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RESUMO

INTRODUGCAO: A hipertensdo pulmonar (HP) é uma sindrome clinica que
caracteriza-se pelo aumento pressoérico sustentado no leito pulmonar e cadmaras
cardiacas direitas. Trés mecanismos patogénicos estdo envolvidos, sendo eles:
alteragdes no equilibrio entre fatores vasoconstritores e vasodilatadores, disfungéo
endotelial e remodelamento dos vasos do leito pulmonar. Apresenta altas morbidade
e mortalidade, ndo tem cura, e seu tratamento € na maioria das vezes pouco eficaz.
O sistema renina angiotensina (SRA) foi recentemente revisto e ampliado, sua
participacao na homeostase vascular tem sido amplamente estudada e acredita-se
que tenha papel importante na HP. OBJETIVOS: Medir a concentracéo e atividade
transpulmonar de diversos peptideos e enzimas que compde o SRA em pacientes
portadores de HP e controles. METODOS: Foram recrutados 12 pacientes que se
submeteram ao cateterismo e manometria cardiaca direita pela suspeic¢ao clinica de
HP. Destes, nove apresentavam HP e trés configuraram os controles. Amostras de
sangue provenientes do tronco da artéria pulmonar e da raiz da aorta foram colhidas
e peptideos (Angl, Angll, Ang1-7, Ala) e atividades de enzimas (ECA, ECA2 e
renina) foram medidas por espectrometria de massa e ensaio fluorimétricos.
Utilizamos testes pareados (t e Wilcoxon) e ndo pareados de Mann-Whitney para as
comparacgdes estatisticas univariadas e o teste ANOVA para multivariadas. O valor
de p para significancia utilizado foi <0,05. RESULTADOS: Foram observadas
diferencgas significativas entre as concentragdes plasmaticas dos peptideos Ang1-7 e
Ala entre casos e controles no sangue colhido na artéria pulmonar, sendo maiores
nos casos. A relagdo Angll/Ang1-7, também da artéria pulmonar, se mostrou maior
nos controles. O sangue colhido na aorta mostrou maior concentragéao plasmatica de
Ang1-7 em pacientes portadores de HAP em relagdo aos controles. A razao
transpulmonar do peptideo Ala foi diferente de um (=2,27), sugerindo sua menor
concentracdo na aorta em relacdo a artéria pulmonar dos casos. Essa razao foi
significativamente diferente de um nos controles para Ala e para a relagédo
Angll/Ang1-7. Além disso, quando comparadas entre casos e controles, a média das
razdes transpulmonares obtiveram significancia estatistica para o peptideo Ala.
CONCLUSOES: Estes resultados apontam para uma maior concentracio
plasmatica de peptideos vasodilatadores (Ang1-7 e Ala) na via de entrada na
circulagao pulmonar (tronco da artéria pulmonar) de portadores de HAP em relagéo
a controles. Houve, por outro lado, significativa diminuicdo do peptideo Ala na raiz
da aorta em relagdo a medida da artéria pulmonar nos casos. Nos controles
observou-se relagao inversa no sentido de maior concentracdo de Ala na aorta.



ABSTRACT

BACKGROUND: The pulmonary hypertension (PH) is a clinical syndrome
recognized by mainteined increased pressure at the pulmonary vascular bed and
right cardiac chambers. Three pathogenic mechanisms are involved: disbalance
between vasoconstrictor and vasodilator factors, endothelial disfunction and
pulmonary vascular remodeling. It has high morbidity and mortality, besides not
having cure and presents a little effective treatment. The renin-angiotensin system
was recently revised and expanded. There are several studies about its participation
in the vascular homeostasis, and is believed that it plays a crucial role in PH.
OBJECTIVE: measuring the transpulmonary concentration and activity of different
peptides and enzymes of PAH patients and controls. METHODS: we selected 12
pacients who underwent right cardiac catheterization and manometry for clinical
suspicion of PAH. Nine of these were diagnosed with PH and three were categorized
as controls. Blood samples were collected from all patients from pulmonary artery
and aortic root. We used mass spectometry and fluorimetric assays to measure the
peptides (Angl, Angll, Ang1-7, Ala) and enzyme activity (ECA, ECA2 e renina). For
the univariated analyses we used the t-test, Wilcoxon and Mann-Whitney test. For
the multivariated analysis, we used the ANOVA test. The p value for significance was
<0,05. RESULTS: we found differences in the plasmatic concentrations of the
peptides Ang1-7 and Ala in the pulmonary artery between cases and controls. Both
values were higher in cases. The pulmonary artery ratio Angll/Ang1-7 was higher in
controls. The pacients with PAH had higher aortic concentrations of Ang1-7 when
compared to controls. The pulmonary-aortic ratio of Ala peptide was different than
one (=2,27). That suggests its lower concentration at aorta when compared to
pulmonary artery in cases. This ratio was significantly different of one in the controls
for Ala and for the Angll/Ang1-7 relation. Furthermore, when comparing cases and
controls, the mean transpulmonary ratios obtained statistical significance for the Ala
peptide. CONCLUSION: These results suggests higher plasmatic concentrations of
vasodilator peptides (Ang1-7 e Ala) in the inflow of the pulmonary circulation of the
PAH patients when compared to controls. There were, moreover, significant
decrease of the Ala peptide at the aortic root when compared to pulmonary artery in
patients with PH. Besides, in the control group we observed a higher concentration of
Ala in the aortic root (inverse).
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Introducgéao



1- INTRODUGCAO

A sindrome da hipertensédo pulmonar (HP) compreende um grupo
heterogéneo de doengas caracterizadas, em conjunto, pelo aumento
da pressdo no leito arterial pulmonar. E definida como elevacéo
sustentada da pressdao média na artéria pulmonar, em repouso, para
mais de 25mmHg (SIMONNEAU, GERALD et al, 2013).
Observagdes sugerem que trés mecanismos patogénicos estao
envolvidos, sendo eles: alteragdes no equilibrio entre fatores
vasoconstritores e vasodilatadores; disfungcdo endotelial e
remodelamento dos vasos do leito pulmonar (FERREIRA et al.,
2009a, 2012).

Caracteriza-se histologicamente por proliferacao e
remodelamento vascular, havendo hipertrofia da camada média das
arteriolas pulmonares, fibrose da intima e microtromboses. Os
sintomas usualmente aparecem quando a hipertensdo pulmonar
(HP) se torna grave, situagao esta definida como pressao pulmonar
média acima de 45mmHg. A partir do inicio dos sintomas e na
auséncia de tratamento para diminuir a pressao de artéria pulmonar
(PAP), a expectativa média de vida é de trés anos. A HAP n&o tem
cura, é progressiva, € o paciente necessita de tratamento especifico
por toda a vida (HOETTE; JARDIM; SOUZA, 2010).

Recentemente revisto, o sistema renina angiotensina (SRA)
consta de um eixo vasoconstritor, proliferativo, fibrético e pro-
inflamatorio e outro eixo vasoprotetor contrarregulador. Trata-se do

eixo ECA2/Ang1-7/Mas, ou seja, o eixo formado pela enzima



conversora de angiotensina tipo 2 (ECA2) que cliva tanto a
angiotensina 1 (Angl) formando a angiotensina 1-9 (Ang1-9), quanto
a angiotensina 2 (Angll) tendo como produto final a angiotensina 1-7
(Ang1-7) (BADER, 2013; SANTOS et al., 2003, 2013; SANTOS;
FERREIRA; SIMOES E SILVA, 2008). Esta, por sua vez, através de
sua atividade nos receptores Mas em diversos tecidos tem
demonstrado efeito vasodilatador, anti-inflamatério, antiproliferativo
e antitrombdtico.

A atuacgao paracrina deste novo eixo ja foi proposta e confirmada
em diversos sistemas e 6rgaos especificos como coragéo, cérebro e
rins. Sabe-se ainda que tanto o tecido pulmonar quanto o endotélio
do leito vascular pulmonar sao capazes de sintetizar todos os
peptideos e enzimas (HAMMING et al., 2004, 2007) do SRA, e que
provavelmente esse sistema esteja relacionado a fisiopatologia da
HP.

A manipulacao terapéutica deste novo eixo do SRA tem sido
alvo de diversos estudos experimentais. Tanto a ECA2 e seus
ativadores como o Ang1-7 vem sendo idealizados como terapias
potencialmente eficazes para o tratamento de afecgbes de etiologia
vascular ou com fisiopatologia que curse com importante
remodelamento vascular. Elementos de ambos os eixos do SRA
(vasoconstritor e vasoprotetor) ja foram quantificados na circulagéo
e no tecido pulmonar de individuos e animais normais e portadores
de HP, porém isso ainda nao foi realizado na circulacdo pulmonair,

apenas na sistémica. A importancia da sua mensuragcao também na



circulacao pulmonar seria a avaliagao transpulmonar ou da diferenca
arteriovenosa destes componentes.

O cateterismo cardiaco direito com manometria e o teste de
vasorreatividade pulmonar sdo exames propedéuticos necessarios
integrantes do protocolo para o diagnéstico definitivo da HP (RUBIN;
AMERICAN COLLEGE OF CHEST PHYSICIANS, 2004; SAGGAR,;
SITBON, 2012; SZOLAR et al., 1995). Devem ser realizados
preferencialmente antes do inicio do tratamento com o objetivo de
orientar a melhor estratégia terapéutica. Durante estes exames
amostras sanguineas da circulagdo sistémica e pulmonar puderam
ser facilmente coletadas, visto que o estabelecimento de dois
acessos, uma arterial e outra venoso central, é rotineiro. O gradiente
transpulmonar pode ser medido entdo pela diferenca das
concentragdes ou atividades de componentes dos diversos sistemas

reguladores corporais.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1- SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

O sistema renina angiotensina (SRA) € um sistema biologico
peptidérgico com caracteristicas enddcrinas. A descoberta da renina
em 1898 (TIGERSTEDT R BERGMAN P, 1898) deu inicio a
caracterizagao de um sistema dito SRA classico. Neste experimento,
extratos de tecido renal de coelhos em salina, quando injetados,
mostraram aumentar de forma gradual a pressdo sanguinea
sisttmica em coelhos. O principio causador deste aumento
pressoérico, como se demonstrou, encontrava-se no cértex e ndo na
medula renal e era inativado pelo calor. Os autores concluiram
cunhando a proteina descoberta com o nome de renina. Especulou-
se ainda que esta proteina podia estar relacionada diretamente com
a hipertrofia cardiaca encontrada na doenca renal hipertensiva.

Nos anos 70, os componentes principais do SRA classico foram
identificados e o seu papel na fisiologia e fisiopatologia do controle
da pressao arterial e regulagdo do balango hidrico foi aventado.
Porém, foi apenas com o desenvolvimento de farmacos orais e
efetivos inibidores da enzima conversora da angiotensina (iIECA)
(ONDETTI; RUBIN; CUSHMAN, 1977), que o papel proeminente do
SRA na homeostase cardiovascular e doengas do sistema
cardiovascular ficou estabelecimento. A introdugcao dos inibidores do
receptor de angiotensina tipo 1 (AT1) (TIMMERMANS et al., 1993)
reforcou esta teoria.

Na relativamente simples visdo classica do SRA temos como



substrato da renina o angiotensinogénio (AOGEN), uma a-
glicoproteina liberada pelo figado, para a formac¢ao do decapeptideo
angiotensina I, 1-10 ou Angl. A Angl é entdo novamente clivada para
formar sua forma biologicamente ativa que é o octapeptideo
angiotensina Il (Angll). Esta ativacdo se da por meio da ECA
principalmente no leito dos vasos da circulagdo pulmonar. A Angll
interage diretamente através de seus receptores especificos (AT) ou
via indireta estimulando a liberacdo de aldosterona pelo cortex

adrenal para exercer suas agodes bioldgicas.

Angiotensinogénio

Vias :
: : Renina
Alternativas |

Angiotensina I

ECA
v l

Angiotensina 11

/ 4
AT 1 AT 2
Figura 1 - SRA classico.

Paralelamente a esta via classica descrita, a Angll pode ser
formada por vias alternativas, particularmente a via das serina
endopeptidases que podem ter como substrato tanto a Angl quanto
o AOGEN diretamente para a formagao de Ang Il. Como exemplo
teriamos a quimase, a catepsina A, a tonina e a catepsina G.

A Angll exerce suas agOes via receptores de membrana

acoplados a proteina G, AT1 e AT2, que estdo presentes em



diferentes o6rgaos. As agdes fisiologicas e patoldégicas mais
conhecidas da Ang Il sdo mediadas via receptores AT1. Dentre elas
pode-se destacar a vasoconstricao; retengdo renal de sdédio (direta
ou via liberagao de aldosterona); retencao renal hidrica via liberagao
central de vasopressina; aumento da sede, do apetite por sal e da
absorcédo intestinal de sédio (aumentando o volume extracelular);
supressao da renina por feedback negativo; hipertrofia de musculo
liso e cardiomiécitos; e ativacdo do sistema nervoso simpatico
(SNS). O receptor AT2 é amplamente distribuido durante o
desenvolvimento do feto, mas rapidamente declina ao nascimento.
No adulto, o AT2 esta presente no cérebro, coragao, regido medular
da adrenal, rins e tecidos reprodutivos. Os principais efeitos de sua
ativacdo sao: antiproliferativo; vasodilatador; promotor da
diferenciagdao  celular, reparacao  tecidual e apoptose;
desenvolvimento dos rins e trato urinario; e protecdo contra
isquemia cardiaca.

Recentemente o sistema renina-angiotensina foi revisto e
ampliado desde sua forma classica (AOGEN - renina - Angl - ECA -
Angll). Este novo entendimento sobre o que € o SRA vem ganhando
em complexidade com a descoberta de novas enzimas e peptideos
com atividade biologica relevantes. Apesar da Ang Il ainda ser o
principal produto ativo do SRA, sabe-se hoje que outros peptideos
biologicamente ativos podem ser formados, entre eles a
angiotensina 2-8 (Anglll), a angiotensina 3-8 (AnglV), a angiotensina

1-7 (Ang1-7), a angiotensina 1-9 (Ang1-9) e a Alamandina (Ala)



(ETELVINO; PELUSO; SANTOS, 2014; LAUTNER et al., 2013;
VILLELA, DANIEL et al., 2015; VILLELA, DANIEL C.; PASSOS-
SILVA; SANTOS, 2014a), confirmando um sistema de multiplos
mediadores e diversos eixos que podem atuar de maneira paralela,
complementar ou contrarreguladora.

A Anglll, conhecida desde a década de 1970, causa
vasoconstricdo e liberagdo de aldosterona. E formada pela acdo da
aminopeptidase A, apresenta efeitos semelhante aqueles
produzidos pela Angll, com maior afinidade pelo receptor de
angiotensina tipo 1 (AT1). Enquanto a Angll é considerada o
principal efetor do RAS, Anglll pode ser igualmente ou até mais
importante em algumas fungdes biolégicas como por exemplo a
liberagcao de vasopressina.

Sua metabolizagédo pela aminopeptidase N forma a AnglV, um
peptideo biologicamente ativo com afinidade muito baixa por
receptores AT1 e AT2, que exerce suas acdes via receptor AT4,
uma aminopeptidase insulina-regulada (IRAP). As ag¢des de AnglV
via IRAP incluem vasodilatacdo renal, hipertrofia e proliferacao
celular, ativagao do fator de transcricdo fator nuclear kappa B (NF-
KB), além de ser importante para a fungédo de memoria.

O peptideo Ang1-7 (Asp1-Arg2-Val3-Tyr4-lle5-His6-Pro7) é um
importante componente, que por muito tempo foi considerado como
biologicamente inativo. Trata-se de um heptapeptideo que pode ser
formado por diferentes vias, sendo a mais importante e eficiente,

sob os pontos de vista fisiolégico e catalitico, € por meio de uma



enzima homologa a ECA, a enzima conversora de angiotensina tipo
2 (ECA2). A Ang1-7 desempenha papel antagbnico ao da Ang I,
atuando como anti-hipertensiva, anti-hipertréfica, antifibrética e
antitrombdética. Estudos sugerem que existe importante interagao
entre a Angl1-7 e sistemas que envolvam a participacdo de
prostaglandinas, bradicinina e 6xido nitrico (NO). Além desta via
indireta citada a Ang1-7 atua diretamente via ligagdo ao receptor
Mas (SANTOS et al.,, 2003). Trata-se de um receptor acoplado a
proteina G, que apresenta sete dominios transmembrana e cuja
expressao é maior no cérebro (hipocampo, cértex piriforme e bulbo
olfatério) e testiculos (células de Leydig e de Sertoli), estando em
menor quantidade nos rins, coragao e vasos sanguineos.

Em 2000, a enzima conversora da angiotensina tipo 2 (ECA2) foi
descoberta por dois grupos de pesquisa independentes que a
clonaram a partir de um banco de DNA complementar oriundo de
um ventriculo cardiaco esquerdo (DONOGHUE et al., 2000) e de um
linfoma humanos (TIPNIS et al.,, 2000). A ECA2 age como uma
monocarboxipeptidase e remove um aminoacido C-terminal da Angl
para formar a Ang1-9 ou, preferencialmente tem a Angll como
substrato para formagéo da Ang1-7.

Apos a descoberta destes novos componentes, novas
pesquisas, alvos terapéuticos e possibilidades foram deflagrados. O
SRA passou figurar como tendo pelo menos um eixo vasoconstritor
ECA/ANngll/AT1 e outro vasoprotetor ECA2/Ang1-7/Mas. Acredita-se

que estas vias sejam contrarregulatorias e que isso ajude a definir



algumas questbes ainda ndo compreendidas sobre a fisiologia do
SRA e fisiopatologia das doengas vasculares, especialmente as
cardiovasculares.

Muitos outros peptideos com atividade biologica tém sido
descobertos e incorporados ao SRA, como a Ala1-Angll
(angiotensina A) e Ala1-Ang1-7 (Alamandina) (VILLELA, DANIEL C.;
PASSOS-SILVA; SANTOS, 2014b). A Ala1-Angll (Des[Asp1]-[Ala1]-
Angll), também conhecida como angiotensina A, é um novo
peptideo identificado que integra este sistema. Sua formacéo ocorre
através de um processo enzimatico, com a descarboxilagdo do
residuo de aspartato da porgdo N-terminal da Angll, apresentando
agdes similares as da Ang Il via receptores AT1 e maiores efeitos
sobre AT2. Outro novo importante componente do SRA é a Ala1l-
Ang1-7, também conhecido como Alamandina (LAUTNER et al.,
2013). Trata-se de um heptapeptideo formado a partir da Ala1-Angll
por acdo da ECA2 ou por uma descarboxilacdo do primeiro residuo
da Ang1-7. Este peptideo esta presente no sangue humano e atua
através da ligagdo ao receptor MRGD (BADER et al, 2014),
desempenhando ag¢des no meio biolégico que inclui efeito
vasodilatador, antifibrético e anti-hipertensivo. Segue esquema de
organograma com o0s novos componentes do SRA revisto e

ampliado (Figura 2).
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Figura 2 - Cascata de formagéo de alguns peptideos angiotensinérgicos.

2.1.1- SRA - ATIVIDADE PARACRINA
Além da descobertas dos novos componentes do SRA descritas
anteriormente, que ampliaram sobremaneira o entendimento do
complexo SRA revisto e atual, houve outra mudanga de paradigma
importante. O SRA até entdo compreendido como um sistema
endécrino peptidérgico com agdes sistémicas, foi ampliado para
diversos sistemas paracrinos com atuagcdo e regulagdo locais
(FLEMING;  KOHLSTEDT; BUSSE, 2006; FYHRQUIST;
SAIJONMAA, 2008; KAPARIANOS; ARGYROPOULOU, 2011a;
MARSHALL, 2003; PAUL; MEHR; KREUTZ, 2006).
Estes sistemas SRA locais tem sido identificados em diversos
orgaos e sistemas estudados e revistos recentemente. Estes tecidos

especificos dispbéem de todos os requisitos necessarios para a



producdo das enzimas, dos outros peptideos e seus respectivos
receptores. Entretanto a maioria sendo toda a renina que serve de
substrato para estes sistemas €& proveniente da producado renal
pelas células justaglomerulares.

Evidéncias cientificas crescentes apontam para uma
participagdo importante da ECA2 e Angl1-7 na fisiologia
cardiovascular e fisiopatologia das doengas cardiovasculares,
através da modulagdo da atividade excessiva da via classica do
SRA.

A comprovagao de diversos componentes do SRA em tecidos
onde originalmente n&o seria esperado encontra-los fez com que a
teoria dos SRA locais ou teciduais se difundisse. Atualmente os SRA
locais cerebral, vascular, reprodutivo, cutdneo, renal, intestinal e
adiposo estdo relativamente bem demonstrados e parcialmente
compreendidos (WANG; QIAN; et al., 2010).

Estes sistemas locais exercem agdes em diversos 6rgaos, sendo
que alguns deles operam mais independentemente do SRA
sistémico (glandulas adrenais, cérebro) e em outros existe proxima
interagdo entre eles (coragcdo e rins) (PAUL; MEHR; KREUTZ,
2006). O SRA circulante ou sistémico é visto como um regulador
hidroeletrolitico e da pressao arterial enquanto que os SRA locais
atuariam em efeitos envolvendo proliferagdo, crescimento e sintese

protéica, dentre outros.



2.3- HIPERTENSAO PULMONAR (HP)
2.3.1 — DEFINICOES E CLASSIFICAGCAO

A Sindrome de Hipertensdo Pulmonar (HP) é definida como um
aumento na pressao arterial pulmonar média (PAPm) 225 mmHg em
repouso medido pela cateterizagdo cardiaca direita (manometria de
camaras cardiacas direitas). De acordo com analises correntes e
com dados atualmente disponiveis a PAP média em repouso é 14 +
3 mmHg, tendo um limite superior de normalidade de 20 mmHg. O
significado da PAP média entre 21 e 24 mmHg ainda é incerto
(SIMONNEAU, GERALD et al, 2009; RUBIN; AMERICAN
COLLEGE OF CHEST PHYSICIANS, 2004; BARST, ROBYN J et
al., 2004). O antigo conceito de HP relacionado ao exercicio, ou
seja, >30 mmHg foi abandonado pois este limite pode ser alcangado
e muitas vezes superado por individuos saudaveis (MCLAUGHLIN
et al., 2009; MCLAUGHLIN; MCGOON, 2006).

Atualmente a HP é classificada segundo a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) em cinco grupos de acordo com sua respectiva
etiologia. Outras classificagbes sao utilizadas o que facilita tanto o
entendimento da fisiopatologia quanto da responsividade dos
diversos grupos as terapias atualmente empregadas (SIMONNEAU,
GERALD et al., 2013). A HP pode também ser classificada em HP
pos-capilar, quando apresenta POAP (pressao de oclusao de artéria
pulmonar) > 15mmHg, e pré-capilar, quando PAOP < 15mmHg. Na
HP pds-capilar tém-se a dita HP reativa ou passiva dependendo do

gradiente de presséao transpulmonar (PAP - POAP). Na HP reativa



esse gradiente é > 12 mmHg (“Hemodynamic evaluation of
pulmonary hypertension”, 2005; SAGGAR; SITBON, 2012). Esta é a
dita classificagao hemodinamica da HP.

A classificagcdo da HP vem sendo modificada, desde a primeira
versao sugerida na Primeira Conferéncia da Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) em HP, em 1973. A partir desta, mais trés
conferéncia foram realizadas. Uma segunda em 1998 em Evian
(Franca), uma terceira em 2003, quarta em Dana Point, Califérnia
(2008) e a mais recente conferéncia que se deu em Nice, Franga,
em 2013. A partir desta ultima, a HP passou a ser classificada em
cinco grupos, a saber: 1. HAP, destacando-se, neste grupo a
hipertensdo arterial pulmonar idiopatica (HAPI), quando nenhum
disturbio primario causal é identificado; a HAP familial, a HAP
associada, a HAP associada com envolvimento significativo venoso
ou capilar e a HP persistente do recém nascido; 2. a HP associada
com doenga cardiaca esquerda (atrial, ventricular ou valvular); 3. a
HP associada com doencas pulmonares e/ou hipoxemia; 4. HP
secundaria a doenca trombdtica e/ou tromboembdlica crénicas e 5.
a HP do grupo V, associada a mecanismos e causas multifatoriais

(Tabela 1).



Tabela 1 — Classificacédo da HP (adaptada e traduzida).

Classificagao por grupos da Hipertensao Pulmonar - Nice, 2013.

1- Hipertensao arterial pulmonar (HAP)

1’- Doenga pulmonar veno-oclusiva e/ou hemangiomatose
pulmonar capilar

1”- Hipertensao pulmonar persistente do recém-nascido

2- Hipertensao pulmonar devida a cardiopatia esquerda

3- Hipertensao pulmonar por pneumopatias e/ou hipéxia

4- Hipertensao pulmonar tromboembédlica crénica

5- Hipertensao pulmonar por mecanismos multifatoriais incertos

Assim sendo, a partir de agora neste texto utilizaremos o conceito
de hipertenséo arterial pulmonar (HAP) como sendo a sindrome de
hipertensdo pulmonar que se enquadra no grupo 1 da classificagdo
da OMS, ou grupo pré-capilar da classificagdo hemodindmica. A
expressdo hipertensdao pulmonar (HP) define a sindrome que

envolve todos os grupos.

2.3.2 - FISIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA

A area pulmonar endotelial (que mede aproximadamente 200m?)
estd estrategicamente localizada, visto que recebe todo o débito
cardiaco, compreende o elo de ligagao entre as duas circulagbes e
ainda autorregula seu tdnus vascular via produgao de oxido nitrico.
As células endoteliais sdo capazes de perceber o chamado estresse

de cisalhamento ao fluxo sanguineo e iniciar uma resposta a fim de



acomodar rapidas mudangas no fluxo sanguineo.

E sabido que o balanco entre fatores vasoconstritores e
vasodilatadores esta comprometido em situagdes onde ocorre um
aumento de PAP. O aumento pressérico na HP esta associado a um
aumento da RVP o que resulta em uma progressiva inabilidade do
ventriculo direito de sustentar seu débito; culminando em hipertrofia
ventricular direita e insuficiéncia cardiaca direita. A prevaléncia de
disfungdo ventricular direita, definida como fragdo de ejecéo de
ventriculo direito menor que 45% é maior em individuos portadores
de HP comparados com qualquer outro grupo de doenga terminal
pulmonar (SANDOVAL ZARATE, 2001).

HP cronica leva a alteragdes estruturais da vasculatura pulmonar
e a um processo de alteragdes histolégicas conhecido com
remodelamento vascular. Sob condigbes fisioldgicas, as arteriolas
pulmonares sédo vasos de fina espessura com a camada média
ocupando apenas 7% da espessura do vaso. O achado mais
importante em vasos que sofreram remodelamento por estimulos
crbnicos como hipoxia € a chamada 'muscularizacdo’ de vasos
anteriormente delgados ou nao-musculares e o0 espessamento
generalizado da camada média das arteriolas. O espessamento da
camada adventicia € resultado da importante proliferacdo de
fibroblastos. Apds a resposta proliferativa, existe um aumento do
tecido conjuntivo da adventicia principalmente devido a deposicéao
de colageno, o que seria um mecanismo protetor contra o aumento

dos niveis tensionais a que os vasos estdo sendo submetidos.



Adicionalmente, dano endotelial direto ou mesmo hiperplasia e
fibrose da intima (neo-intima) pode também ser detectado (GALIE et
al., 2013; GALIE; PALAZZINI; MANES, 2010).

Avancos alcancados nos métodos propedéuticos, tais como o
ecocardiograma (BOSSONE et al, 2005), a tomografia
computadorizada do térax, abrangendo tanto o parénquima como
quanto a circulacdo pulmonar, o estudo hemodinamico, através do
cateterismo cardiaco direito, estudos moleculares, com a
identificacdo de mutagdes genéticas — como no bone morphogenetic
protein receptor 2 (BMPR2) — nos casos familiares da HAP, levaram
ao melhor conhecimento das diferentes formas de HP.

Todas as formas de HP estdo associadas com diminuicdo da
sobrevida e da capacidade de exercicio. A HAPI tem incidéncia
aproximada de dois a cinco casos por milhao por ano, com relagao
mulher:homem 1.7:1 e idade média de 37 anos a época do

diagnodstico (BARST, R J et al., 1994; PEACOCK et al., 2007).

2.3.3 - EPIDEMIOLOGIA

A média de sobrevida da HAPI foi descrita, inicialmente, pelo
Registro Nacional dos Estados Unidos da América, publicado em
1987. Neste registro, que envolveu 194 pacientes de 32 centros,
correspondendo ao periodo de 1981 a 1985, a sobrevida mediana
encontrada foi de 2.8 anos e a taxa de mortalidade observada foi de
68, 48 e 34%, respectivamente em um, trés e cinco anos. Nos

grupos de HP associada a outras doengas, a sobrevida varia com a



doencga em questao e sua gravidade (PEACOCK et al., 2007).

Em registro francés, recentemente publicado, incluindo 674
pacientes com HAP, a incidéncia foi de 15 casos por milhdo da
populacdo e a prevaléncia da HAPI foi de 5.9 por milhdo da
populagdo, com ampla variagdo regional entre 5 — 25 casos por
milhdo. A sobrevida média em um ano foi de 88.4%, no grupo total,
e 89.3% no grupo incidente de HAPI (HUMBERT et al., 2006),
superior aquela prevista pelo Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unidos da América. A distribuicdo dos pacientes de acordo
com os grupos de HAP demonstrou predominancia do grupo da
HAPI sobre os casos de doenga do tecido conjuntivo, doenca
cardiaca congénita, hipertensdo portal, uso de anorexigenos,
infeccao pelo HIV e casos familiares (39.2% contra 15.3, 11.3, 10.4,
9.5,6.2, 4.3 e 3.9%, respectivamente.

Em estudo brasileiro que se referiu a casos de HAP atendidos
em dois Centros de Referéncia em Sao Paulo, verificou-se que,
embora houvesse predominancia do Grupo da HAPI (62 pacientes,
50.4%), um numero significativo de pacientes era portador de HAP
associada a esquistossomose (37 casos, 30.1%), realgando a
importancia de se conhecer a incidéncia e prevaléncia locais dos

subgrupos da HAP (LAPA et al., 2006).

2.3.4 - DIAGNOSTICO E TRATAMENTO
A doencga se manifesta clinicamente com dispnéia de esforco em

praticamente todos os pacientes. Esta geralmente é progressiva,



podendo evoluir para sua presenca mesmo em repouso. Outros
sintomas sao fadiga, dor toracica opressiva, podendo ter carater
anginoso, tonteiras, sincope ou pré-sincope, culminando, nos casos
avancgados, com as manifestacbes da disfuncdo ventricular direita:
ingurgitamento jugular, hepatomegalia, ascite, edema de membros
inferiores (BARST, ROBYN J et al., 2004). O tempo médio decorrido
entre o inicio de sintomas e o diagndstico € variavel. No estudo
brasileiro citado anteriormente este periodo foi de 20 meses.

A HP é confirmada hemodinamicamente através do cateterismo
cardiaco direito com manometria das cavidades direitas, artéria
pulmonar e pressao de oclusdo da artéria pulmonar. Ele deve ser
realizado para confirmagdo do diagndstico e exclusao de outras
doencas especialmente nos pacientes do Grupo | e IV e constitui o
método de escolha para defini¢cao final do caso e discriminador de
medidas terapéuticas subsequentes.

O tratamento apropriado da HP depende da identificagdo correta
dos fatores etiolégicos e da doencga de base. As medidas gerais e de
suporte clinico como limitacdo da atividade fisica, vacinacdo para
influenza e antipneumocdcica, orientacdes sobre contracepg¢ao para
pacientes do sexo feminino, oxigenoterapia suplementar e uso de
diuréticos e anticoagulantes sdo fundamentadas em ensaios clinicos
utilizando principalmente pacientes portadores de HAP devem ser
particularizadas (HOETTE; JARDIM; SOUZA, 2010; “Treatment of
pulmonary hypertension”, 2005).

O tratamento farmacoldgico especifico inclui um elenco de drogas



recentemente incorporadas ao arsenal terapéutico e ja amplamente
testadas em diversos ensaios clinicos. Novamente, estes ensaios
clinicos para terapia especifica para HP foram realizados em
pacientes portadores de HAP. Estao disponiveis quatro classes de
medicamentos: os bloqueadores de canais de calcio (MCLEOD;
JEWITT, 1986; ZAGREANU et al., 1987; MATHEW; GUZOWSKI;
GLOSTER, 1990); os analogos da prostaciclina (ALPERT et al.,
1994; SIMONNEAU, GERALD et al., 2008; VALDES et al., 2009); os
antagonistas dos receptores da endotelina e os inibidores da
fosfodiesterase 5 (PAUVERT et al., 2004; RUIZ et al., 2006;
SERRES et al., 2006; SIMONNEAU, GERALD et al., 2008).

Os bloqueadores do canal de calcio sido utilizados em doses
progressivas, porém, como podem apresentar resposta sistémica
significativa, estdo restritos aos pacientes que obtiveram resposta
positiva ao teste de vasorreatividade pulmonar (BARST, ROBYN J
et al., 2004; GALIE et al, 2013). Quanto aos analogos da
prostaciclina existem opgdes com apresentacdo intravenosa
(epoprostenol), subcutanea (treprostinil), inalatéria (iloprost) e oral
(beraprost). Este foi o primeiro grupo de drogas aprovado para uso
com comprovada vasodilatacdo pulmonar especifica, contribuiram
com significativa melhora da sobrevida dos pacientes. Os
antagonistas dos receptores de endotelina apresentam bom impacto
na melhora clinica e melhora da qualidade de vidas dos pacientes,
reduzindo inclusive a taxa de mortalidade da doenga. Compreendem

os medicamentos disponiveis em formulacdo oral bosentan,



sitaxsentan e ambrisentan. Ja os inibidores da fosfodiesterase-5
compreendem as drogas aprovadas sildenafil e tadalafil, sdo drogas

relativamente seguras e bem toleradas.

2.4- SRA E HAP

A relagdo entre 0 SRA e a HAP embora evidente, ainda nao foi
estudada e abordada de forma ampla e definitiva em humanos,
contemplando o SRA revisado e atual. Cabe ressaltar que modelos
animais, principalmente aqueles que utilizam monocrotalina e
bleomicina como indutores de HAP tem tido enorme sucesso em
mostrar intima relacdo entre SRA e HAP, inclusive com alguns
estudos mostrando terapias efetivas. Como exemplo podemos citar
o uso de ativadores da ECA2 como o XNT (FERREIRA et al.,
2009a), diminazeno (DIZE) (RIGATTO et al., 2013; SHENOY et al.,
2013) e resorcinolnaftaleina (LI et al., 2012a, 2013), assim como a
terapia génica (GROBE et al., 2007a; SHENOY et al., 2010a;
YAMAZATO et al., 2009) com superexpressao da ECA2 que
apresentam em sua maioria resultados promissores com desfechos
analisados (melhora da insuficiéncia cardiaca direita, melhora da
pressdao de artéria pulmonar e melhora do padrao
anatomopatolégicos dos vasos pulmonares) em animais.

A superexpressdo de Ang1-7, um dos peptideos principais que
formam o eixo vasoprotetor do SRA, assim como da ECA2 também
obtiveram sucesso no tratamento de modelos animais para HAP,

com reversao do beneficio através do bloqueio do receptor Mas



(GROBE et al., 2007b).

Nao foi encontrado nenhum estudo que avaliasse a atividade e
concentracao transpulmonar de componentes do SRA assim como
ele é conhecido hoje em humanos portadores de HAP, embora o
método de avaliar os componentes na diferenga arteriovenosa do
sistema ou 6rgao estudado ja tenha sido utilizada com sucesso nos
rins (RAIZADA et al., 2007) e circulagao coronariana (CAMPBELL et
al., 2004; ZISMAN et al., 2003).

Durante os ultimos anos, a partir do reconhecimento dos novos
integrantes do SRA, descrito anteriormente em detalhes, e
principalmente da caracterizagdo de um novo eixo (ECA2/Ang1-
7/Mas e Alamandina), dito vasoprotetor, processos fisiolégicos e a
fisiopatologia de diversas doengas estdo sendo amplamente
revisados.

Inicialmente esta revisdo se fez basicamente nos processos e
doencas onde a participagdo do SRA ja estava estabelecida, porém
com a recente observacao de que existem SRA que atuam de forma
paracrina e até mesmo autocrina e que diversos tecidos e sistemas
tem capacidade intrinseca para producdo e modulagao dos diversos
componentes (tanto enzimas quanto peptideos e receptores) do
SRA revisado (MARSHALL, 2003), a gama de areas para
investigacdo ampliou-se enormemente.

Nesta linha de raciocinio, o pulm&o e as doencgas pulmonares,
cuja participagéo estava limitada ao local de conversao do peptideo

Angl em Angll por acédo da ECA, ganhou grande destaque nas



pesquisas.

Atualmente sabe-se que no pulmé&o temos todas as
ferramentas necessarias para producdo e regulagdo dos
componentes do SRA. A partir deste novo conhecimento, a
fisiopatologia das doengas pulmonares estda sendo amplamente
investigada. Notadamente a lesdo pulmonar aguda (de etiologia
hipdxica ou infecciosa), a sindrome respiratéria aguda grave (SARS
- severe acute respiratory syndrome) (HAMMING et al., 2007; KUBA,
IMAI; PENNINGER, 2006), a fibrose pulmonar, o cancer de pulméo
e a HAP, objeto de estudo deste trabalho.

No que diz respeito a HAP, a hipétese que o desbalanco entre os
eixos vasoconstritor e vasoprotetor do SRA ja foi testada e
confirmada em inumeros modelos animais (notadamente aqueles
geneticamente modificados e com HAP e fibrose pulmonar induzida
por MCT e bleomicina). O desbalango ficou caracterizado pelo
aumento da expressdo tecidual dos peptideos vasoconstritores e
diminuicdo dos vasodilatadores. A atividade e expressdao da ECA
que tardiamente encontra-se diminuida nos modelos animais de
HAP aparentemente apresentam aumento inicial tido como efeito
fisiologico compensatério (FERREIRA et al., 2009b). No entanto a
real propor¢cdao e tendéncia destes componentes no proposto
sistema local tecidual ou plasmatico do SRA pulmonar ainda nao foi
completamente estabelecido em humanos portadores de HAP.
Existem inUmeras revisdes bibliograficas que versam sobre o tema e

que podem ser de interesse (BRADFORD; ELY; RAIZADA, 2010;



DE MAN et al., 2012a; FERREIRA et al., 2012; FERREIRA; BADER;
SANTOS, 2012; FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008; HERICHOVA,
SZANTOOVA, 2013; KAPARIANOS; ARGYROPOULOU, 2011b;
PAUL; MEHR; KREUTZ, 2006; SHENOY et al., 2011).

Foi realizada revisao bibliografica a fim de estabelecer evidéncias
cientificas entre o SRA ampliado e a hipertensdo arterial em
trabalhos experimentais e clinicos em humanos e modelos
experimentais até agosto de 2014. O resultado desta revisao
retornou treze estudos em animais (principalmente ratos) e apenas
quatro estudos em humanos. A seguir sob a forma de tabelas estao
os principais resultados observados. Como legenda temos * quando
a alteragéao no desfecho observado é significativa no grupo caso em
relagdo ao controle (ou no modelo em relagdo ao controle) e #
quando o grupo caso tratado tem o desfecho alterado
significativamente. O simbolo 1 foi usado para demonstrar
significancia estatistica entre o grupo caso tratado e o controle
quando for o caso. NS descreve desfecho que nao apresentou
significancia estatistica e as iniciais P, C e Sg indicam abreviaturas
da fonte dos materiais analisados, sendo P e C teciduais referentes

a pulmao e coragao, respectivamente, e Sg para sanguineo.
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3- OBJETIVOS
3.1- OBJETIVO GERAL

- Medir as concentracbes séricas de peptideos e atividade de
enzimas do SRA na circulagdo pulmonar e sistémica de pacientes

portadores de hipertensao arterial pulmonar e pacientes controles.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Medir a relagcdo entre os eixos vasoprotetor e vasoconstritor do
sistema renina angiotensina através da mensuragao dos peptideos
(Angl, Angll, Ang1-7 e Ala) e das atividades das enzimas (renina,
ECA1 e ECA2).

- Quantificar estas relagdes na circulagao pulmonar e sistémica.

- Estabelecer o perfil destas relagdes nos pacientes portadores de
hipertensao arterial pulmonar.

- Avaliar a possivel atuacdo paracrina do sistema renina
angiotensina no leito pulmonar.

- Estabelecer um padrao para posteriores comparagdes € um
método objetivo para avaliagdo do sistema renina angiotensina em

portadores de hipertenséao arterial pulmonar.



Materiais e Métodos



4- MATERIAIS E METODOS
4.1- SELECAO DE PACIENTES

De maio de 2013 a fevereiro de 2014 foram selecionados 12
pacientes que iriam se submeter a exames de cateterismo cardiaco
direito e manometria no setor de Hemodinamica localizado no andar
térreo do Hospital da Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (HC-UFMG). Eles se enquadravam aos critérios de inclusao
e exclusao do projeto de estudo proposto e apresentados a seguir.
Foram entrevistados antes do procedimento onde o estudo, seus
objetivos e seus métodos foram categoricamente explicados; foram
dadas ainda explicagdes adicionais para as duvidas existentes, feita
a leitura e assinatura do Termos de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) anexo a este texto (Anexo 1).

A selecao de pacientes foi feita por livre demanda do hospital no

periodo mencionado.

Critérios de Inclusao:

A - Ter idade entre 18 e 75 anos;

B - Nao apresentar déficit cognitivo;

C - Ser portador de HAP, pré-capilar ou pés-capilar reativa;

D - Ter indicagao clinica para realizacdo do cateterismo cardiaco
direito e manometria;

E - Concordancia em participar do trabalho, assinatura do TCLE.



Critérios de Exclusao:

A - Instabilidade hemodindmica, complicacdo das punc¢des
vasculares ou qualquer outra intercorréncia que inviabilize a
realizacao do teste;

B - Ser sabidamente portador de HP secundaria a doenca cardiaca
esquerda, doencga trombdtica ou tromboembdlica cronica;

C - Estar em uso de medicamentos inibidores da enzima de

conversao da angiotensina.

Vale ressaltar que originalmente o desenho do estudo nao
contemplava o grupo controle e que portanto todos os pacientes
selecionados para a realizagao do procedimento e participagao no
estudo respeitaram os mesmos critérios de inclusdo e exclusao
exceto pelo item C dos critérios de inclusdo, visto que os pacientes
obtidos para compor o grupo controle nao apresentaram HAP ao

cateterismo cardiaco.

4.1.1- Consideragoes éticas
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa (COEP) da

UFMG antes de ser implementado. CAAE - 0594.0.203.000-11.

4.2- PESQUISA BIBLIOGRAFICA
O levantamento bibliografico compreendeu o periodo de janeiro

2000 a agosto de 2014 e foi realizado por meio das bases de dados



MEDLINE (via PubMed) , LILACS (Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude), IBECS (indice Bibliografico
Espanhol de Ciéncias da Saude) e Biblioteca Cochrane. Trabalhos
anteriores a 2000, bem como artigos nao indexados, foram obtidos

por busca direta.

4.3- COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Durante o procedimento de cateterismo cardiaco direito e
manometria, dois acessos centrais para servirem de coleta de
amostras de sangue e vias de trabalho sdo necessarios. Geralmente
opta-se pela técnica de pungao venosa e arterial dos vasos femorais
direitos. A veia femoral direita serve entdo de acesso para
introducdo de cateter até o tronco da artéria pulmonar e
posteriormente a artéria pulmonar propriamente dita. A artéria
femoral direita serve de acesso ao cateterismo da raiz da aorta, e
ventriculo esquerdo quando necessario.

Assim que as pungdes foram realizadas e os cateteres
devidamente posicionados sob orientacdo de fluoroscopia, amostras
de sangue sao rotineiramente colhidas e as medi¢cdes das pressdes
das diversas cavidades cardiacas e vasos sanguineos via transdutor
pressorico sao realizadas. Neste momento uma amostra adicional
de 16 mililitros de cada cateter foi colhida para a realizagcdo do
estudo. O sangue colhido do cateter posicionado no tronco da
artéria pulmonar € uma amostra recém chegada da circulagao

sistémica, enquanto que aquele colhido pelo cateter posicionado na



raiz da aorta reflete a circulagado pulmonar.

As duas amostras eram entdo acondicionadas em trés tubos de
ensaio (um contendo heparina, outro EDTA e outro um coquetel de
inibidores de proteases) a fim de realizar o processamento das
mesmas e congelamento para posterior analise.

No laboratério de endocrinologia da Faculdade de Medicina da
UFMG as amostras puderam ser processadas e congeladas poucos
minutos apods sua coleta. O transporte das amostras entre o hospital
e laboratdrio era realizado por meio de caixas de isopor isolante e
gelo. As amostras foram entdo centrifugadas durante 21 minutos
sob velocidade de 1500 rotagbes por minuto (rpm) e temperatura de
6°C e o plasma posteriormente fracionado em duas aliquotas de
aproximadamente 1,5mL. As amostras foram entdo devidamente
identificadas e congeladas em freezer a -80°C até a realizacdo dos

ensaios.

4.4- EXAME QUANTITATIVO DOS PEPTIDEOS

Para quantificagdo dos peptideos Angl, Angll, Ang1-7 e Ala foi
utilizado método de espectometria de massa. As amostras colhidas
em tubos de ensaio contendo coquetel inibidor de proteases foram
descongelados e homogenizadas. Etapa inicial consiste de extragao
protéica realizada no Laboratério de Hipertensdao do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da UFMG para posterior envio ao laboratério do

INCT N-BIOFAR para efetiva mensuracao.



4.4.1- EXTRAGAO DE PROTEINAS DAS AMOSTRAS

Para a realizagdo da dosagem direta dos peptideos e também
para a dosagem de Angl para a mensuragao da atividade de renina
as amostras devem sofrer processo de extragdo de proteinas
conforme descrito detalhadamente no apéndice 1. Apds a extragao
de proteinas as amostras devidamente identificadas foram
liofilizadas durante centrifugagdo por 24 horas e encaminhadas ao
laboratério INCT N-B/IOFAR para ressuspensdo das amostras e

analise em espectémetro de massa.

4.4.2- ESPECTROMETRIA DE MASSA

Ao chegarem ao laboratério INCT N-BIOFAR as amostras foram
ressuspensas em 60uL e homogeneizadas para posterior analise de
aliquotas de 5 ou 10yL. Para cada um dos peptideos foram
montadas curvas-padrdo de concentracdo com relacdo a area
detectada pelo teste, e a partir destas curvas as concentracdes dos

peptideos puderam ser aferidas em pg/mL.

4.5- ENSAIO ENZIMATICO - ATIVIDADE DA RENINA

Para cada amostra, foram feitos dois ensaios compostos por
aliquotas de plasma de 100uL, tampéo de Ang |, 8-OH-quinoleina
(48mM) e PMSF (16,1mM), que foram incubados durante 2h. Um

ensaio foi incubado no gelo e o outro incubado a uma temperatura



de 37°C, simultaneamente. Depois, as reagdes foram interrompidas
e uma aliquota desses ensaios foi incubada novamente com varios
outros tampodes, inclusive com o anticorpo para Angl. Foi realizado
ensaio enzimatico cronometrado das amostras em duplicatas. As
amostras resultantes passaram por processo de extracdo de
proteinas conforme protocolo descrito anteriormente para envio para
quantificacdo dos peptideos envolvidos pelo método de
espectrometria de massa. A atividade enzimatica é dada em

pg/mL/h de Angl.

4.6- ATIVIDADE DA ECA E ECA2

A atividade das ECA e ECA2 foram mensuradas por meio de
ensaios fluorimétricos. As amostras de plasma dos pacientes
colhidas em heparina foram descongeladas e homogeneizadas.

O substrato Hip-His-Leu foi utilizado para determinagdo da
atividade enzimatica da ECA e sua atividade foi expressa em
nmoles/mL de plasma.

O substratos fluorogénicos da R&D Systems (Minneapolis, MN,
EUA) (ECA2: ESO007) foram utilizados para determinacdo da
atividade enzimatica da ECAZ2.

Os protocolos para medida das atividades das ECA e ECA2

constam do apéndice 2.

4.5- ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica foram utilizados calculos de analise



descritiva para todas as variaveis do estudo (demograficas, clinicas
e mensuragcdo da concentracdo de peptideos e atividades
enzimaticas). Além da andlise descritiva foram utilizados os testes
estatisticos de t para comparacdes pareadas ou nido de variaveis
paramétricas segundo observagao da distribuicdo gaussiana pelos
testes de normalidade D’Agostino & Pearson omnibus. Para
variaveis nao paramétricas foram utilizados os testes de Wilcoxon e
Mann-Whitney para dados pareados e nao pareados,
respectivamente.

Significancia estatistica foi atribuida a valor de p menor que 0,05.



Resultados



5- RESULTADOS

Foram incluidos neste estudo nove pacientes portadores de HAP
e trés pacientes controles com suspeicao clinica de HP que néao se
confirmou durante a realizagdo do cateterismo e manometria
cardiacos direitos. Os procedimentos foram realizados no servigco de
hemodindmica do HC-UFMG de maio de 2013 e fevereiro de 2014.
Todos os pacientes que participaram do estudo como casos
pertenciam ao grupo 1 da classificacdo da HP: sendo portanto
portadores de HAP; até a realizagdo do exame nenhum deles
apresentava nenhum estado clinico ou doenca associada a HP,
considerados como HAPI.

Durante a selecdo de pacientes e coleta de amostras optou-se
por excluir dados de dois pacientes, um caso e um controle, ja que
ambos ndo se enquadravam nos critérios de inclusao e excluséo do
estudo, embora a coleta de material ja houvesse sido realizada. Um
destes pacientes era portador de drepanocitose (grupo 5 de
classificagdo da HP) e tinha apenas 16 anos enquanto o outro tinha
82 anos.

Nao foi possivel obter os resultados de duas medi¢cdes de Angll
por falha do aparelho que faz as leituras. Por isso as comparagdes e
analises estatisticas que utilizam a variavel Angll contam com dois
valores a menos dentre os casos quando se trata de amostras
provenientes da aorta e um quando do tronco da artéria pulmonar.

Durante a leitura dos resultados do ensaio da atividade de renina



descrito na secao anterior, amostras provenientes de cinco
pacientes, sendo quatro casos € um controle, resultaram em leitura
indetectavel e portanto adotou-se como atividade enzimatica destas
amostras como zero. Nas comparativas por diferenca, o valor zero
pode ser adotado. Porém, isto fez com que as comparacdes
realizadas por razdes (ratios) tivessem que ser desconsideradas,
uma vez que a utilizagdo de razbes com um dos elementos tendo
valor zero perde seu valor pratico.

Os valores obtidos pelo ensaio para medicao da ECA2 resultaram

como indetectaveis e portanto ndo serdo apresentados nesta secgao.

5.1- Anadlise Estatistica descritiva
5.1.1- Género
Dentre os casos, 6 foram mulheres (66,6%) e 3 homens (33,3%).

Dentre os controles, havia somente mulheres.
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Figura 3: Distribuigcdo de frequéncia pacientes da amostra quanto ao género

separada por grupos.

Nao houve pacientes masculinos no grupo controle.



5.1.2- Idade
A média de idade nos casos foi de 55,44 anos, variando de 29 a
75, enquanto nos controles a média de idade foi de 45,67 anos,

variando de 27 a 64.
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Figura 4: Representagdo da distribuicdo de frequéncia e calculos da amostra

quanto a idade separada por grupos.

5.1.3- Peso
A média de peso entre os casos foi de 65,08Kg (44-96KQ)

enquanto entre os controles foi de 50,63 (31,4-71,5KQ).
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Figura 5: Representagdo da distribuicdo de frequéncia e calculos da amostra
quanto ao peso separada por grupos.

5.1.4- PAPm e classificagao da HAP
A HP leve foi considerada como PAPm de 25 a 35mmHg, HP

moderada de 36 a 45mmHg e HP grave = 46mmHg.
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Figura 6: Representagdo da distribuicdo de frequéncia e calculos da amostra

quanto a PAPm e classificagao da HAP.

5.1.5- Peptideos e enzimas do SRA
Segue-se tabela composta dados e calculos estatisticos: média,
tamanho (N), desvio-padrdo ou standard deviation (SD), valor

minimo (Min.) e maximo (Max.).



TABELA 4: Representacdo da anadlise estatistica descritiva das variaveis

estudadas na amostra e por grupos.

Variavel N Meédia SD Min. Max. Grupo N | Média SD Min. Max.

Peptideos

Angl Casos 9 292 2,7 0,41 7,65
A 12 305 248 041 7,64

orta Controles 3 3,46 2.1 147 565

Angl Casos 9 2,01 0,98 0,46 3,21
12 243 149 046 623

Pulmonar Controles 3 3,70 2,249 193 6,23

Angll Casos 7 235 213,4 4,087 490
10 223,9 1872 4,09 490

Aorta Controles 3 198,1 140,5 104,7 359,7

Angll Casos 8 282,9 217,7 82,92 6024
11 3138 2411 8392 7725

Pulmonar Controles 3 3959 3329 1405 7725

. " Casos 9 1494 1824 385 5081
2"91 7 12 1213 1637 2614 5981

orta Controles 3 37,02 13,09 26,14 51,55

Ang1-7 Casos 9 9406 60,72 26,19 194,8
12 76,33 60,92 20,83 194,8

Pulmonar Controles 3 2315 276 20,83 26,21

Ala Casos 9 253 237 068 815
12 225 212 036 815

Aorta Controles 3 1,403 0,92 0,36 2,13

Ala Casos 9 8,07 15,01 0,86 47,22
12 64 1329 0,04 4722

Pulmonar Controles 3 0,19 0,22 004 045

. " Casos 7 314 367 005 859
2"%"’”‘"91 7 10 397 389 0048 1078

orta Controles 3 5,92 4,45 2,03 10,78

] " Casos 7 292 191 075 578
‘:,‘"F"’A"91 7 10 693 870 075 2948

ulmonar Controles 3 2,83 0,23 2,66 3,09

Renina Casos 9 3,83 4,62 0 12,94
12 7,78 862 053 27,91

Aorta Controles 3 11,84 14,43 0 27,91

- " Casos 9 715 636 0 1879
Renina 12 1236 1578 036 5443

Pulmonar Controles 3 19,75 30,13 0 54,43

ECA Casos 9 2743 99,72 1149 45855
12 2556 9428 1149 4555

Aorta Controles 3 199,8 53,58 137,9 232,2

ECA Casos 9 267,5 102 116,2 4394
12 2499 94 1162 4394

Pulmonar Controles 3 1974 37,78 1613 236,6

Os dados sdo expressos em pg/mL (peptideos) ou nmoles/ mL de plasma (enzimas)

Em seguida apresenta-se também comparagao entre as variaveis
sociodemogréficas e clinicas da amostra e separadas por grupos.
Além da representacdo por tabela, nas subseg¢bes a seguir

encontram-se graficos da distribuicdo das frequéncias das variaveis



sociodemograficas e clinicas, além da média, desvio-padréo e
valores minimo e maximo.

5.2- ANALISE UNIVARIADA

5.2.1- Comparagao entre variaveis do SRA medidas no tronco
da artéria pulmonar e na raiz da aorta dos casos

A seguir apresentam-se graficos com a representacdo das
médias e do erro padrdo da média ou standard error of the mean
(SEM) de peptideos e enzimas do SRA. Foi realizado teste t
pareado e paramétrico visto que as variaveis obedeciam a uma
distribuicdo gaussiana quando aplicado teste de normalidade
D'Agostino & Pearson omnibus. Os calculos estatisticos referentes a
esta comparacao estao disponiveis na tabela 5.

Nao houve diferenga significativa entre as concentragcées dos
peptideos ou das enzimas do SRA entre os pacientes com HAP.

Os coeficientes de correlacdo da diferenca transpulmonar do
peptideo Ala e das enzimas renina e ECA obtiveram significancia
estatistica, embora ndo tenham alcangado esta mesma significancia
quando da realizacdo do teste t pareado, fato este que motivou a
analise entre as razdes das medidas dos componentes do SRA em

secao posterior, subsecio 5.3.
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Figura 7 - Comparagao entre as concentragdes dos
peptideos estudados medidos na aorta e artéria
pulmonar de pacientes portadores de HAP.
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Figura 8 - Comparacgao entre as atividades das
enzimas estudadas medidas na aorta e artéria
pulmonar de pacientes portadores de HAP.

Tabela 5: Comparagéo das concentragdes dos peptideos e enzimas estudados na

aorta e artéria pulmonar entre os casos.

SD diff 95% IC

Coeficiente de

Variavel N Valordep Meédia das diferencas (standard deviation (intervalo de =
correlagao (r)

das diferengas) confianga)

Angl 90,3645 0,9076 2,832 -1,269 a 3,084 0,04446
Angll 7 04874 -69,36 248 1 298,8 a 160,1 0,3632
Angl-7 9 03236 55,31 157.7 65,94 2 176.6 0.5450
0,931
Ala 9 0,2311 -5,543 12,83 -15,41 24,321 (p=0,0001)
Angl/Angi-7 7  0,8769 0,2174 3,559 3.074 a 3,509 03173
. 20,6382
Renina 9 03469 -3,319 9,965 098243 D00
ECA 9 05404 6.8 31,9 A7,72231,32 0,9503

(p<0,0001)***




5.2.2- Comparagao entre as variaveis medidas no tronco da
artéria pulmonar e na raiz da aorta dos controles

Foi aplicado teste pareado ndao paramétrico para a comparacao
entre os controles tendo em vista o numero de pares existentes que
sequer permitiu a aplicacdo de testes de normalidade. O teste de
Wilcoxon foi realizado para comparacao entre as medidas dos
peptideos e enzimas do SRA medidas no tronco da artéria pulmonar
e raiz da aorta, e os calculos estatisticos sdo apresentados na
tabela 6.

Nao foram encontradas diferengas significativas entre as
concentracdes transpulmonares dos peptideos e das enzimas do

SRA medidas nos controles.
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Figura 9 - Comparagéo entre as concentragées dos
peptideos estudados medidos na aorta e artéria
pulmonar de pacientes controles.
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Figura 10 - Comparagao entre as atividades das
enzimas estudadas medidas na aorta e artéria
pulmonar de pacientes controles.

Tabela 6: Comparagéo das concentragdes dos peptideos e enzimas estudados na
aorta e artéria pulmonar entre os casos.

Mediana das Coeficiente de

Variavel N Valor de p . 95% IC correlagao (rs)
diferencas de Spearman

Angl 3 0,75 -0,5862 -1,473 2 1,331 0,5
Angll 3 0,25 -145,1 -412,8 a-35,76 1

Ang1-7 3 0,25 7,171 5,313 229,13 0,5
Ala 3 0,25 1,630 0,3169 a 1,675 1
Angll/Ang1-7 3 0,25 -8,233 -18,7 a -4,236 1

Renina 3 >0,9999 0,0 -46,82 a 23,08 0,5
ECA 3 >0,9999 -4,488 -23,36 a 34,88 1

5.2.3- Comparagao entre as variaveis medidas no tronco da
artéria pulmonar entre casos e controles

Para esta comparagdo nao pareada e considerada néao
paramétrica (pelos mesmos motivos mencionados anteriormente) foi
utilizado teste de Mann-Whitney.

Foram encontradas diferengas significativas nas concentracoes
medidas no tronco da artéria pulmonar dos peptideos Ang1-7

(p=0,0182), Ala (p=0,0091) e da relagdao Angll/Ang1-7 (p=0,0167)



entre casos e controles.

As diferengcas apontam para uma maior concentracdo dos
peptideos Ang1-7 e Ala nas artérias pulmonares de portadores de
HAP quando comparada a dos controles. A relacido entre os
peptideos Angll e Ang1-7 medidos na artéria pulmonar foi
significativamente maior em controles quando comparada aos

portadores de HAP.
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Figura 11 - Comparagao entre as concentragoes dos
peptideos estudados medidos artéria pulmonar de
pacientes controles e portadores de HAP.

* p<0,05; ** p<0,01
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Figura 12 - Comparacéo entre as atividades das
enzimas estudadas medidas na artéria pulmonar
de pacientes controles e portadores de HAP.
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TABELA 7: Comparagdo das concentragdes dos peptideos e enzimas estudados

na artéria pulmonar entre casos e controles.

IC da diferenga

\EUEV N Valorde p Diferenca das Medianas )
Angl 9vs 3 0,28 -0,5421 -5(562,??61/33
Angll 8vs3 0,38 126,2 '29(3’3 by 512)0 X
Ang1-7 9vs 3 0,02* 69,11 3’(79%22;%’4
Ala 9vs3  0,009* 1,901 0’(797622;’,; °
Angll/Ang1-7 7vs 3 0,02* -10,45 ‘2?5762‘637[2549
Renina 9vs3  >0,9999 07 '54(’&7, ;61/03)’96
ECA 9vs 3 0,32 83,74 -78(’;6:33,3?65/3)5’1

* p<0,05; ** p<0,01

5.2.4- Comparacgao entre as variaveis medidas na raiz da aorta
de casos e controles

Foi utilizado o teste de Mann-Whitney. A concentracdo na aorta
do peptideo Ang1-7 foi significativamente menor nos controles
quando comparada aos portadores de HAP (p=0,0182). Nao houve
diferengas significativas observadas pelos teste na comparagao

entre as outras variaveis medidas na raiz da aorta entre os grupos.
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Figura 13 - Comparagao entre as concentragoes
dos peptideos estudados medidos aorta de
pacientes controles e portadores de HAP.

* p<0,05; ** p<0,01
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Figura 14 - Comparagao entre as atividades
das enzimas estudadas medidas na aorta de
pacientes controles e portadores de HAP.



Tabela 8: Comparagéo das concentragdes dos peptideos e enzimas estudados na

artéria pulmonar entre casos e controles.

IC da diferenga

\EUEV Valor de p | Diferenca das Medianas (%)
Angl 9vs3 03727 -1,856 '4’?;3 ;6%63
Angll 8vs3  0,8667 12,26 '35(32573/08)5 2
Ang1-7 9vs3  0,0182* 44,79 1‘2(;;26?,2?’8
Ala 9vs3 06273 -0,6139 B ’(()g; ;6%29
Angll/Ang1-7 7vs3  0,3833 -4,444 '10(’97§ 57%57
Renina 9vs 3 0,6 -6,006 -27(58,??6%375
ECA 9vs3  0,1273 17,34 5 1(‘;63,;6%/02;3 3

* p<0,05; ** p<0,01

5.3- ANALISE UNIVARIADA DA RAZAO ENTRE AS
CONCENTRAGOES PULMONAR E AORTICAS DAS VARIAVEIS
ESTUDADAS

Conforme explicitado anteriormente, o tamanho dos grupos, o
grau de dispersao das variaveis e a existéncia de correlagdo entre
algumas variaveis transpulmonares motivou a realizagdo de uma
comparagao entre a razdo pulmonar/aorta. A média destas razdes
foi entdo comparadas com uma média tedrica de valor igual a um,
que significaria auséncia de diferenga entre os dados comparados
(hipdétese nula). Médias significativamente diferentes de um e com
valor compreendido entre zero e um apontam para uma diferenga no
sentido de maior concentracido da variavel estudada na raiz da aorta
do que no tronco da artéria pulmonar. O inverso ocorre com médias

maiores que um.



5.3.1- Comparagcao pareada entre as médias das razodes
pareadas entre as variaveis medidas no tronco da artéria
pulmonar e raiz da aorta de casos

Nesta comparagao foi encontrada diferenga significativa em favor
de uma redugéao transpulmonar da concentragao de Ala (p=0,0481 e

média das razdes de 2,27).
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Figura 15 - Comparagéao entre as razées das concentragoes
dos peptideos estudados (Pulmonar/Aorta) medidas em
pacientes portadores de HAP.

* p<0,05; ** p<0,01
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Figura 16 - Comparagao entre as razoes das atividades
das enzimas estudadas (Pulmonar/Aorta) medidas em
pacientes portadores de HAP.

Tabela 9: Comparagédo entre as médias das razbes e da média tedrica dos

peptideos e enzimas em pacientes portadores de HAP.

Variavel N Valordep Mé“"? sl lE Sias Discrepancia .95% Ic. .
razoées razoes da discrepancia
Angl 9 03645 1,650 2,08 -0,6504 -0,9481 a 2,249
Angll 7 0,35 20,56 51,07 -19,56 -27,67 a 66,80
Ang1-7 9 08703 1,059 1,043 -0,0586 -0,7433 a 0,8605
Ala 9 0,0481* 2,27 1,635 -1,27 0,0134 a 2,527
Angll/Ang1-7 7 03318 18,68 44,31 -17,68 -23,3 a 58,65
Renina 6  0,1331 9,124 11,11 -8,124 -3,532 19,78
ECA 9 0,5544 0,976 0,1169 0,024 -0,1139 a 0,0658

* p<0,05; ** p<0,01

5.3.2- Comparagcao pareada entre as médias das razodes
pareadas entre as variaveis medidas no tronco da artéria
pulmonar e raiz da aorta de controles

Foi observado aumento transpulmonar do peptideo Ang1-7 e
reducao significativa da relagdo Angll/Ang1-7 significativos através
diferenca significativa entre as médias destas razbes e a razdo

tedrica de valor igual um (p=0,0028 e média das razdes de 0,1301;



p=0,0051 e média das razdes de 2,826 respectivamente).
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Figura 17 - Comparacao entre as razées das
concentragoes dos peptideos estudados
(Pulmonar/Aorta) medidas em pacientes controles.

* p<0,05; ** p<0,01
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Figura 18 - Comparagao entre as razoes das
atividades das enzimas estudadas (Pulmonar/Aorta)
medidas em pacientes controles.



Tabela 10: Comparagédo entre as médias das razdes e da média tedrica dos

peptideos e enzimas em controles.

Variavel N Valorde p Médi? sl D Sias Discrepancia .95% ICE )
razoes razoes da discrepancia
Angl 3 06288 1,233 0,7143 -0,2331 -1,541 a 2,008
Angll 30,0812 1,869 0,4572 -0,8691 -0,2666 a 2,005
Ang1-7 3 0,11 0,6722  0,2057 0,3278 -0,8387 a 0,1832
Ala 3 0,0028* 0,301  0,0801 0,8699 -1,069 a -0,6707
Angll/Ang1-7 3 0 0051* 2,826 0,2274 -1,826 1,261 a 2,391
Renina 2 0585 3,663 4,936 -2,663 -41,68 a 47,01
ECA 3 09078 1,012 0,1609 -0.0121 -0,3876 a 0,4119

* p<0,05; ** p<0,01

5.3.3- Comparagao nao pareada entre as razdes obtidas entre as
variaveis medidas no tronco da artéria pulmonar sobre a
medida na raiz da aorta entre casos e controles

Para esta avaliagcdo o teste de Mann-Whitney foi utilizado. Os
célculos estatisticos encontram-se na tabela a seguir. Significancia
estatistica entre as razdes transpulmonares do peptideo Ala
(p=0,0091) sinaliza para diferengas nas tendéncias de concentragao

e diluigao transpulmonar entre portadores de HAP e controles.

Tabela 11: Comparagédo entre as razdes Pulmonar/Aorta entre casos e controles.

Diferenga
Variavel \| Valor de p entre as
medianas
Angl 9vs 3 0,8636 -0,4566
Angll 7vs3 0,5167 -0,7904
Ang1-7 9vs 3 0,7545 -0,0194

Ala 9vs 3 0,0091* 1,571



Angll/Ang1-7 7vs3 0,8667 0,2674
Renina 6 vs 2 0,6429 0,469
ECA 9vs 3 0,6 -0,0547

* p<0,05; ** p<0,01

5.4- ANALISE MULTIVARIADA

Utilizando teste para multiplas comparagbes ordinary one-way
ANOVA. Foi utilizado modelo com duas variaveis, sendo uma
pareada (Pulmonar vs Aorta) e outra ndo pareada (HAP vs
Controles). Nesta analise apenas a comparagao entre a relagao
Angll/Ang1-7 medida na artéria pulmonar entre pacientes portadores
de HAP e controles obteve significancia estatistica (p=0,0068;

diferenga entre as médias 13,39; Cl 95% 3,408 a 23,38).



Discussao



6- DISCUSSAO

Este trabalho objetivou a avaliagdo do SRA revisto e ampliado tal
como ele é entendido hoje através da mensuragdo plasmatica de
peptideos e atividade das enzimas que o constituem. Durante a
revisdo da literatura apresentada em sec¢ao anterior ficou evidente
que este novo SRA tem sido apontado como um dos principais
sistemas homeostaticos do sistema cardiovascular.

Sua interagdo com as doencas pulmonares, principalmente a
HAP, é evidente e é provavel que o SRA atue nos trés mecanismos
principais fisiopatolégicos da doenga (disfungdo endotelial, balango
entre  substéncias vasodilatadoras e vasoconstritoras e
remodelamento vascular).

Neste estudo foi possivel medir peptideos e atividades
enzimaticas de 9 pacientes portadores de HAP e trés pacientes
controles. Mediu-se os peptideos Angl, Angll, Ang1-7 e Ala, além
das atividades da renina e da ECA. Nao foi possivel medir a
atividade da ECA2 pelo método fluorimétrico descrito. Muito
possivelmente isso ocorreu pela presenga de inibidor enddgeno
desta enzima descrito em diversos trabalhos. Um destes utilizou
metodologia bastante interessante a fim de caracterizar esse
provavel inibidor endégeno (PEDERSEN et al.,, 2011). A dosagem
da atividade plasmatica da ECA2 tem sido apontada como marcador

biolégico (EPELMAN et al., 2009) para diversas doengcas e sua



diminuicdo tem sido associada a diversos desfechos desfavoraveis.
Na insuficiéncia cardiaca, de etiologia chagasica ou nao, tem valor
preditivo para desfechos clinicos comparavel ao peptideo
natriurético cerebral BNP (WANG; MOREIRA; et al., 2010). Artigo de
revisdo recentemente publicado aborda as evidéncias existentes,
métodos de dosagem e elenca as associagbes ja estabelecidas
(PATEL; VELKOSKA; BURRELL, 2013).

Em modelos animais para HAP os niveis de RNAm de ECA2
estdo diminuidos (SHENOQY et al.,, 2010b). A atividade da ECAZ2,
caso tivesse sido estabelecida neste estudo, teria sido de extrema
utilidade, pois ha que se pesar que outro fenbmeno importante na
detecgcao plasmatica desta enzima é o mecanismo conhecido como
'shedding’. Sabe-se hoje que diversas enzimas transmembranas
como a ECA 2 sofrem acdo de outras enzimas também de
localizacido transmembrana e perdem seu dominio catalitico para o
plasma (podendo ser assim desta forma soluvel medidas no
plasma). Parece que existem pelo menos dois tipos de fragmentos
soluveis no plasma do dominio catalitico da ECA2, sendo um deles
originario de 'shedding' por enzimas induzidas por estresse
inflamatoério e oxidativo (PEDERSEN et al., 2011). Uma futura
mensuragao da atividade desta enzima deve levar em contar estes
aspectos.

A atividade de ECA no plasma de pacientes portadores de HAP e
controles € controversa na literatura cientifica com estudos

corroborando (HOEPER et al., 2003) ou ndo os resultados aqui



apresentados (KEANE et al., 1982).

Quanto aos peptideos dosados, notou-se clara diferenca da razao
das concentracdes de Ala entre amostras coletadas na raiz da aorta
e artéria pulmonar tanto em pacientes portadores de HAP quanto
em controles. Evidenciou-se, pela primeira vez, que a concentragao
periférica de Ala esta aumentada nos paciente portadores de HAP e
que no leito pulmonar, de alguma forma, ha significativo clearance
deste peptideo. Efeito inverso ocorre nos pacientes controles, em
cujos leitos pulmonares parece que ha aumento da formagao de Ala
em relacao a sua depuracao.

O SRA desregulado é tema de artigo que realizou medi¢des de
peptideos e enzimas em sangue periférico e também os fez no
tecido pulmonar. Embora essa metodologia seja interessante
(comparacéao entre concentragdes plasmaticas e teciduais), o estudo
nao avaliou o SRA revisado e ampliado e nem fez medicbes
transpulmonares, portanto n&o contemplou seus peptideos
vasodilatadores. Os resultados em relacdo ao SRA classico foram
semelhantes aos aqui apresentados (DE MAN et al., 2012b).

Quanto ao peptideo Ang1-7, houve diferenga significativa entre as
concentracbes na artéria pulmonar entre casos e controles. O
mesmo ocorre com a concentracdo deste peptideo na aorta. Este
resultado parece reflexo compensatério de contrarregulagdo do
organismo numa tentativa de compensar o aumento da RVP
observado durante a HAP.

Sobre os estudos correlatos ja publicados ndo ha nenhum que



apresente metodologia semelhante e que analise o leito vascular
pulmonar em humanos. Ha um trabalho cientifico medindo a relagéo
entre os peptideos Angll/Ang1-7 em sangue periférico de humanos
portadores de HAP e controles. Este estudo evidenciou relagao
aumentada nos casos em relacao aos controles. Estes resultados
ndo foram observados no presente estudo (JENNIFER A.
JOHNSON et al., [S.d.]).

Estudos de metodologia semelhante porém lograram a
comparagao transcoronariana (CAMPBELL et al., 2004) e
transesplancnica (VILAS-BOAS et al., 2009) de componentes do
SRA. Os mesmos apresentaram resultados semelhantes aos aqui
expostos, sempre havendo um reforco do eixo vasodilatador
ECA2/Ang1-7/Mas.

Outra linha de pesquisa, que correlaciona doencas
reumatolégicas sistémicas que cursam com HP e alteragbes do SRA
tem demonstrado descobertas relevantes. Como exemplos pode-se
citar a constatacdo de baixos niveis de Ang1-7 e a presenga de
auto-anticorpos contra a ECA2 (TAKAHASHI et al., 2010) que
podem auxiliar no entendimento do mecanismo fisiopatolégico da
HP.

Ha que se destacar como limitacao deste estudo, seu numero
reduzido da amostra. O tempo limitado de duracdo da pods-
graduagdo, a baixa prevaléncia da doenca estudada (HAP) e a
realizacdo de reforma no Servico de Hemodinamica do HC-UFMG

com paralisagcdo temporaria dos procedimentos eletivos



concomitante a realizacdo desta pesquisa pesaram na escassa
obtencdo de amostras. Vale ressaltar que seguiremos com a coleta
de amostras para uma melhor apreciacdo das observagdes aqui
discutidas.

A relagéo entre o SRA e a produgéo de citocinas (HASSOUN et
al., 2009; LI et al., 2012b) ainda € obscura e embora venha sendo
parcialmente analisada em alguns estudos também sera objetivo de
nossa linha de pesquisa na continuacao deste estudo.

A importancia deste estudo estd em pela primeira vez, medir
peptideos ainda nao incorporados ao arsenal terapéutico de uma
doenca de dificil controle. O desenho deste projeto, que contemplou
medidas transpulmonares plasmaticas dos componentes do SRA é
de certa forma inovador, pois ainda n&o havia sido realizado para o
leito pulmonar. O fato de n&o correlacionarmos as medidas
plasmaticas com teciduais se da pelo dificil acesso que teriamos a
material bioldgico tecidual pulmonar destes pacientes. Por outro
lado, a coleta de amostras sanguineas tanto da aorta quanto da
artéria pulmonar de pacientes submetidos ao cateterismo cardiaco
direito, exame que integra os passos para a propedéutica da HAP, é
relativamente simples. Isso faz supor que uma possivel analise dos
componentes do SRA com objetivos de propor ou modular
estratégias terapéuticas mais direcionadas seria de facil realizagao.

Porém os estudos em humanos n&o conseguiram ainda
caracterizar qual seria o perfil dos componentes em sua forma

circulante, incluindo os recém-descobertos do SRA na HAP. Alguns



deles quantificam a expressdo das enzimas sem mensurar sua
atividade (DAl et al., 2013), outros apenas contemplam o SRA
classico (HOEPER et al., 2003), outros focam apenas nos peptideos
(JENNIFER A. JOHNSON et al., [S.d.]). Ha que se ressalvar estudos
que mostram aumento da atividade da ECA2 em pacientes
portadores de insuficiéncia cardiaca (EPELMAN et al., 2009) e outro
que mostra a relevancia de auto-anticorpos anti-ECA2 na
fisiopatologia de HAP secundaria a afecgbes autoimunes

(TAKAHASHI et al., 2010).



Conclusoes



7- CONCLUSOES

Apos detalhada analises dos resultados e discussao pode-se
concluir que o SRA revisto e ampliado esta alterado nos pacientes
portadores de HAP em relacido aos controles. Principalmente no que
diz respeito aos peptideos vasodilatadores e de sobremaneira para
o peptideo Alamandina. Comprovou-se aumento das concentracdes
do peptideo Angiotensina 1-7 em relagdo dos pacientes hipertensos
em relagcado aos controles. Esta diferenga provavelmente reflete um
aumento compensador do eixo vasodilatador do SRA. Porém, talvez
o resultado mais surpreendente e interessante deste estudo seja a
constatacado de elevada concentracao periférica de Ala em relacéo a
sua concentragcdo medida na raiz da aorta. Conclui-se que este
novissimo braco também vasodilatador do SRA apresenta
depuragdo no leito pulmonar aumentada em relagdo a sua ja
significativamente aumentada produgéao periférica em pacientes com
HAP. Tendéncia inversa foi observada nos individuos do grupo

controle.
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APENDICE 1 - METODO PARA EXTRAGAO DE PROTEINAS

Extragdo de angiotensinas do plasma em colunas BondElut - C18.

Para obter as angiotensinas do plasma utilizou-se a extragao em
colunas Bond Elut. As colunas foram pré-ativadas com 10 ml de
ACN 99,9%/HFBA 0,1% e 10 ml de HFBA 0,1%. Com uma seringa
aplicou-se pressdo na coluna para que o liquido passasse por ela.
As colunas foram ativadas usando-se: 10 ml de ACN 99,9%/HFBA
0,1%, 10 ml de HFBA 0,1%, 3 ml de BSA 0,1%/HFBA 0,1%, 10 ml
de ACN 10%/HFBA 0,1%, 3 ml de HFBA 0,1%. Apds ativacao da
coluna as amostras foram aplicadas, seguindo-se de lavagem
sequencial com 20 ml de HFBA 0,1% e 3 ml de ACN 20%/HFBA
0,1%. Os peptideos foram eluidos com 3 ml de ACN 99,9%/HFBA
0,1% em tubos de polietileno lavados com BSA 0,1%. As amostras
foram secas em centrifuga evaporadora por 10-12 horas e apos,

foram congeladas até sua ressuspensao e utilizagao.



APENDICE 2 - METODO PARA MEDICAO DA ATIVIDADE DA
ENZIMATICA

ECA

Incubacédo de 30uL do plasma em 470uL de 5mM do substrato
Hip-His-Leu preparado em tampao de sédio borato 0.4 M, NaCl 0,9
M, pH 8.3, durante 30 minutos, a 37 °C.

A reacao foi interrompida pela adicdo de 1,2 mL de NaOH 0,34 M;
foram adicionados 100uL de ortoftaldeido (20 mg/mL em metanol) e,
apoés 10 minutos em temperatura ambiente, 200uL de HCI 3 N.

Centrifugagdo a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Em
seguida, foi realizada a leitura do ensaio em leitor de Elisa (BioTek
Synergy™ 2: BioTek, VT, EUA) utilizando os seguintes
comprimentos de onda (365nm de excitacdo e 495nm de emissao).

Apds a leitura das amostras, os valores obtidos foram
normalizados pela concentracdo de proteina nas respectivas
amostras.

A atividade da enzima foi expressa em nmoles/mL de plasma.

ECA2

A atividade da ECA2 foi realizada de acordo com o método
previamente descrito (VICKERS et al., 2002). O ensaio cinético foi
realizado usando substratos fluorogénicos da R&D Systems

(Minneapolis, MN, EUA).



Amostras plasma de foram homogenizadas em tampao composto
por Tris-HCI 75mM, pH 7.5; NaCl 1M e ZnCl, 0,5mM. Todos os
ensaios foram realizados em duplicata em pH 7.4 com um volume
final de 100uL. A solucdo de reacdo continha: plasma, 50uM de
substrato, NaCl 5 M, Tris-HClI 75mM, ZnCl, 0,5uM, inibidor
especifico da ECA2 (DX 600) 10um e um inibidor especifico da
ECA (Captopril) 10um. Imediatamente ap6s a adigdo do substrato
fluorogénico, o ensaio foi realizado em um leitor de Elisa (BioTek
Synergy™ 2; BioTek, VT, EUA) durante 1h, a 37°C, foi realizada a
cinética de atividade da enzima com leitura de fluorescéncia a cada
minuto. O controle de fluorescéncia foi realizado com reacdes sem a

presenga de amostra.



ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Meu nome é Thadeu Alves Maximo e junto com o Dr. Robson Augusto Souza dos Santos estou desenvolvendo

o estudo “Avaliacdo do sistema renina angiotensina em pacientes portadores de hipertensao pulmonar”.
Vocé esta sendo convidado a participar do estudo por ter uma indicagdo clinica ao teste de cateterismo e manometria
cardiacos devido a hipertensdo arterial pulmonar.

Pessoas que tem hipertensdo pulmonar grave tem grande quantidade de sintomas como falta de ar e inchaco
do corpo que sdo muitas vezes considerados incapacitantes. A doenga é de dificil controle e ndo tem cura, apresenta
altas taxas de mortalidade e de nimero de internagdes hospitalares. Para confirmar o diagnostico e medir o grau de
hipertensédo pulmonar € indicado o teste de cateterismo e manometria do coragdo. Durante este teste amostras de
sangue sao rotineiramente colhidas.

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar um novo e promissor alvo para novas terapias medicamentosas para
a hipertensdo pulmonar denominado sistema renina angiotensina que é um sistema que regula a contracdo e o
relaxamento dos vasos sanguineos do corpo, inclusive os da circulacdo pulmonar. Recentemente revisto, novos
componentes (angiotensina 1-7, enzima de conversdo da angiotensina tipo II) foram descobertos e ainda sao
desconhecidas as concentragdes destes componentes em varias partes do corpo. Este estudo visa quantifica-los em
amostras de sangue colhidas durante a realizacdo do exame ao qual vocé sera submetido (cateterismo cardiaco).

Ao concordar com a participacdo na pesquisa, serdao coletadas 02 (duas) amostras de sangue (16 mL;
aproximadamente uma colher de sopa ao todo) durante o exame. Vale lembrar que ndo serda necessario nenhum
procedimento adicional (doloroso ou ndo) para realizacdo deste trabalho e que o mesmo ndo resulta em nenhum custo
para vocé ou sua familia.

Os dados resultantes das amostras de sangue serdo entdo analisados e submetidos para publicagdo em
revistas e encontros cientificos da area médica e se vocé desejar é sé procurar os pesquisadores que os mesmos lhe
serdo entregues. Todas as avaliacdes e publicacdes cientificas serdo feitas sem que vocé possa ser identificado por
nome ou qualquer caracteristica.

Vocé nao recebera remuneracdo (pagamento) por participar do estudo. Vocé continuara a ser atendido neste
servigo, sem prejuizo ao seu cuidado, mesmo que ndo concorde com a sua inclusdo no estudo ou, ainda, que desista
de participar em qualquer momento. NOs responderemos a qualquer questdo relativa ao estudo, agora ou em

qualquer momento que for necessario.

A sua participacdo é muito importante, pois podera contribuir para o desenvolvimento de novos

medicamentos e uma melhor compreensdo dos mecanismos que levam a hipertensdo pulmonar.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo “Avaliacdo do sistema renina
angiotensina em pacientes portadores de hipertensao pulmonar” e concordo voluntariamente com a minha

participagdo.

Assinatura do paciente

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o consentimento livre e esclarecido destes paciente para

a sua participacdo no estudo.

Assinatura do Pesquisador Orientador Assinatura do Pesquisador Orientando
Responsaveis pela pesquisa:

Dr. Thadeu Alves Maximo tel.: (31) 8851-1553 / Dr. Robson Augusto Souza dos Santos: (31)8776-2956
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