizacdo de estudos
acerca do aumento da atividade simpatica e reducao da atividade parassimpatica, condicao
essa encontrada em diversas doencas do sistema cardiovascular, e 0 desenvolvimento de
marcadores quantitativos da atividade autonémica cardiaca, destacando-se a Variabilidade
da Frequéncia Cardiaca (VFC). A VFC compreende as oscilacoes entre os intervalos RR
dos batimentos cardiacos que refletem as modificacbes resultantes da atuacdo do SNA
sobre o comportamento da frequéncia cardiaca (Task Force of the European Society of
Cardiology, 1996; Rajendra et al.,, 2006). Por ser uma ferramenta ndo invasiva e de facil
utilizacao teve seu uso largamente difundido, porém por apresentar diversos indices a sua
compreensao é complexa, apesar da aparente facilidade na sua utilizacdo. A grande
quantidade de trabalhos realizados e a complexidade apresentada na analise dos seus
indices incentivou a Sociedade Europeia de Cardiologia e Sociedade Americana de
Estimulacdo Cardiaca e Eletrofisiologia formarem uma forca tarefa com o objetivo de
padronizar a nomenclatura utilizada, os seus indices e seus métodos de mensuragao. Apos
sua padronizacao tornou-se uma ferramenta que tem se mostrado eficiente na anélise da
funcdo autond6mica cardiaca em individuos saudaveis, atletas além de portadores de
diversas doencas (Mark et al., 2011).

Dessa forma, uma alta variabilidade da frequéncia cardiaca é indicativa do

funcionamento normal do sistema nervoso autbnomo, sendo capaz de variar a frequéncia
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dos batimentos cardiacos adaptando, dessa forma, o sistema cardiovascular, momento a
momento, as mais diversas situacdes. Por outro lado, a baixa variabilidade indica prejuizo da
atividade autonémica em funcédo, por exemplo, de uma doenca que esteja acometendo o
organismo ou que ainda ira se manifestar (Nussinovitch et al., 2011)

A analise no dominio do tempo reflete a atividade autonémica de maneira global, ou
seja, se ela apresenta alguma alteragdo ou nao e, dentre as varidveis que podem ser
avaliadas, utilizaremos a RMSSD (raiz quadrada da média dos quadrados das diferencas
entre intervalos R-R normais sucessivos), que avalia o sistema nervoso autbnomo como um
todo, porém com énfase a atividade parassimpatica. A analise do poder espectral permite a
caracterizacao quantitativa e qualitativa, individualizada e simultdnea, em termos absolutos e
relativos, das atividades simpatica e parassimpatica cardiacas, por meio das frequéncias das
ondas e suas respectivas origens fisioldégicas, das quais avaliaremos:

a) componente de baixa frequéncia — (LF, low frequency) — (0,04 a 0,15Hz) — mediado pelo
reflexo barorreceptor, com influéncias mistas do simpatico e parassimpatico, porém com
énfase ao Sist. Nervoso simpatico.

b) componente de alta frequéncia — (HF, high frequency) — (0,15 a 0,40Hz) — indicadora de
tbnus vagal, expressa a influéncia parassimpatica sobre o né sinusal e frequéncia
respiratéria.

c) relacao LF/HF — expresséao o equilibrio simpatovagal sobre a atividade cardiaca.

A figura 10 apresenta os dados referentes a Variabilidade da Frequéncia Cardiaca
dos grupos experimentais.

Nossos resultados mostraram que os animais do grupo MCT apresentaram reducgao
da VFC, uma vez que os valores do indice RMSSD foram significativamente reduzidos,
indicando provavel prejuizo do controle parassimpatico. De fato, observou-se reducao

significativa do indice HF, relativo a atividade parassimpatica, e aumento significativo dos
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valores de LF e da relacdo LF/HF evidenciando predominancia da atividade simpatica sobre
a parassimpatica associada a baixa VFC.

Portanto, o presente trabalho mostrou uma relacao direta entre a doenga cardiaca
direita causada pela hipertrofia ventricular e a disfuncdo do sistema nervoso autondémico,
nos animais do grupo MCT, os quais apresentaram reducao significativa da VFC, Dessa
forma, podemos inferir que a doenga cardiaca induzida pela monocrotalina esta diretamente
relacionada ao prejuizo da fungao parassimpatica nos animais do grupo MCT, fato que pode
estar associado a severidade da doencga (Wensel et al., 2009).

Nossos resultados estao de acordo com Sanyal e Ono (2002) e Sanyal et al., (2012),
que também observaram acentuada diminuicdo da VFC com reducgao similar nos valores HF
e relacao LF/HF, em ratos e humanos, respectivamente, portadores de hipertensao arterial
pulmonar.

Entretanto, de acordo com Maarman et al., (2014) a administracdo de melatonina,
devido a sua acao antioxidante, reduziu a hipertrofia ventricular direita melhorando diversos
parametros cardiovasculares, como discutido anteriormente, preservando a funcao
autondmica sobre o coracao, refletindo no maior equilibrio da relacdo simpatovagal (LF/HF)
proporcionando, assim, maior variabilidade da frequéncia cardiaca nos animais do grupo
MCT+MEL, em relacdo ao grupo de ratos portadores de hipertensdo arterial pulmonar

induzida por monocrotalina
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Figura 10. Variabilidade da Frequéncia Cardiaca determinada no dominio do tempo
(RMSSD - raiz quadrada da média dos quadrados das diferengas entre intervalos R-R
normais sucessivos) e no dominio da frequéncia (LF — componente de baixa frequéncia;
HF — componente de alta frequéncia; LF/HF (indice de relagcdo simpatovagal sobre o
coracdo). Grupos controle (CO), controle melatonina (MEL), monocrotalina (MCT) e
monocrotalina + melatonina (MCT+MEL). Resultados expressos como média + desvio
padrdo. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) CO X MEL, (b) CO X MCT, (c)
MCT+MEL X MCT; (ns) nao significativo; (n = 5).
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1IV.1.3. Onda P.

A figura 11 apresenta os dados relativos a amplitude da onda P do registro
eletrocardiografico dos grupos experimentais. Foi observado aumento na amplitude da onda
P nos animais do grupo MCT, em relacédo ao grupo controle normal (CO).

Essa alteracdo eletrocardiografica € representativa do quadro de hipertensao
pulmonar, sendo denominada onda P “pulmonale”, termo empregado para descrever o
comprometimento do ventriculo direito consequente de uma desordem pulmonar como, por
exemplo, a hipertensao arterial pulmonar, dentre outras causas.

Pelo fato da melatonina ter exercido efeito protetor contra o estresse oxidativo
induzido pela monocrotalina, essa alteracdo na onda P foi revertida pelo tratamento com
melatonina (grupo MEL+MCT), sendo compativel com menor sobrecarga ao lado direito do
coragao. Portanto, o tratamento com melatonina melhorou significativamente a funcéo atrial
direita, melhorando, provavelmente, a pré-carga e, consequentemente, o enchimento
ventricular, o débito cardiaco e a perfusao tecidual, como pretendemos demonstrar, mais
adiante, pela avaliacao dos parametros hemodinamicos ventriculares.

. Essa alteracdo na onda P indicativa de disfungao atrial e ventricular direita pode ser
acompanhada por outras anomalias eletrocardiograficas, tais como QRS de baixa amplitude
em varias derivacoes e modificacdo na morfologia da onda T, decorrentes de alteragdes no

processo de despolarizacao e repolarizagao ventricular.
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Figura 11. Amplitude da onda P dos ratos dos grupos controle (CO), controle melatonina
(MEL), monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina (MCT+MEL). Resultados
expressos como média + desvio padrao. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) CO X MEL,
(b) CO X MCT, (¢) MCT+MEL X MCT; (ns) nao significativo; (n = 5).

A figura 12 apresenta a amplitude da onda R dos animais dos grupos experimentais.
De fato, observou-se reducao significativa na amplitude de R nos animais com hipertensao
arterial pulmonar (grupo MC). A baixa voltagem esta relacionada a presenca do derrame
pericardico ou a grave deterioracao na funcao ventricular (Wynne and Braunwald, 1997),
decorrente dos efeitos deletérios da hipertensao arterial pulmonar ao sistema de excitacao e
cardiaca dos animais do grupo MCT.

Nossos resultados séo corroborados por Henkens et al., (2007), os quais ponderaram
que alteracoes na magnitude do QRS podem ser explicadas pelo prejuizo da ativacao
ventricular direita, contribuindo negativamente para a atividade despolarizante ventricular.
Por outro lado, a melatonina preveniu as alteragdes na amplitude do complexo QRS,

atenuando as altera¢des no coragao induzidas pela hipertensao arterial pulmonar.
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Figura 12. Amplitude da onda R dos ratos dos grupos controle (CO), controle melatonina
(MEL), monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina (MCT+MEL). Resultados
expressos como média + desvio padrao. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) CO X MEL,
(b) CO X MCT, (¢) MCT+MEL X MCT; (ns) nao significativo; (n = 5).

A figura 13 apresenta a duracdo do complexo QRS dos animais dos grupos
experimentais. Observou-se que a monocrotalina retardou significativamente a duracao da
ativagao ventricular devido, provavelmente, ao maior tempo necessario para despolarizar a
maior massa ventricular verificada no grupo MCT. A hipertrofia, principalmente do ventriculo
direito, foi desenvolvida, como visto anteriormente, pela sobrecarga imposta ao lado direito
do coragao devido ao aumento da resisténcia dos vasos pulmonares ao fluxo sanguineo nos

animais portadores de hipertensao arterial pulmonar (grupo MCT).
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Figura 13. Duracao complexo QRS dos ratos dos grupos controle (CO), controle melatonina
(MEL), monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina (MCT+MEL). Resultados
expressos como média + desvio padrao. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) CO X MEL,
(b) CO X MCT, (¢) MCT+MEL X MCT; (ns) nao significativo; (n = 5).

Nossos resultados estdo de acordo com Ahmed et al, (2014), os quais também
verificaram aumento da duracdo do complexo QRS em ratos com hipertensao arterial
pulmonar induzida por monocrotalina.

A figura 14 apresenta a amplitude da onda T dos animais dos grupos experimentais.
Observou-se que a hipertensao arterial pulmonar induziu a presenca de onda T negativa
indicativa de isquemia epicardica, outra caracteristica dessa doenga, como consequéncia de
alteragcbes no processo de repolarizagdo decorrentes da hipertrofia e da inflamacao
ventricular. A isquemia, por sua vez, proporciona alto risco de infarto do miocardio. Por outro
lado a administracdo de melatonina (grupo MCT+MEL) reverteu esse processo atenuando

os efeitos prejudiciais da HAP na atividade elétrica ventricular.

80



Amplitudeonda T

ns c
-1
S _
g 0.00
S
=
= -0.05-
b
-0-10 1 ] ] 1
o N A N
\&o

Figura 14. Amplitude da onda T dos ratos dos grupos controle (CO), controle melatonina
(MEL), monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina (MCT+MEL). Resultados
expressos como média + desvio padrao. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) CO X MEL,
(b) CO X MCT, (¢) MCT+MEL X MCT; (ns) nao significativo; (n = 5).

Assim, a lentificacdo na conducdao intraventricular do potencial de acdo consequente a
hipertrofia cardiaca foi responsavel pelo aumento da duracdo do complexo QRS,
promovendo, assim, aumento significativo na duragdo dos intervalos QT e QTc (QT corrigido
pela frequéncia cardiaca) do ECG, os quais compreendem a despolarizacdo e a
repolarizacao ventricular (figura 15).

O prolongamento significativo dos intervalos QT e QTc do grupo MCT, predispos
esses animais ao risco de morte subita por fibrilagdo ventricular. De fato, Satoh et al., (2004),

atribuiram a hipertensao pulmonar as alteracoes cardiacas responsaveis pelo 6bito subito de
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um paciente, embora ndo tenha sido possivel ao autor explicar 0 mecanismo responsavel

pelo prolongamento do intervalo QT.
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Figura 15. Intervalos QT e QTc dos ratos dos grupos controle (CO), controle melatonina (MEL),
monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina (MCT+MEL). Resultados expressos como média *
desvio padrdo. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) CO X MEL, (b) CO X MCT, (¢) MCT+MEL X
MCT; (ns) néo significativo; (n = 5).
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Nossos resultados sao corroborados por Uchino et al., (2008), os quais também
encontraram prolongamento do intervalo QT em ratos tratados com monocrotalina sugerindo
a hipétese de alteracdes no funcionamento de canais voltagem-dependentes responsaveis
pelo influxo de sédio e de canais transitérios de potassio pelos quais ocorre o efluxo desse
ion. Rich et al. (2013), também verificaram que o intervalo QTc esta diretamente
correlacionado com o aumento do volume diastélico final do ventriculo direito e inversamente
com a fracdo de ejecao do mesmo ventriculo. Os autores concluiram que o prolongamento
do intervalo QTc € um indice cardiaco independente preditor de mortalidade em pacientes
portadores de HAP. Sap et al., (2013) e Ryan and Archer (2014), também observaram
aumento do risco de arritmias atriais e ventriculares decorrentes do prolongamento do
intervalo QT, em pacientes com HAP.

Por outro lado, melatonina reduziu significativamente o aumento do intervalo QT dos
animais tratados com monocrotalina, em concordancia com 0s demais parametros
eletrocardiograficos observados neste experimento que apontam para uma acao
cardioprotetora da melatonina.

Assim, a melatonina proporcionou nos animais do grupo MCT+MEL, menor grau de
hipertrofia ventricular o que acarretou em reducédo do prolongamento dos intervalos QT e
QTc diminuindo o risco de morte subita decorrente das alteracoes cardiacas desencadeadas
pela hipertenséo arterial pulmonar.

A figura 16 apresenta as caracteristicas do segmento ST dos animais dos grupos

experimentais.
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Figura 16. Segmento ST dos ratos dos grupos controle (CO), controle melatonina (MEL),
monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina (MCT+MEL). Resultados expressos
como média * desvio padrao. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) CO X MEL, (b) CO
X MCT, (e¢) MCT+MEL X MCT, (ns) nao significativo; (n = 5).

O desenvolvimento de depressdo no segmento ST, observada no grupo MCT,
representa um retardo na repolarizacao ventricular, o qual poderia ser decorrente da agao
téxica da monocrotalina no coragao ou da deficiéncia na conducgao elétrica cardiaco, como
sugerido pelo aumento da duracao do complexo QRS decorrente.

Alteracdes do segmento ST sdo frequentemente associadas com isquemia, estresse
oxidante ou hipertrofia ventricular em seres humanos (Mehdi S. Hazari et al., 2009). De fato,
a hipertrofia ventricular direita, decorrente de processos mal adaptativos do coragado, pode

promover rarefacdo dos capilares ventriculares ou reducdo da pressdo de perfusdo das

84



artérias coronarias desenvolvendo, assim, um processo isquémico ventricular (Ryan e
Archer, 2014).

Johnston et al., (1981); Osborne (1981) e Lanca (1981), afirmaram que as mesmas
condicbes que causam alteracbes do segmento ST no ECG humano, isquemia, por
exemplo, também causam mudancas correspondentes no ECG de rato. Dessa forma,
depressdo do segmento ST e alteragdes na morfologia da onda T sédo alteracées agudas
que podem ser indicativos de isquemia e aumento do risco de infarto do miocardio (Alpert et
al., 2008). Este achado eletrocardiografico tem fundamental importancia na classificacdo das
sindromes coronarianas agudas e reflete o fenémeno fisiopatol6gico subjacente; ou seja,
lesbes subtotais causando correntes de lesdo subendocéardica determinam o
infradesnivelamento do segmento ST, enquanto eoclusées agudas gerando isquemia
transmural causam o supradesnivelamento do segmento ST.

Por outro lado, o tratamento com melatonina diminuiu a depressao do segmento ST,
indicando provavel redugdo do quadro isquémico e consequente melhora na perfusédo
cardiaca, ou seja, promoveu aumento do diametro das artérias.

Nossos resultados sdo corroborados por Grossini et al., (2011), os quais verificaram,
em porcos anestesiados, que a administracdo intracoronariana de melatonina promoveu
aumento tanto do fluxo sanguineo nas artérias corondrias quanto da contratilidade cardiaca,
efeitos mediados por receptores melatoninérgicos, liberacdo de O6xido nitrico (NO) e
receptores (-adrenérgicos cardiacos. Ainda, Gégenur et al., (2014), verificaram significativa
reducao da morbidade em pacientes com isquemia cardiaca tratados com melatonina. Esses
pacientes apresentaram reducao das alteracbes do segmento ST, utilizado como marcador
de doenca cardiaca isquémica, como resultado da menor ocorréncia de isquemia

miocardica, apos cirurgia reparadora de aneurisma na aorta abdominal.

85



IV.g. Parametros Hemodinamicos Arteriais e Ventriculares.

A figura 17 apresenta os resultados das pressdes arteriais sistolica, diastolica e média

dos grupos experimentais.
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Figura 17. Pressao Arterial Sistdlica (A), Diastdlica (B) e Média (C) dos ratos dos grupos
controle (CO), controle melatonina (MEL), monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina
(MCT+MEL). Resultados expressos como média + desvio padrdo. ANOVA seguida de Tukey; (p <
0,05): (a) CO X MEL, (b) CO X MCT, (¢) MCT+MEL X MCT, (ns) nao significativo; (n = 5).
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Nossos resultados estdo de acordo com Ahmed et al., (2014), os quais também
encontraram reducao nos valores da pressao arterial sistélica, diastélica e média em animais
com HAP induzida por monocrotalina.

Por outro lado, o tratamento com melatonina preveniu tais alteracées pressoéricas
devido a acao cardioprotetora dessa substancia garantindo, portanto, a manutencdo de uma
perfusado tecidual adequada ao grupo MCT+MEL.

A figura 18 apresenta os valores ventriculares da Dpdt-max e da Dpdt-min, permitindo

a avaliacao das funcgdes sistolica e diastélica ventriculares, respectivamente.
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Figura 18. Maxima dP/dt e Minima Dpdt dos ratos dos grupos controle (CO), controle
melatonina (MEL), monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina (MCT+MELResultados
expressos como média + desvio padrao. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) CO X MEL,
(b) CO X MCT, (¢) MCT+MEL X MCT, (ns) nao significativo; (n = 5).
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A figura 19 apresenta os dados relativos ao indice Tau, o qual se aplica a propriedade

lusitrépica ventricular.
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Figura 19. indice TAU dos ratos dos grupos controle (CO), controle melatonina
(MEL), monocrotalina (MCT) e monocrotalina + melatonina (MCT+MEL) Resultados
expressos como média * desvio padrao. ANOVA seguida de Tukey; (p < 0,05): (a) CO
X MEL, (b) CO X MCT, (¢) MCT+MEL X MCT, (ns) nao significativo; (n = 5).

Observamos no presente trabalho que tanto a atividade sistélica (Dpdt-max) quanto a
diastélica (Dpdt-min) foram significativamente prejudicadas no grupo MCT devido a acao
deletéria da hipertensdo arterial pulmonar induzida por monocrotalina ao coragdo, com
comprometimento, também, da capacidade de relaxamento do musculo cardiaco (Tau). Tais
fatores foram determinantes para a redugdo da pressdo arterial média prejudicando,
consequentemente, a perfuséo tecidual dos animais do grupo MCT.

Nossos resultados estdo de acordo com Akhavein et al., (2007), os quais verificaram

reducdo tanto da funcéo sistdlica ventricular esquerda (Dpdt max) quanto da funcéo
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diastélica (Dpdt min), em ratos com hipertensdo arterial pulmonar induzida por
monocrotalina. Os autores consideraram que o prejuizo na funcdo ventricular foi devido a
acao toxica direta da monocrotalina no tecido cardiaco, promovendo infiltracao inflamatéria e
estreitamento do diametro interno das artérias coronarias prejudicando, dessa forma, o fluxo
sanguineo ao miocéardio. Esses resultados sdo semelhantes aos observados em nosso
experimento, como discutido anteriormente. Além do efeito téxico direto, a hipertenséao
arterial sistémica ou pulmonar, através das suas diversas repercussées no sistema
cardiovascular, contribuiu também de forma significativa para o prejuizo da funcao diastélica
do ventriculo esquerdo verificada no grupo MCT.

Entretanto, o tratamento com melatonina preservou as propriedades inotrépicas e
lusitrépicas ventriculares permitindo, provavelmente, um melhor débito cardiaco, refletindo

na manutencao dos valores pressoricos arteriais proximos da normalidade.
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V. CONCLUSAO

A administragdo de monocrotalina aumentou acentuadamente o estresse oxidativo
repercutindo em alteragdes estruturais e bioquimicas que comprometeram o funcionamento
do sistema cardiovascular desses animais. Tais fatos ocorreram tanto pela acao téxica direta
da monocrotalina no tecido cardiaco, quanto pelas consequéncias decorrentes da
hipertensao arterial pulmonar induzida por esse alcaloide.

Por outro lado, o tratamento com melatonina, aumentando as defesas enzimaticas
antioxidantes, atenuou os efeitos deletérios sobre o sistema cardiovasculares induzidos,
tanto pela acao direta da monocrotalina quanto pelas alteracbes secundarias a hipertensao
arterial pulmonar promovida por esse alcaldide. Assim, melatonina pode representar uma

nova abordagem terapéutica no tratamento da hipertensao arterial pulmonar.
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Abstract.
Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a disease characterized by increased

pulmonary vascular resistance, and impairs alveolar gas exchange and cardiac function.
Melatonin has vasorelaxant action antioxidant activity at both physiological and
pharmacological concentrations. The objective of this study was to evaluate the effect of
melatonin on the lung artery contractile response, activity of antioxidant enzymes, including
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GSH-Px) in the
lung samples, concentratios of malondialdehyde (MDA) as a lipid peroxidation biomarker,
and pulmonary histology in monocrotaline-induced rats. Male Wistar rats weighing
approximately 250g were fed a commercial diet and water ad libitum in the Animal
Department of Structural and Functional Biology of Institute of Biology - Unicamp, in a
temperature of 20 £ 2T and light / dark cycle of 12:00. The animals were distributed into four
experimental groups (n = 5): CO (control), MEL (melatonin), MCT (monocrotaline),
MCT+MEL (monocrotaline plus melatonin). PAH was induced by administration of single
dose of monocrotaline (60 mg / kg, i.p.) on the first day of the experiment. Melatonin (15 mg /
kg, i.p.) was administered daily for 28 days trial period. The animals were euthanized by deep
anesthesia (Ketamine 100 mg / kg + xylazine 7 mg / kg body weight, i.m.) was withdrawn
from the pulmonary artery to obtain vascular rings in vitro, under stimulation of different
concentrations of noradrenaline the presence or absence of melatonin (10™*M). Were also
obtained, histological sections of lung tissue stained with hematoxylin-eosin for qualitative
and quantitative analysis. The results showed that melatonin significantly reduced the
contractile response of pulmonary artery in MCT+MEL group to maximum response of
vascular reactivity to norepinephrine. Furthermore, melatonin increased enzymatic activity of
the SOD, CAT, and GS-Px in lung and decreased MDA levels in the serum of PAH rats.
Consequently, melatonin also increased the diameter of the pre-acinar artery and pulmonary
alveolar area in MCT+MEL group. In conclusion, melatonin showed protective effect
attenuating the deleterious effects oxidative damage of pulmonary arterial hypertension
induced by monocrotaline.

Key Words - Melatonin, pulmonary histology, monocrotaline, vascular reactivity, rats.
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Background
Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a clinical and hemodynamic syndrome,

which results in increased vascular resistance in circulation, usually by blending
mechanisms, involving vasoconstriction and remodeling of the arteriolar wall (9). PAH is
characterized histopathologically by angioproliferative plexiform lesions of endothelial cells,
proliferation and thickening of vascular smooth muscle cells, with an incidence of
approximately two to five people / million per year. The relationship between the sexes is the
ratio of two women / one man with 37 years old on average (29) , survival rate at 1, 3 and 5
years receiving medical treatment, with 68%, 48% and 34%, respectively (35). In severe and
untreated cases significant mortality has been observed in 2.5 years (34). Formation and
remodeling of the mammalian heart involves a complex program of cell growth whose
functional demand is offset by hyperplastic increase in ventricular size. Hypertrophy is
established in response to increasing hemodynamic load on the body or in response to
increased physiological demand.

The main factor related to the pathophysiology of PAH is endothelial dysfunction, with
increased production and release of vasoconstrictors such as endothelin 1 (ET1) (10, 11),
thromboxane A, (TX.), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) and consequent
decreased production and release of vasodilator substances such as nitric oxide (NO) and
prostacyclin (PGly) and action of acetylcholine (ACh). In stage heart failure, PAH decreases
the positive inotropic effect right heart (37), and there is an increased concentration of
noradrenaline (NA), resulting in a reduction of the maximum response as a result of
prolonged exposure to high concentrations cardiac receptors that neurotransmitter (38).

Thus, regulation of pulmonary vascular tone is multifactorial and involves a complex
balance of vasoconstrictor and vasodilator factors, the release of growth of different cell types
that interact with autocrine and paracrine pathways factors. Hypoxia is a key regulatory this
interaction in the pulmonary vasculature and exposure to hypoxia leads to adaptive
responses affecting all layers of the vascular wall lung (18). These results in pulmonary
vascular remodeling leading to the development of pulmonary arterial hypertension (19).
Although the etiology of PAH is diverse and multifactorial, the underlying pathophysiology are
common among its various forms. Endothelial dysfunction, excessive pulmonary vascular
smooth muscle cell proliferation, hypertrophy, and migration, as well as various degrees of
pulmonary vasoconstriction and inflammation, are major components of the pathobiology of

PAH and therefore represent important targets for current therapies. Vasodilator therapies
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such as prostacyclin (PGly), endothelin (ET-1) receptor antagonists, and phosphodiesterase-
5 (PDE-5) inhibitors, either separate or in combination, are variably successful in slowing
PAH progression and prolonging survival (24).

Melatonin produced by the pineal gland has been studied to be involved in the
regulation of the cardiovascular system (1, 29) in vascular smooth muscle and hence
systemic blood pressure (2, 3). This is due to the presence of membrane receptors (MT1 and
MT2) that belong to the family of seven transmembrane domains coupled to G' receptor
comprises a quinone reductase enzyme Il (MT3) (40; 17) nuclear receptors and protein
receptors. Melatonin can promote vascular relaxation enhancing the effects of serotonin on
the endothelium (25) by increasing nitric oxide (NO) and cyclic guanosine monophosphate
(cGMP) in aorta rings and reducing intracellular calcium concentration of vascular smooth

muscle (40), among other factors.
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Objectives

The objective of this study was to evaluate the effect of melatonin on the contractile
response of pulmonary pre-acinar artery, oxidative stress, and lung histology in rats with
pulmonary arterial hypertension induced by monocrotaline.
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Materials and Methods
1. Animals

The experimental protocol for this study was approved by the Brazilian
Committee for Animal Experimentation (COBEA) and by the Ethics Committee on Animal
Experimentation - CEEA, State University of Campinas - UNICAMP, protocol no. 1647-1.
Male Wistar rats weighing approximately 330 g, placed in collective cages, five animals each,
were fed commercial feed and water ad libitum kept in the animal house of the Physiology
and Biophysics Department of the Institute of Biology and environment temperature of 20 + 2
C and dark/light cycle of 12:00 h. The animals were distributed into four experimental groups
(n=5): CO (control); MEL (control melatonin); MCT (monocrotaline); MCT+MEL
(monocrotaline + melatonin). PAH was induced by a single dose of monocrotaline (60mg/kg,
i.p.) on day of experiment (Acro 's Organics - USA) Melatonin (15 mg / kg, i.p.) was
administered daily for 28 days experimental period (J. Pineal Res. 2003, 35:75-79 by Sigma-
Aldrich Chemicals do Brazil Ltda) . The animals were killed by deep anesthesia (ketamine
100 mg / kg plus xylazine 7 mg / kg body weight, i.m.), and removal of the pulmonary artery
endothelium for obtaining vascular rings "in vitro" under stimulation with different
concentrations of noradrenaline in the presence or absence of melatonin (10™“M). Lung
tissues were excised to calculate tissue wet-to body and wet-to-dry weight ratios, and

samples lung were obtained for determination of activity antioxidative enzymes.

2. Vascular Reactivity
2.1. Obtaining vascular rings

The rats were euthanized under anesthesia depth with ketamine and xylazine (100
mg/kg + 7 mg/kg, i.m.), the pulmonary artery is removed and placed in a petri dish containing
Kreb's buffer. The artery was cleaned of all fat and adherent tissues, cut into 3 mm rings, the
endothelium was kept intact. Each pulmonary artery was divided into two rings: In each
experiment, 3 rats provided six rings. Each ring was mounted on two L-shaped hooks placed
in the organ bath with 20 ml of Kreb's solution which was maintained at 37 ° C, pH 7.4 and
bubbled continuously with a mixture of 95% O, and 5 % CO.. The composition of the Kreb's
buffer (pH 7.4) was the following (mM): NaCl 118, KCI 4.7; CaCl;, 2.5; MgSO4 1.2; KH2PO4
1.2; NaHCO3; 25; Glucose 11.1; Melatonin 15 mg/kg body weight, was initially dissolved in
ethanol (30%) and diluted immediately in Kreb's buffer before use. Arterenol (norepinephrine
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bitartrate) was prepared solution of 2% ascorbic acid and stored at -20 ° C for a maximum of

seven days.

2.2. Preparation of pulmonary artery rings

Vascular rings were tested for response to different concentrations of norepinephrine
(NE) with or without pretreatment with melatonin. Melatonin (10*M) was added to the
organ bath for 20 min before other vasoactive agents (16, 17). Rings were gradually
stretched to reach the voltage half gram (0.5 g) (which represents the resting tension for
obtaining optimal response activity) for a period of forty minutes. During the 30 minute
stabilization buffer was exchanged every 15 min. After washing, the rings were stimulated at
10 minute intervals with 100 ul of 10°M to play NA contraction is completed. The complete
procedure of stabilizing and holding the contraction promoted by NA (10°M) was performed
for each ring before starting the experiment. Before the experiment, a review of all
procedures to be used was performed. For each series of experiments, we used a pulmonary
artery ring animal groups: CO, MEL, MCT and MCT + MEL.

2.3. Experimental procedure

The effect of pretreatment with melatonin on the contractile response of isolated
pulmonary artery rings to norepinephrine was determined. The pulmonary artery rings were
incubated for 20 min. with melatonin (10*M) and cumulative response to (24, 25) contractile
curves to NA were made. The pre-contraction of each ring with NA (1uM) in the stabilization
procedure acts as a control to calculate the contraction of rings in response to NA. To record
the voltages developed an isometric tension transducer Narco Bio-System (F-60 model),
connected to a polygraph four channels Narco Bio-System (model DMP-4, Houston, TX,
USA) was used.

2.4. Obtaining concentration-effect curve

The concentration-effect (CCE) curve for each agonist was obtained by the cumulative
method, with successive increments of 0.5 log units in the molar concentration of agonist.
The maximum response was determined from three successive increasing concentrations of
agonist promoted no higher responses than obtained with the preceding concentration. The
sensitivity of the rings of aorta and pulmonary arteries was assessed by determining the pD2
value of each agonist. This corresponds to the negative logarithm of the molar concentration
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of agonist which causes a response equal to 50% of the maximum response (EC50) in each
experiment. In one CCE each ring was obtained for noradrenaline (107'% - 10*M).

3. Measurements of antioxidative enzymes.

Lung tissues were homogenized in a four-volume of ice-cold Tris-Hcl buffer (pH 7.4)
using a homogenizer after cutting of the lung into small pieces (for 1 minute at 10 000 rpm).
Tissue malondialdehyde (MDA) levels were determined in the homogenates, which were
later centrifuged at 5000 g for 60 minutes to remove debris. Clear upper supernatant fl uid
was taken and assayed for activities of catalase (CAT), glutathione S-transferase (GST), and
myeloperoxidase (MPO). After the supernatant solution was extracted with an equal volume
of ethanol/chloroform mixture (5/3, v/v) and centrifuged at 5000 g for 60 minutes, the upper
ethanol phase was taken and used in the superoxide dismutase (SOD) and protein assays.
The protein measurement was analyzed in homogenates, supernatant and extracted
samples. All antioxidative enzymes indices were determined using a colorimetric assay as

described previously (13, 40).

4. Measurement of Lipid Peroxidation.

Lipid peroxides formation was analyzed by measuring the thiobarbituricacid reacting
substances (TBARS) in the homogenates (36). The samples were added to a catalytic
system of formation of free radicals (FeSO4 0.01mMand ascorbic acid 0.1mM) and then
incubated at 37-C for 30 min. The reaction was stopped with 0.5mL of 10% trichloroacetic
acid, then the samples were centrifuged (3000 rpm/15 min), and the supernatants were
retrieved and mixed with 0.5mL of 0.8% thiobarbituric acid then heated in a boiling water bath
for 15 min and after this period, they were immediately kept cold in a bath of ice. Lipid
peroxidation was determined by the absorbance at 532nm and was expressed as pymol of
malondialdehyde (nMol/mg protein).

5. Histological parameters

Histological sections of the lungs were stained with hematoxylin-eosin and used for
qualitative analysis, which was based on identification of the occurrence of changes in lung
tissue. Qualitative parameters of the pulmonary circulation were analyzed: alveolar
inflammation and edema; cellular injury; vascular changes: vasoconstriction, proliferation of

concentric intima, thrombus. Were also determined areas of the alveolar lumen pre-acinar
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arteries of the lungs and the area of the experimental groups using the Image-Pro Plus
software on optical microscope Leika (magnification 20X).

6. Statistical analysis

Data CCE, Rmax and pD2 values were presented as mean + standard error of the
mean (SEM). A linear regression analysis was used to determine agonist pD2 values . The
concentration-effect curves were done using the software Graph-Pad Prism (Graph Pad
Software, San Diego, CA), with values for response in the absence of agonist equal to zero.
The comparison between the values of the analyzed parameters was performed by analysis
of variance (ANOVA) followed by Tukey test for comparison between groups. In all cases, p

values < 0.05 were accepted as indicative of statistically significant differences.

7. Results and Discussion

MCT-induced pulmonary hypertension relates to the production of reactive oxygen
species (ROS), remodeling of pulmonary arteries and hemodynamic deterioration. These
factors can induce pulmonary morphological and metabolic alterations impairing the whole
organism.
In this study, the table 1 shows a comparison of the morphometric parameters of groups
studied. Compared to the control group, MCT group showed loss of body weight and
increased lung wet, lung wet/dry, and lung/body weights. Our findings are in agreement with
previous reports showing lower final body weight gain in rats treated with MCT (4; 22)
These results can be attributed to increased oxidative stress in rats with pulmonary arterial
hypertension (PAH) induced by monocrotaline. Recent reports have implicated increased
oxidative stress as a mediator in the pathogenesis and the development of PAH (7)
In this study was evaluated the presence of oxidants and anti-oxidants in experimental
pulmonary hypertension. Malondialdehyde (MDA) levels is an index for lipid peroxidation
which is representative cellular injury can be used as an indicator of oxidative stress in cells
and tissues. Thus, monocrotaline increased MDA content of lung tissue in MCT group when
compared with CO group (Table 2).
On the other hand, antioxidant therapy has been effective in the treatment of heart
dysfunction in PAH (30). Thus, melatonin, indoleamine produced by the pineal gland, acts in
several biological processes due to its antioxidant action and potent scavenger of toxic free

radicals (33). Therefore, in this study the treatment with melatonin (MCT+MEL group)
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recovered body weight gain (Table 1) and decreased MDA level (Table 2) probably due to its
antioxidant effect. Thus, melatonin treatment resulted in the lowered of lipid peroxidation,
probably keeping membrane integrity restricting the leakage of activity antioxidants enzymes.
An alteration in free radical formation can be accompanied by compensatory changes in the
activities of the free radical scavenging enzymes. In this study, enzymatic activity assay
showed reduced CAT, SOD, and GSH-Px in lung tissue of MCT rats compared with control.
Biphasic changes in antioxidant enzymes have been described in association with the time
point of sampling during MCT-induced PAH. These changes include an increase in
antioxidant enzymes during hypertrophy stage and a decrease during heart failure stage (12).
In this study, CAT, SOD, and GSH-Px activities were higher in MCT+MEL group rats than in
MCT induced pulmonary hypertensive rats. A similar observation was previously made (16),
showing that CAT, SOD, and GSH-Px activities in the plasma increased obviously in the
MCT-induced hypertensive rats with the use of substances that increase the antioxidative
capacity of rats. Our results also agree with previous study that provided experimental
evidence that melatonin maintained the antioxidant enzyme levels and improved cardiac
performance in an animal model of myocardial infarction (26). Thus, ours results might be a
scientific support to understand the beneficial effects of melatonin in PAH, in which oxidative
stress has long been known to contribute to the pathogenesis.

Pulmonary vascular remodeling is one of the consequences of PAH-induced monocrotaline
in rats. PAH comprises multiple molecular pathways that lead to vasoconstriction of the
pulmonary arteries and increased pulmonary vascular resistance (39). PAH is often
associated with abnormal increased of the smooth muscle cells of the peripheral arteries,
intimal hyperplasia, medial hypertrophy of the large muscular pulmonary arteries, and
inflammatory infiltrates present in plexiform lesions (27).

Thus, monocrotaline administration can induce pre-acinar artery lesions in the lungs of rats
similar to those found in lungs displaying idiopathic PAH (IPAH). Inflammatory cell infiltrates
in the range of affected pulmonary arteries, including macrophages and lymphocytes, have
been reported in IPAH and PAH associated with other conditions (6).

Increased wall thickness of pulmonary arterioles is a key structural feature of MCT-induced
PAH, as evidenced by the remodeling of small pulmonary arteries, vascular cell proliferation
and obliteration of the pulmonary microvasculature (35).

In this study, it was observed that decrease alveolar area and leukocyte infiltration in MCT
group in relation to CO group (Fig 1B; Fig. 2), and quantitative increase in arteriole media

and adventitia thickness in MCT-treated rats compared to control rats (Fig. 3; Fig.4).
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However, MCT+MEL group showed a significant increase in alveolar area in relation to MCT
(Fig. 1D; Fig. 2) as well as reducing the thickness of the tunica media of pre-acinar arteries of
the lung parenchyma (Fig. 3; Fig. 4), suggesting a significant reduction in vascular resistance
lungs, contributing to improve the processes of alveolar gas exchange.

Our results agree with previous studies that also observed thickening of alveolar
septum and the number of alveoli decreased in rats MCT-treated. In the MCT treated group,
the number of infiltrated inflammatory cells was decreased and alveoli were regular in size
the control group (20).

These morphologic alterations induced by monocrotaline can impair vascular reactivity
of pulmonary arteries. In this study, the adrenergic agonist noradrenaline (NA) caused
contraction concentration dependent that reached a maximum at 10 M in pulmonary artery
rings of CO group (Fig. 1A). The NA-induced contraction was significantly reduced in
pulmonary artery rings from monocrotaline (MCT) treated rats compared with control rats
(Fig. 1B), suggesting reduced pulmonary artery reactivity due probably deleterious effects of
monocrotaline in vascular endothelium (5). Thus, monocrotaline can influence the function of
the arteries by direct effect on smooth muscle cells or by modulating the release of mediators
(e.g. adenosine, K+, pH), or by modulation of synthesis of mediators (e.g. prostacyclin, nitric
oxide, endothelin). These cellular changes determine the alterations in vascular tone,
reactivity and resistance which characterize the chronic pulmonary hypertensive state.
Melatonin pre-treatment (107%° M) for 20 min produced a significant decrease of the
contractile response of the intact endothelium pulmonary arterial rings from MEL group rats
as compared with the CO group (Fig. 1A). The presence of melatonin decrease the
contractile response in 10787 M noradrenaline concentrations (Fig. 1D) in MCT+MEL group
rats as compared to MCT group. Therefore, the pre-treatment with melatonin caused
significant attenuation of the NA-induced constriction of pulmonary arterial rings in CO and
MCT+MEL groups. These results are in accordance with numerous previous studies that
showed vasorelaxation in response to melatonin in rat aortic rings (9)

The probable relaxant effect of melatonin can be attributed to increased levels of
endothelial nitric oxide, as well as by preventing oxidation by “kidnapping” of free oxygen
(31). However, because of monocrotaline induce damage in the vascular endothelium,
melatonin may have acted independently of the endothelium, directly on the vascular smooth
muscle by decrease intracellular calcium concentration both by reducing the formation of
inositol triphosphate (IP3), as by blocking the voltage-dependent calcium channels. The

reduction in concentration of available calcium in the cytoplasm can decrease the interactions
134



between contractile proteins of smooth muscle, thus reducing the contractile response to
noradrenaline in the groups pre-treated with melatonin (MEL and MCT+MEL).

The presence of melatoninergic receptors in the pulmonary trunk rats (11), as demonstrated
in the literature (15; 32) reinforces the modulatory role of melatonin on vascular reactivity, as

demonstrated in this study.
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Conclusion

In conclusion, present study demonstrated monocrotaline administration produced
pulmonary lesions in rats. Pulmonary lesions were associated with decreased antioxidant
defense status, histopathological changes and increase of oxidative stress markers
pulmonary. In addition, the present study provided experimental evidence that melatonin
maintained the antioxidant enzyme levels and improved morphometric parameters and lung
histology in rats treated with monocrotaline. This finding might be a scientific support to
understand the beneficial effects of melatonin on protection against pulmonary injury, in
which oxidative stress has long been known to contribute to the pathogenesis of pulmonary
arterial hypertension.
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Table 1. Lung morphometric parameters of control, monocrotaline, and melatonin-treated

rats.

Parameters CO MEL MCT MCT+MEL
Initial body wt (g) 341+9 33616 331 + 11 326 + 10
Final body wt (Q) 395+8 3715 300 + 21a 347 + 16bc
Body weight gain (g) 53+4 407 -14 +17a 13+5bc
Lung wet (g) 1.40+£0.05 1.42+0.06 3.15+0.29a 1.98 +£0.17bc
Lung dry (Q) 0.30+£0.01 0.31+£0.01 0.56+0.08a 0.40 £0.03bc

Lung wet/dry (Q) 458+0.12 449+0.16 5.62+0.5a 4.90+0.15¢c
Lung wet/body (mg/g) 4.16 +0.05 4.19 +0.08 9.12+0.3a 6.04 +0.28bc

Data are mean # SE. Significant Tukey’s post hoc differences compared with controls are
indicated by (P < 0.05): (a) CO X MCT; (b) CO X MCT+MEL; (¢) MEL X MCT+MEL. CO:
control normal; MEL melatonin control; MCT: monocrotaline; MCT+MEL: monocrotaline

treated with melatonin. (n=12)

Table 2. Effects of melatonin (MEL) on malondialdehyde (MDA) and antioxidant enzymes
activities of lung tissues in rats with monocrotaline (MCT) induced pulmonary hypertension.

CO MEL MCT MCT+MEL

CAT (UmL)  5.80+0.63  6.33+0.59 3.09+0.83a 4.73+0.25¢
SOD (U/mL)  219.27+5.13 223.04+7.37 181.47+4.90a  205.79+9.18c
GSH-px (U/mL) 13.3640.31 12.21+1.43  6.17+1.28a  11.62+2.02¢c

MDA 1.47+0.04 1.42+0.07 3.39+0.20a 2.01+£0.17bc
(nmol/mg protein)

Significant Tukey’s (P < 0.05). post hoc differences compared with controls are indicated by a
(CO X MCT); b (CO X MCT+MEL), and ¢ (MCT X MCT+MEL) MCT: monocrotaline; SOD:
superoxide dismutase; GSH-px: glutathione peroxidase; CAT: catalase; MDA
(malondialdehyde). (n=12)
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Figure 1. Qualitative morphometric analysis of effect of treatment with MEL on pulmonary
alveolar remodeling in MCT model of pulmonary arterial hypertension. Images
representatives hematoxylin and eosin-stained lung sections from CO group (A), MCT
group (B), MEL group (C) and MCT+MEL group (D). Total magnification X 20.
Monocrotaline decreased alveolar area and leukocyte infiltation (B). Melatonin increased

alveolar area in MCT+MEL group (D).
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Figure 2. Quantitative morphometric analysis of pulmonary alveolar area. Five rats per
experimental group were analyzed by 2 independent investigators. Alveolar area was
measured and presented as means = SD. (b) Measurements in MCT-treated rats are
significantly different (P< 0.05) from corresponding measurements in control rats (CO). (d)
Measurements in MCT+MEL group are significantly different (P<0.05) from corresponding

measurements in MCT group.
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Figure 3. Effect of treatment with MEL on pulmonary arteriolar remodeling in MCT model
of pulmonary arterial hypertension. Images representatives hematoxylin and eosin-stained
lung sections from CO group (A), MCT group (B), MEL group (C) and MCT+MEL group
(D). Total magnification X 20. Monocrotaline decreased pulmonary artery lumen and due
to increased medial thickness (B). Melatonin increased diameter of the pulmonary artery
lumen in MCT+MEL group (D).
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Figure 4. Quantitative morphometric analysis of wall thickness of pulmonary arterioles
defined as the area occupied by the vessel wall divided by the total cross-sectional
area of the arteriole. Ten pulmonary arterioles (50-100 M diameter) from 5 rats
per experimental group were analyzed by 2 independent investigators. Percent wall
thickness was measured and presented as means = SD. (b) Measurements in MCT-
treated rats are significantly different (P< 0.05) from corresponding measurements in
control rats (CO). (d) Measurements in MCT+MEL group are significantly different

(P<0.05) from corresponding measurements in MCT group.
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Figure 5. Noradrenaline (NA)-induced contraction in pulmonary artery of control, MCT,
MEL and MCT-treated rats with melatonin (MCT+MEL). Pulmonary artery rings were
stimulated with increasing concentrations of NA. The contractile response was measured
and presented in g/force as % of maximum NA contraction. Data represent means + SEM
(n 5). (*) Measurements are significantly different (P <0.05) from corresponding
measurements in control rats.
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onclusion: DPG is an imponant predicior of incomplete dvnamic afterload recovery Post-
PEA. Whether this is related to surgically inaccessible chronic thromboembolic disease or
to a distal vasculopathy is uncertain.
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Melatonin Protects Against Hemodynamic Alterations In Rats With Pulmonary
Arterial Hypertension (Pah) Induced By M li

Luiz Alberto F. Ramos*', Felix G. R Reyes'*, Dora M. Grassi-Kassisse', Miguel A. Areas’
'Biology Structural and Physiology, *Food of Toxicology, State University of Campinas -
Unicamp, Campinas, Brazil

Introduction: Pulmonary Arterial Hypertension (PAH) is characterized by thickening of
vascular smooth muscle cells, affecting the cardio respiratory system. Monocrotaline (MCT)
is an alkaloid and an animal model of PAH in rats by cardiovascular alterations. Melatonin
(MEL) is a hormone produced by pineal gland, can reduce the smooth muscle vascular
tone, and also modulate the hemodynamic parameters.

Objectives: To evaluate the effect of melatonin in the treatment of monocroaline-induced PAH.
Methods: Male Wistar rats (250g.) were divided into four groups: CO (control), MCT
(monocrotaline, MEL (melatonin), five animals per group (n=5). MCT was administered as
asingle dose intraperitoneal (ip) (60mg/Kg ip) to induce PAH. Melatonin was administered
(10mg/Kg ip) during 28 days of experimental period, after this phase, the animals were
anesthetized (ketamin 100mg/Kg. plus xilazine 7mg/Kg intramuscular) to obtain the he-
modvnamic parameters and molecular analysis of the heart. Statistical procedure: Analysis
of Variance (ANOVA) followed by Tukey test for comparison between groups (p<0.05).
Results: Reduced mean arterial pressure (Diastolic pressure, Systolic Pressure); Reduction
the ventricular pressure(max dP/dt, min Dp/dt, Tauw);

Hemodynamic Parameters.
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Conclusion: Melatonin treatment was able to reduce the changes in peripheral resistance
and cardiovascular alterations in rats with PAH.
Reference:
Paulis L., Simko F., Blood Pressure Modulation and Cardiovascular Protection by Mela-
tonin: Potential Mechanisms Behind. Physiol. Res. 56: 671-684, 2007.

Garvan C. Kane, Hilal Maradit-Kremers, Josh P. Slusser, Chris G. Scott. Integration of
Clinical and Hemodynamic Parameters in the Prediction of Long-term Survival in
Patients with Pulmonary Arterial Hypertension. CHEST / 139 / 6 / JUNE, 2011
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Characteristics of Methicillin Sensitive Staphylococcus Aureus Infective
Endocarditis: Fight-Year Retrospective Study

Abdul Rahman Thdayhid*', Owen Robinson™’, Imran Sheikh', Muhammad Shoaib',

Gabrielle Sicari', Carl Schultz'”", Xiao-Fang Xu'

} Cardiology Department, *Microbiology and Infectious Diseases Department, PathWest
Laboratory Medicine, Royal Perth Hospital, >ACCESS Typing and Research, School of Biomedical
Sciences, Curtin University, *School of Medicine and Pharmacology, University of Western
Australia, Perth, Australia

Introduction: Methicillin Sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) is 2 common cause of
infective endocarditis (IE).

Objectives: The aim of the study was to understand the risk factors for developing MSSA
IE and the subsequent complications and outcomes.

Methods: Blood culture positive MSSA was routinely recorded in a database from 2005-
2012. We retrospectively identified all patients who developed IE. We reviewed de-
mographic, risk factors, echocardiogram findings, complications and outcome.

Results: A toial of 53 patients with MSSA 1E were included. The median age was 41 years.
91% were community acquired. The main risk factors were Intravenous Drug Use (IVDU)
(64%), previous IE (15%), previous staphylococcus infection (13%) and prosthetic valve
(11%). Transthoracic echocardiogram (TTE) failed to show vegetations in 19% of 1E whose

diagnosis was confirmed on transesophageal echocardiogram (TOE), however all these
patients had suboptimal views or valvular structural abnormalities on TTE.

Tricuspid valve (TV) IE occurred in 51%, Mitral valve (MV) 26%, Aortic valve (AV) 21%, left
ventricular outflow tract 2% with no pulmonic valve IE. Aortic root abscess occurred in 6%.
Vegetations greater than 1cm were seen in 85% of TV 1E compared to 46% of left sided IE (p <
0.01). Perforation of the valve or severe regurgitation occurred in 44% ofleftsided IEand 44% TV
1E. Embolism was associated with 40% of left sided 1E compared to 78% of TV IE (p < 0.03). The
majority of TV IE embolised to the lung (67%), 28% of lelt sided 1E embolised to the brain, of
which 57% had vegetations less than 1em (p < 0.03). Surgery was performed in 26% with 39%
of left sided IE requiring surgery compared to 15% of TV (P < 0.051). Predictors for surgery were
aorticroot abscess (100%), severe regurgitation/perforation (57%), size of vegetation greater than
1cm (64%), prosthetic valve IE (67%) and embolism (50%) (P < 0.01). At 1 year 13% died, with
85% within 30 days. 1 year mortality was 27% for AV IE, 7% for MV and 11% for TV.
Conclusion: In our cohort IVDU was the strongest risk factor for developing MSSA IE. In a
normal TTE with optimal views and without underlying valvular pathology a TOE may not
be indicated. MSSA IE is highly virulent with valvular destruction often requiring surgery
and 2 high rate of systemic embolism irrespective of vegetation size. The majority of TV IE
had severe regurgitation, however were medically treated without requiring surgery and
had a good outcome at 1 year.

Disclosure of Interest: None Declared
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‘What Is The Morbimortality of The Infective Endocarditis Associated Cardiovascular
Implantable Electronic Devices?

Gabriel Perez Baztarrica', Flavio Salvaggio’, Sebastian Villecco’, Rafael Porcile*’,

Norberto Bormancini’, Ricardo Levin', Ramiro Acevedo®, Fernando Bosio®, Luis Llanos Mestra'
"Department of Cardiology and Physiology, 2Universitary Hospital, Universidad Abieria
Interamericana, Faculty of Medicine, Buenos Aires, Argentina

Introduction: Infective endocarditis (IE) associated to permanent implantable electronic
dispositive (PIED) is a complication with variability mortality according different authors.
Some questions based on this information when: What is the current mortality? What
disparity explains mortality?

Objectives: The objectives were to evaluate in-hospital and long term mortality and
morbidity with the current algorithms for management and analyzed some factors that
explain the differences with published mortality.

Methods: Patients were studied retrospectively between May/2002 and March/2011 once a
diagnosis of 1E associated to PIED had been established. Basal characteristics, diagnosis,
therapeutical, in-hospital and long term outcomes were analyzed. Continuous variables
were expressed as median and interquartile ranges (RIC), and discrete variables were
expressed by absolute values and percentages. Statistical data management was performed
using the statistics pack Microsoft Excel version 2010.

Results: Included 26 cases treated in our hospital, 23 of whom were referred from other centers
for diagnosis and treatment. The average age was 67.5 years. All patients received antibiotics for six
weeks and were removed system completely. Transvenous removal was performed in the 95%
patients and in 2 patients was required median sternotomy, atriotomy and epicardial pacemaker
placement. Median time until removal of an infected device was 44 hs (42.5-51.5. Median ume to
reimplantation was 43 days (RIC 42-44). In-hospital mortality was 4% and the follow-up was ni!
The hospital morbidity was 31%. In the follow-up there was no reinfection or other complication.
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including VARC bleeding, vascular complications, prolonged hospitalization or need for
blood transfusion. The mechanism of this complication and impact on long-term outcomes
requires further evaluation.
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Short term clinical outcomes after perc mitral ¢
stenosis

Muhammad A. Rauf", Nida M. Rau];, Wahaj Aman’, Mohammad Hafxzullah', cardiology
departement lady reading hospital peshawar
]Cardiology, Lady reading hospital, peshawar, Pakistan

otomy for mitral

Introduction: Percutaneous Transvenous Mitral Commissurotomy (PTMC) is the treat-
ment of choice for mitral stenosis. Patients with valvular calcification, thickened fibrotic
leaflets and subvalvular fusion have adverse short terms outcomes of PTMC.

Objectives: To determine the frequency of short term clinical outcomes of percutaneous
gansvenous mitral commissurotomy for mitral stenosis among patients having wilkin score
of <12,

Methods: STUDY DESIGN: Descriptive cross sectional study.

Setting: Cardiology Unit Govt. Lady Reading Hospital Peshawar.

Duration: Nine months and twenty days (July 01, 2012- June 20, 2013).

Subjects: One hundred and seventy five patients of mitral stenosis.

Methods: Mitral stenosis patients with or without pre existing mild mitral regurgitation
admitted in Cardiology Unit, Lady Reading Hospital Peshawar were included in the study.
After performing PTMC according to standard protocol, data regarding improvement in
mitral valve area, pulmonary artery pressure and severity of mitral regurgitation was recorded.
Results: Out of total 175 patients 56 (32%) were males. The mean age of the patients was 22 69
=+ 7.93 years. Mean BMI of patients was 21.07 % 3.95. Mean Wilkin's score was 6.69 = 1.99
ranging from 3-11. Improvement in mitral valve area, pulmonary artery pressure, mitral valve
gradient and left atrial volume were found in 148 (84.6%), 170 (97.1%), 175(100%) and
170(97.1%) respectively. While worsening in mitral regurgitation was 47(26.9%).
Conclusion: PTMC is a safe and effective procedure with good short term outcomes like
improvement in mitral valve area, pulmonary artery pressure, mitral valve gradient and left
atrial volume and not worsening mitral regurgitations in patients of mitral stenosis having
Wilkin’s score < 12
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Mel in Red The Pul y Vasoconstriction In Rats With Pulmonary
Hypertension Induced By Monocrotaline

Luiz Alberto F. Ramos*', Fernanda P. Henrique-Cabrini', Dora M. Grassi-Kassisse',
Miguel A. Areas’

"Biology Structural and Physiology, STATE UNIVERSITY OF CAMPINAS - UNICAMP,
Campinas, Brazil

Introduction: Pulmonary Arterial Hypertension (PAH) is characterized by thickening of
vascular smooth muscle cells, increased pulmonary arterial pressure and right ventricular
hypertrophy and impairs alveolar gas exchange and cardiac function. Monocrotaline (MCT

is an alkaloid and an animal model of PAH in rats by cardiovascular alterations. Melatonin
(MEL) is a hormone produced by pineal gland, can reduce the smooth muscle vascular
tone. and also modulate the hemodynamic parameters.

Objectives: Evaluate the effect of melatonin on the contractile response of pulmonary
artery in monocrotaline-induced rats.

Methods: Male Wistar rats (250g.) were divided into four groups: CO (control), MCT
{monocrotaline), MEL (melatonin), five animals per group (n=5). MCT was administered
as a single dose intraperitoneal (ip) (60mg/Kg ip) to induce PAH. Melatonin was admin-
istered (10mg/Kg ip) during 28 days of experimental period, after this phase, the animals
were anesthetized (ketamin 100mg/Kg. plus xilazine 7mg/Kg intramuscular) to obtain
vascular rings in vitro. Statistical procedure: Analysis of Variance (ANOVA) followed by
Tukey test for comparison between groups (p<0.05).

Results: Melatonin significantly reduced the contractile response of pulmonary artery and
control rats with PAH for maximum response of vascular reactivity.

Maximuin contraction (F)

1edralion

Maamum eontracton gh )

Conclusion: - Melatonin treatment was able to reduce the changes in pulm
rats with PAH.

References: Anita Umesh et all; - Alteration of Pulmonary Artery Inte;
Chronic Hypoxia and Monocrotaline-Induced Pulmonary Hypertensiol
2011;48:525-537
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Dobutamine improves left ventricular diastolic function in pulmonary
hypertension

Nithin R. Iyer*’, Edmund M. Lau’~*, Preeti Choudhary', Christina W. Chan’,
David S. Celermajer’

'Department of Cardiology, Department of Respiratory and Sleep Medicine, Royc
Hospital, Camperdown, Australia

Introduction: In pulmonary arterial hypertension (PAH), left ventricular
dysfunction occurs at rest, due to interventricular interaction. Although ¢
clinically used in decompensated right ventricular (RV) failure, the positive
effect of dobutamine may worsen LV diastolic abnormalities by shortening ¢
time, thus limiting any rise in cardiac output from improved RV systolic perf
effect of dobutamine on LV diastolic function has not previously been char:
Objectives: To determine the effect of dobutamine on LV diastolic fun
patients.

Metheds: 11 PAH subjects (age 57418} and 18 healthy controls (age 491
PAH subjects) were studied with Doppler echocardiography at baseline
dobutamine infusion (pre-specified infusion end point was 20 meg/kg/mir
bpm). LV diastolic function was assessed by ratio of early transmitral velc
Doppler mitral annular early diastolic velocity (E/e’). LV systolic function w:
systolic medial mitral annular velocity (s') and stroke volume (SV), estimz
ventricular outflow time velocity integral. RV systolic function was assessec
annular plane systolic excursion (TAPSE) and systolic tricuspid annular velc
Results: At baseline, systolic pulmonary artery pressure was 82+23mmHg in
and 21+5mmHg in controls (P<0.001). Baseline E/e’ was elevated in |
compared to controls (12.844.9 vs 8.943 3cm/s, P=0.02), consistent w
diastolic filling. Peak dobutamine dose reached was similar between PAH sub
kg/min; n=9) and controls (20mcg/kg/min; n=17; P=0.6 vs PAH subjects
function improved significanty with dobutamine infusion in both PAH (/
7.1+0.7cm/s to 11.932.9cm/s: P<0.01) and control subjects (7.4:
13.842.8cm/s; P<0.001). Dobutamine infusion increased stroke volume in
from 57+12mL to 71£15mL, accompanied by an increase in RV s’ from 10.¢
18.07.4cm/s (P<0.01) and TAPSE from 1.7+0.9cm to 1.940.4cm (P=0.
amine decreased E/e’ in PAH subjects (9.4+3.1; P=0.04 vs baseline) but 1
changed in healthy controls (8.84:2.7; P>0.9 vs baseline).

Conclusion: Dobutamine, a commonly used inotropic agent for the trea
filure, improves LV diastolic dysfunction in subjects with PAH. The imy
cardiac output seen during dobutamine therapy may, in part, be medi:
improved LV diastolic filling,
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IResearch, 2Cnrdioh7gy, NATIONAL INSTITUTE OF CARDIOLOGY, Rio de Jan

Introduction: In developed counties, valvular heart disease is most related to
etiology and prognostic linked to age and comorbidities. It remains doubtfu
development countries the prognostic factors are similar, considering that rhe
disease (RHD) still brings concern.

Objectives: To study prognostic factors for valvular heart disease surgery i
tertiary referral center.

Methods: Retrospective review of 1012 adults patients that were submittec
heart disease surgery in Brazil from 2004 and 2012. It was studied in-hospital
any cause. Statistical analyses were accomplished by chi-square, Student t t
regression model. Significance was achieved by p<0.05, and all tests were tv
Results: Mean age 52.2 (15.2) years, BMI 24.7 (4.7), creatinine 1.07 (0.47
clearance 74.3 (29.3), LVEF 60.7% (13.7), LA 4.88cm (1.13), SPAP 51.7m
perfusion time 127.0min (52.2), ischemic time 10S.5min (43.1), RHD 4¢
53.6%. Afro-Brazilian 40.1%, diabetes 10.6%, renal failure 2.18%, infective
9.89%, COPD 4.96%, heart failure 60.2% being NYHA 111 or IV 63.7%, prev:
surgery 18.0%, moderate/severe valvular lesions: aortic stenosis 32.8%, mi
36.2%, aortic regurgitation 29.8%, mitral regurgitation 45.3%, tricuspid 1
21.7%, CABG associated 15.6%. Mortality rate was 17.0% (172). In univariate
death, they were factors: age (deceased 59.8+13.9 vs survivor 50.7+15.8
creatinine 1.24+0.8 vs 1.03%0.34 (p<0.001), creatinine clearance ¢
77.1£29.5 (p<0.001), LVEF 57.9+15.0 vs 61.2+13.3 (p=0.004), perfusion 1
75.4 vs 118.5£41.1 (p<0.001), ischemic time 134.2::58.9 vs 99.6+36.3 (p<
RHD etiology 19.8% vs 13.8% (p=0.011), diabetes 25.7% vs 16.0% (p=C(
failure 47.6% vs 16.5% (p<0.001), previous valvular surgery 27.0% vs 14.8%
moderate/severe tricuspid regurgitation 21.8% vs 15.7% (p=0.033), CABC
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