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Resumo

Fundamento: O modelo de hipertensao arterial pulmonar induzida por monocrotalina (MCT) é um dos mais
reproduzidos atualmente, apresentando como limitacao a auséncia de lesdes plexiformes, manifestacoes tipicas da
doenca grave em humanos.

Obijetivo: Avaliar a gravidade da arteriopatia pulmonar induzida por MCT por meio dos achados anatomopatolégicos
pulmonares e cardiacos, evolucao clinica e sobrevida em 37 dias.

Métodos: Foram utilizados 50 ratos machos Wistar divididos em quatro grupos, sendo um controle (n = 10). Os trés
grupos restantes foram submetidos a inoculacao de MCT (60 mg/kg i.p.) e ficaram sob o seu efeito por 15 (n = 10), 30
(n = 10) e 37 dias (n = 20). Ao final de cada periodo, os animais foram sacrificados, obtendo-se tecidos pulmonar e
cardiaco para andlise anatomopatolégica e morfométrica. Empregou-se o teste Kruskal-Wallis, considerando nivel de
significancia de 5%.

Resultados: Nos pulmées dos animais MCT foram constatadas lesdes referentes a arteriopatia pulmonar, incluindo
muscularizagao das arteriolas, hipertrofia da camada média e lesées neointimais concéntricas. Lesdées complexas
foram observadas nos grupos MCT, descritas como plexiforme e do “tipo” plexiforme (plexiform-like). A hipertrofia do
ventriculo direito foi constatada pelo aumento da espessura e diametro dos cardiomidcitos e pelo aumento significativo
da espessura da parede do ventriculo direito (p<0,0000).

Conclusao: O modelo foi capaz de gerar arteriopatia pulmonar moderada-grave associada a hipertrofia do ventriculo
direito secundaria, com sobrevida de 50% em 37 dias. De nosso conhecimento, este estudo foi o primeiro a constatar a
presenca de lesdes vasculares complexas, semelhantes as observadas em pacientes com hipertensao arterial pulmonar
grave, em modelo isolado de MCT. (Arq Bras Cardiol. 2020; 115(3):480-490)

Palavras-chave: Monocrotalina; Remodelacao Vascular; Neointima; Hipertensao Pulmonar; Hipertrofia Ventricular Direita.

Abstract

Background: The monocrotaline (MCT)-induced pulmonary arterial hypertension model is one of the most reproduced today, presenting as a
limitation the absence of plexiform lesions, typical manifestations of the severe disease in humans.

Objective: To evaluate the severity of MCT-induced pulmonary arteriopathy by pathological findings of lung and heart tissue samples, clinical
course and 37-day survival.

Methods: Fifty male Wistar rats were divided into one of the four groups — control (CC) (n = 10) and three intervention (MCT) groups. The MCT
groups received intraperitoneal injection (60 mg/kg) of MCT and remained exposed to the substance for 15 days (G15, n = 10), 30 days (G30,
n = 10) and 37 days (G37, n = 20). At the end of each period, the animals were sacrificed, and pulmonary and cardiac tissues were collected
for anatomopathological and morphometric analysis. The Kruskal-Wallis test was used, considering a level of significance of 5%.
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Results: In the lungs of MCT animals, lesions related to pulmonary arteriopathy were found, including muscularization of the arterioles,
hypertrophy of the middle layer and concentric neointimal lesions. Complex lesions were observed in MCT groups, described as plexiform and
plexiform-like lesions. Right ventricular hypertrophy was evidenced by increased thickness and diameter of the cardiomyocytes and a significant

increase in the right ventricular wall thickness (p <0.0000).

Conclusion: The MCT model was able to generate moderate-severe pulmonary arteriopathy associated with secondary right ventricular
hypertrophy. The 37-day survival rate was 50%. To our knowledge, this study was the first to note the presence of complex vascular lesions,
similar to those observed in patients with severe pulmonary arterial hypertension, in an isolated MCT model. (Arq Bras Cardiol. 2020; [online].

ahead print, PRO-0) (Arq Bras Cardiol. 2020; 115(3):480-490)

Keywords: Monocrotaline; Vascular Remodeling; Neointimal; Pulmonary hypertension; Right Ventricular Hypertrophy.

Introducao

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) é uma situagao
clinica de elevada gravidade, caracterizada pela presenca de
vasoconstricdo pulmonar, trombose in situ e remodelamento
vascular." O aumento progressivo da resisténcia vascular
pulmonar (RVP) resulta em uma hipertrofia compensatéria
do ventriculo direito (VD), progredindo para insuficiéncia
cardiaca e morte prematura.?

Na HAP avancada, a proliferagao endotelial e a hipertrofia do
miusculo liso vascular resultam em obstrugao do limen arterial.
Na maioria dos casos, ocorre a formacao de lesdes neointimais
concéntricas e lesées hipercelulares complexas, conhecidas
como lesées plexiformes.® As alteragbes anatomopatolégicas
da HAP foram primeiramente caracterizadas por Heath
& Edwards* em 1958. Posteriormente, Wagenvoort &
Wagenvoort® em 1977 descreveram a sequéncia de alteragoes
vasculares na HAP definindo-a como Arteriopatia Pulmonar
Plexogénica (APP). Essas alteragdes parecem refletir, em geral,
o nivel pressérico da artéria pulmonar e, em menor grau, o
tempo de HAP®

Como o tecido humano com doenga em estagio inicial
raramente esta disponivel, um modelo animal que reproduza
as alteragdes precoces da arteriopatia pulmonar e sua evolucao
seria desejavel para compreender a complexidade da HAP e
encontrar novas estratégias terapéuticas.”

O modelo animal de HAP induzida por monocrotalina
(MCT) é um dos mais realizados pelos pesquisadores, pois
oferece simplicidade técnica, facil reprodutibilidade e baixo
custo em comparagao com os outros modelos.” Além disso, é
capaz de mimetizar varios aspectos-chave da HAP humana,
incluindo remodelamento vascular, proliferacao de células
musculares lisas, disfuncao endotelial, aumento da expressao
de citocinas inflamatorias e faléncia do ventriculo direito."®?
Tipicamente, esse modelo é baseado em uma dnica injegao
de MCT (geralmente 60 mg/kg) aplicada por via intraperitoneal
(i.p.) ou subcutanea, resultando no desenvolvimento de HAP
ap6s em 3-4 semanas.”'?

A MCT é um alcaloide pirrolizidinico presente nos
caules, folhas e sementes de plantas do género Crotalaria
sp. (principalmente as espécies spectabilis, retusa e sigma),
leguminosas distribuidas principalmente nas regides de clima
tropical.’ A monocrotalina, ao ser metabolizada no figado
pelo citocromo p-450, é transformada em sua forma ativa, a
monocrotalina pirrole, exercendo sua toxicidade no sistema
cardiopulmonar.”'® Seu uso foi primeiramente descrito ha
mais de 50 anos por Kay etal.,"" primeiros a reportarem HAP
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causada pela ingestao de sementes de Crotalaria spectabilis em
ratos. Relatos anteriores haviam descrito arterite pulmonar em
ratos alimentados com sementes da planta'? e identificaram o
alcaloide pirrolizidinico como o agente causador.'

Embora muitas evidéncias sugiram que a MCT induz
disfuncao endotelial das arteriolas pulmonares em mdiltiplos
niveis, o modelo de HAP por MCT é caracterizado
predominantemente por hipertrofia da camada média.
A auséncia de lesbes complexas, constatadas na HAP
moderada-grave, apresenta-se como uma importante
limitacao desse modelo.”'#1°

A proposta do presente estudo consiste em reproduzir o
modelo experimental de HAP induzida por MCT em ratos
Wistar com o objetivo de avaliar a gravidade da arteriopatia
pulmonar por meio dos achados anatomopatolégicos
pulmonares, repercussoes cardiacas, evolugao clinica e
sobrevida em 37 dias.

Métodos

No presente estudo experimental foram respeitadas as
normas estabelecidas no “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” e os Principios Eticos na Experimentagao
Animal do Conselho Nacional do Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA). O estudo teve aprovagao do Comissao de
Etica no Uso de Animais da Faculdade Evangélica Mackenzie
do Parand (CEUA/FEMPAR), registrado sob o protocolo n.
3433/2016.

Cinquenta ratos machos Wistar, da espécie Rattus
norvegicus, pesando entre 250 e 300 gramas, foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (randomizagao
simples): grupo controle (GC) (n=10) — animais que
receberam uma injecao intraperitoneal de solugao fisiol6gica
(0,9%, 1 mL/kg) no dia de inicio do experimento (D0); grupos
MCT - animais que receberam uma injegao intraperitoneal
de MCT (60 mg/kg)'” (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
dissolvida em solugao fisiolégica (0,9%) no DO. Os animais
ficaram sob o efeito da MCT por 15 dias, 30 dias e 37 dias,
representando os grupos G15 (n=10), G30 (n=10), G37
(n=20), respectivamente.

Nos dias 15 (G15), 30 (G30) e 37 (G37 e GC) do
experimento, apds a anestesia com uma combinagdo de
0,3 mg/kg de cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®; Syntec,
Sao Paulo, Brasil) e 10 mg/kg de cloridrato de cetamina
10% (Cetamin®; Syntec, Sdo Paulo, Brasil) i.p.,'” os animais
foram pesados e posteriormente sacrificados por meio de
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exsanguinacao por pungao cardiaca. Por fim, foi conduzida
a retirada de ambos os pulmébes e do coragao, os quais
foram pesados através de balanga semi-analitica de precisao
(AD200; © Marte Cientifica, Sao Paulo, Brasil).

Os 6rgaos coletados foram processados segundo
técnica histolégica convencional. Para cada animal foram
confeccionadas duas ldminas histolégicas de tecido
pulmonar, uma com trés cortes transversais contendo
os lobos pulmonares direitos, e a outra com um corte
transversal e um longitudinal contendo os lobos pulmonares
esquerdos. As laminas de pulmao foram coradas com
hematoxilina-eosina (HE), tricromico de Mallory e
coloragao de Weigert para fibras elasticas."* As laminas
de coracao incluiram duas secgdes transversais de tecido
cardiaco, um ao nivel do terco médio dos ventriculos e
outro ao nivel dos vasos da base, corados com HE.

As laminas de pulmao foram avaliadas
histopatologicamente utilizando um método de pontuagao
semiquantitativo (0 — sem alteragao; 1 — discreto; 2 —
moderado/acentuado) de parametros de remodelagao
vascular e alteracoes parenquimatosas, descritas a seguir:
espessamento das paredes alveolares, edema intersticial,
exsudato alveolar, hipertrofia da camada média, infiltrado
leucocitario e proliferagdo intimal/neointimal.

As laminas de tecido pulmonar e cardiaco foram
digitalizadas com um scanner (Axio Scan Z1, Zeiss, Jena,
Alemanha) (40X) e as imagens foram analisadas pelo software
ZEN 2.3 (blue edition) (© Carl Zeiss Microscopy GmbH,
2011), que permite medidas quantitativas geométricas.
A quantificagao histolégica da espessura da parede do
ventriculo direito (EPVD) foi realizada em um aumento de
10X, expressa em micrometros (Um). A regido central da
parede do VD foi definida como padrao para a anélise desse
parametro em todas as laminas. A quantificagao da drea da
camara ventricular direita foi realizada em um aumento de
10X e expressa em micrometros quadrados (um?).

Analise Estatistica

As varidveis morfométricas (continuas) foram
representadas por graficos boxplot, que expressam os
dados em mediana e intervalo interquartil. A suposicao
de normalidade das varidveis foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. As varidveis ndo apresentaram
distribuicao normal e, por este motivo, foram analisadas e
comparadas com o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis,
usando o método de Simes e Hochberg para miiltiplas
comparacoes.

O tamanho amostral e sua distribuigdo nas parcelas
experimentais basearam-se na experiéncia em trabalhar
com estes animais nestas condicdes, na viabilidade
estatistica do desenho experimental, nos dados descritos
na literatura médica e nas normas estabelecidas pelo
CONCEA e CEUA/FEMPAR. Utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov na comparagao entre os grupos,
mostrou-se necessario um ndmero de oito animais por
grupo experimental. Levando em conta a mortalidade de
20% por grupo devido a problemas de procedimento, e de
50% a partir da quarta semana devido a toxicidade da MCT,
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necessitou-se mais dois animais no GC, G15 e G30 e doze
no grupo G37, totalizando uma amostra de 50 animais.

Os valores de p abaixo de 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os dados foram analisados com
o software estatistico Action Stat (versao 3.5.152.34).

Resultados

Evolucao e Mortalidade

Com o passar das semanas, foi possivel observar o aparecimento
gradativo de sinais de doenca pulmonar nos animais dos grupos
MCT, como anorexia, perda de peso, irregularidade do padrao
respiratério, intolerancia aos esforgos e cianose de extremidades.
Esses sinais se tornaram mais evidentes nos animais do G30 e G37,
que se apresentavam mais irritados e com espirros frequentes. No
GC, G15 e G30 todos os animais sobreviveram. Contudo, no G37,
houve uma mortalidade de 50%.

Peso Corpéreo e Peso Relativo dos Orgéos

Na Figura 1A, observa-se uma diminuigao do ganho de
peso a medida que os animais ficaram mais tempo expostos
aos efeitos da MCT, de modo que os animais do G37 tiveram
uma redugdo significativa, de cerca de 11%, do seu peso
final em relacdo ao inicial, em comparagdo ao GC e G30
(p<0,0001).

O peso relativo dos pulmées dos animais foi significativamente
maior nos grupos MCT em relacdo ao GC (p<0,0000), como
se observa nas figuras 1C e 1D. Entretanto, esse aumento nao
teve um padrao linear, apresentando uma leve queda no G30.
O peso relativo dos coragoes foi significativamente maior nos
grupos G30 e G37 (p<0,005) em relagao ao GC (Figura 1B).

Achados Macroscopicos

Os pulmdes dos animais dos grupos G15 e G30 apresentavam-se
macroscopicamente aumentados de volume, alguns sem achados
de superficie, outros levemente hiperemiados e congestos.
A maioria dos pulmbes dos animais do G37 apresentavam intensa
congestao pulmonar, 30% deles com petéquias e 20% deles
apresentavam aspecto ferruginoso. O acometimento pulmonar
direito foi mais intenso do que o esquerdo, a nivel macroscépico.
No dia da morte, em metade dos animais do G37, foi observado
liquido sero-hialino em cavidades pleurais e liquido sero-hemético
em cavidade pericardica, além de ascite e congestao hepética.
Os demais 6rgaos nao apresentavam alteragdes macroscopicas
visiveis, com excecdo do figado, que apresentava-se congesto e
com aspecto de noz-moscada.

Achados Histopatolégicos Pulmonares

Nas fotomicrografias de tecido pulmonar dos animais do
GC, observou-se alvéolos integros ocupando a maior parte
do parénquima pulmonar, adequadamente aerados (Figuras
2B e 2C), e arteriolas com estrutura e dimensdes normais
(Figuras 2A, 3A, 3B e 4A).

A andlise histolégica dos animais MCT revelou alteragbes
parenquimatosas pulmonares, como exsudato alveolar,
espessamento das paredes alveolares, edema intersticial e
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Figura 1 - Variagdo do peso corpdreo e peso relativo dos 6rgdos. Comparagéo entre os animais dos grupos controle (GC), 15 dias (G15), 30 dias (G30) e 37 dias
(G37), ao final do periodo experimental. Em A, variagéo de peso corpéreo, em gramas, *p < 0,0001; em B, peso relativo cardiaco (PC,), em g/100g de peso final (PF),
*p < 0,005 e *’p < 0,0000; em C e D, peso relativo pulmonar esquerdo e direito (PPE, e PPD,), em g/100g de peso final, *p < 0,0000

Figura 2 — Fotomicrografias de tecido pulmonar do grupo controle. Observam-se alvéolos integros ocupando a maior parte do parénquima pulmonar (B e C) e arteriolas
com estruturas e dimensées normais (A). Coloragéo hematoxilina-eosina; objetivas de 20X (A), 5X (B) e 2X (C)
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Figura 3 - Achados histopatologicos vasculares e parenquimatosos do tecido pulmonar. Fotomicrografias de cortes histolégicos do tecido pulmonar dos animais do grupo
controle (GC) e de animais que receberam monocrotalina (grupos MCT); A - F, avaliagdo da remodelagéo arterial pulmonar observadas nas arteriolas alveolares vistas
em cortes transversais (coloragéo de Weigert; objetiva 20X); G - |, alteragbes parenquimatosas nos animais dos grupos MCT (coloragdo hematoxilina-eosina; objetiva 1X,
5X, 5X; respectivamente); A e B, arteriolas alveolares do GC com estruturas e dimensdes normais; C — F, arteriolas dos grupos 15, 30 e 37 dias; C e D, muscularizagéo e
hipertrofia da camada média, com proliferagdo neointimal concéntrica (D); E e F, lesées neointimais laminares celulares concéntricas com intensa redugéo do limen vascular
e ruptura da membrana eléstica externa (E); G, infiltrado inflamatério no intersticio hilar, peribronquiolar e perivascular. Parénquima pulmonar apresenta poucas areas
alveolares aeradas associada a uma intensa exsudagéo intra-alveolar do tipo serofibrinosa (H) e macrofagica (1), com a presenca de células esponjosas

infiltrado leucocitario (Figura 3G). Foram encontrados trés tipos
de exsudatos ocupando a luz alveolar: serofibrinoso (Fig. 3H),
hemorragico e macrofagico (Fig. 31). As artérias e arteriolas
pulmonares apresentavam varias formas de remodelagao
vascular, incluindo muscularizagdo e hipertrofia da camada
média (Figuras 3C e 3D), proliferagao intimal, varios graus de
espessamento neointimal, concéntrico (Figura 3D) e laminar
concéntrico (Figuras 3E e 3F), e lesoes hipercelulares complexas.

No processo de muscularizacdo, a arteriola adquiriu uma
dupla membrana elastica com um novo musculo entre elas.
A proliferagdo das células da intima levou a uma intima
espessada, sem nenhuma organizagao especial, afetando toda
a circunferéncia do vaso.

Arq Bras Cardiol. 2020; 115(3):480-490

Foram observados dois padroes diferentes de lesoes
hipercelulares complexas em relagdo a sua morfologia.
Primeiro, les6es semelhantes a pedinculos (“stalk-like/
plexiforme-like lesions”), formadas no limen da arteriola
pulmonar (Figuras 4B-H). O corpo da lesao apresenta-se
como um massa desordenada semelhante a um pedtnculo,
formada por células hipercrométicas e ovais, que parecem
surgir da parede arterial, estendendo-se a jusante no limen
do vaso. As secgbes transversais mostraram arteriolas com
muitos canais parecidos com fendas (“slit-like channels”)
separados por células centrais hipercromaticas (Figuras
4B-D). Ainda, foram observadas pequenas massas de células
semelhantes a um broto (“bud-like”), projetando-se da
parede arterial para o limen (Figuras 4E-H).
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Figura 4 - Lesdes vasculares complexas do tecido pulmonar. Fotomicrografias representativas de lesdes complexas do tecido pulmonar dos animais que receberam
monocrotalina (grupos MCT) (coloragédo hematoxilina-eosina; objetiva 10X); A, arteriola alveolar do grupo controle com estrutura e dimensbes normais; B — H, lesbes
“plexiform-like” (“stalk-like lesions’) em cortes transversais; B - D, arteriolas apresentando canais parecidos com fendas (“slit-like channels”), indicados pelas setas.
E - H, arteriolas com pequenas massas de células hipercrométicas semelhantes a um broto (“bud-like”), projetando-se em diregéo ao limen vascular, indicadas pelas
setas; | - M, lesdes plexiformes em cortes transversais (grupo do dia 37, G37) mostrando a combinagéo de mdltiplos pequenos canais capilares e pequenas fendas

O segundo padrao encontrado foram lesoes plexiformes
(Figuras 41-M), mostrando arteriolas frequentemente
dilatadas com limen caracteristicamente preenchido
por canais capilares e “slit-like channels”. Essas lesdes
foram observadas quase que exclusivamente no G37,
sem acometer todos os animais do grupo, apresentando
distribuigdo focal no tecido pulmonar.

Nos grupos G30 e G37 houve uma intensificagao das
injarias vasculares e parenquimatosas, com destaque
na hipertrofia da camada média, proliferagao intimal
e exsudato alveolar. Entretanto, o G37 mostrou uma
diminuigao no infiltrado leucocitario em comparagao com
o G15 e G30.

Os resultados da avaliagdo semiquantitativa da
vasculatura e parénquima pulmonar encontram-se
esquematizados na Figura 5.

Achados Histopatologicos e Morfométricos Cardiacos

O mdasculo cardiaco também sofreu alteragdes
anatomopatolégicas expressivas. A Figura 6 mostra
fotomicrografias de corte transversal e longitudinal do ventriculo
direito dos animais do GC e G37. Observam-se niicleos integros
dispostos perifericamente e feixes de fibras integras, porém com
aumento de espessura e diametro no G37.

Ahipertrofia ventricular direita, evidentemente retratada na
Figura 7, foi quantificada pela medida da EPVD e sua variagao

Arq Bras Cardiol. 2020; 115(3):480-490
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Figura 5 - Evolugdo dos Parametros de Remodelacdo Vascular e Alteragbes Parenquimatosas. Avaliagdo Semiquantitativa (0 — sem alteragdo; 1 — discreto, 2 -
moderado/acentuado)

Figura 6 — Achados histopatoldgicos do tecido cardiaco. Fotomicrografias de corte transversal (& esquerda) e longitudinal (a direita) do ventriculo direito de animais dos
grupos controle (GC) e grupo 37 dias (G37) (coloragdo hematoxilina-eosina; objetiva 20X)

486 Arq Bras Cardiol. 2020; 115(3):480-490
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Figura 7 - Evolugéo da hipertrofia e dilatagdo do ventriculo direito. Fotomicrografias de corte transversal ao nivel do 1/3 médio dos ventriculos cardiacos de animais do
grupo controle (GC), 15 dias (G15), 30 dias (G30) e 37 dias (G37) (coloragao hematoxilina-eosina)

entre os grupos (Figura 8). Nao houve diferenca significativa na
medida da EPVD entre os animais do GC e G15. A medida da
EPVD aumentou significativamente no G30/G37 (p<0,0000),
representando quase duas vezes o valor do GC.

Outro importante achado foi a dilatagdo significativa da
camara ventricular direita (Figura 7) dos animais do G30 e
G37, quantificada pela medida da drea da camara ventricular
direita (p<0,0000) (Figura 8).

Discussao

Esse é o primeiro relato em que a administragao
intraperitoneal de MCT (60 mg/kg) foi capaz de deflagrar
APP em ratos.

Sinais de doenca pulmonar manifestaram-se gradativamente
nos animais dos grupos MCT, como ja constatado por diversos
pesquisadores que reproduziram o modelo.*'®' A dispneia e
a perda de peso sao, na maioria das vezes, os primeiros sinais
de doenga pulmonar. A alteragao do pH sanguineo secundaria
a ineficiéncia do pulmao em manter uma correta relagao
ventilagao/perfusao (que explica a cianose de extremidades),
contribui para a anorexia e baixo ganho de peso. Nos animais

do presente estudo, a cianose de extremidades também pode
ser secundaria a vasoconstricao periférica e ao baixo débito
cardiaco. O esforgo respiratério (dispneia) contribui para
o baixo ganho de peso (ou perda de peso) a medida que
aumenta o gasto metabélico. De fato, o sinal mais comum
da HAP é a dispneia e a fadiga, decorrentes do baixo débito
cardfaco, de caracter progressivo e indicativo de insuficiéncia
ventricular direita secundaria.?'

O aumento do peso relativo pulmonar e o aumento do
peso relativo cardiaco dos animais dos grupos MCT sao
achados ja consolidados na literatura.®'”'®22 O aumento do
peso relativo pulmonar deve-se ao processo de congestao, no
qual ha uma reducao do volume alveolar e um aumento da
area ocupada por estruturas extra-alveolares, representadas
principalmente pelo exsudato alveolar, espessamento das paredes
alveolares e edema intersticial. De maneira andloga, sugere-se que
oaumento do PC,, é decorrente do aumento da massa ventricular
direita hipertrofiada dos animais MCT, fato discutido mais adiante.

Com apenas 15 dias, a forma ativa da MCT foi capaz de
deflagrar alteragbes na vasculatura e no parénquima pulmonar,
tipicas de doenga hipertensiva arterial pulmonar, corroborando
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Figura 8 — Comparagdo da espessura da parede do ventriculo direito e da area da cdmara ventricular direita entre os grupos. Comparagéo da espessura da
parede do ventriculo direito e da &rea da cdmara ventricular direita entre os animais do grupo controle (GC), grupo 15 dias (G15), grupo 30 dias (G30) e grupo

37 dias (G37); *p < 0,0000

com os estudos de Martins.? Jd outros autores constataram
que mudancas significativas nas pressdes da artéria pulmonar,
hipertrofia da camada média das arteriolas pulmonares e
hipertrofia ventricular direita, manifestam-se apenas 3-4 semanas
apds a administragdo da MCT."® 2324

O endotélio ocupa um papel importante na etiopatogénese
da HAP, participando de forma expressiva nas alteragdes do
tonus e remodelamento vascular, além do seu envolvimento
no processo vaso-oclusivo. Embora exista uma vasta evidéncia
na literatura que sugira a correlagdo entre MCT e disfungao da
barreira endotelial em mltiplos niveis,**** de acordo com muitos
estudos, esse modelo é caracterizado predominantemente por
hipertrofia da camada média das arteriolas pulmonares e nao por
proliferagao endotelial excessiva, a qual esta presente na doenga
humana.*'”# Tais consideracoes estao em desacordo com nossa
andlise histolégica do tecido pulmonar, pois tanto a hipertrofia
da camada média quanto a proliferacao endotelial ocuparam
papel expressivo no processo patolégico da arteriopatia pulmonar
dos animais MCT, dando origem a lesdes vasculares complexas,
referidas como plexiforme e do “tipo” plexiforme (plexiform-like).

Embora as lesoes plexiformes observadas na HAP grave
humana sejam dificeis de serem reproduzidas em modelos
animais, pela primeira vez, um modelo isolado de MCT mostrou
a presenga dessas lesoes. Em particular, caracterizam-se por uma
estrutura desorganizada, de aspecto glomeruléide, formada por
células hipercromaticas e ovais.> Essas caracteristicas, apesar de
Gnicas, permanecem incertas, presumivelmente porque a lesao
apresenta um caréter dinamico e, mais importante, ndo se sabe
como sao formadas. Consensualmente, consiste em uma lesao
angioproliferativa complexa, composta de canais revestidos por
células endoteliais e separados por células centrais.?®* Estas
leses complexas, descritas em nosso estudo, apresentam certa
semelhanca com a morfologia das lesdes plexiformes na HAP
humana grave.
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Como sugerido recentemente por Tuder?® em sua revisao
da arteriopatia da HAP em humanos, as lesdes denominadas
“plexiform-like” podem representar um estagio inicial do
padrdo intraluminal da lesao plexiforme. Como o nome
sugere, a complexidade dessas lesdes se assemelha a das
plexiformes tipicas, porém apresentam uma morfologia
distinta. Tais lesdes, observadas em nosso estudo, sao
formadas dentro do limen vascular, de modo que o
corpo da lesdo assemelha-se a uma massa desordenada
semelhante a um peddnculo (“stalk-like”), constituida por
células hipercromaticas e ovais, que parece surgir da parede
arterial e se estende a jusante no limen do vaso, adquirindo
canais parecidos com fendas (“slit-like channels”), bem como
estruturas semelhantes a brotos (“bud-like”).*

Vérios modelos combinados de HAP, descritos na literatura
médica, demonstraram que alteragdes nas condigdes
hemodinamicas e/ou no grau de saturagao de oxigénio em
animais submetidos a inoculacdo de substancias toxicas
sao capazes de intensificar o seu efeito sobre os vasos
pulmonares e, dessa forma, desenvolver lesdes vasculares
complexas. White et al.,* relataram HAP grave em ratos jovens
pneumonectomizados submetidos a inoculagao de MCT. Coste
etal.,’?e Morimatsu et al.,** demonstraram o agravamento da
HAP por MCT em ratos submetidos a um regime de hipéxia
cronica. Ainda, Abe et al.,** demonstraram o desenvolvimento
do HAP e arteriopatia pulmonar severa por meio da associagao
do bloqueador do receptor do fator de crescimento vascular
Sugen 5416 a hipdxia cronica. As lesdes neointimais laminares
e nao-laminares concéntricas, observadas em nosso estudo,
assemelham-se aquelas encontradas na HAP humana grave?*
e nos modelos experimentais de HAP mencionados acima.

Wagenvoort & Wagenvoort>*® foram os primeiros a
descrever a sequéncia das alteragoes vasculares da HAP e
um dos pioneiros em avaliar o grau de reversibilidade dessas
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lesoes, estudos vélidos até os dias de hoje. Em nosso estudo,
os processos de muscularizagao, hipertrofia da camada média
e proliferagao intimal/neointimal caracterizaram as alteragbes
iniciais, sendo, portanto, potencialmente reversiveis sob
o ponto de vista anatomopatolégico. Contudo, as lesoes
vasculares complexas, mais presentes no G37, podem ser
consideradas alteragoes geralmente irreversiveis, resultando
em repercussdes hemodinamicas mais graves e mortalidade
precoce, assim como ocorrido.”'

A constatacdo das lesoes plexiformes em nosso estudo,
pode estar relacionada com o tempo de observagao
prolongado de 37 dias e a maior amplitude da andlise
anatomopatolégica pulmonar. O surgimento das lesdes
vasculares complexas em HAP é tempo-dependente, ou
seja, quanto maior o tempo dos animais expostos a MCT,
maior a chance de evolugdo para as lesdes mais complexas.
Além disso, por serem focais, a observagao das lesoes
plexiformes no parénquima pulmonar estd na dependéncia
da amplitude da andlise histoldgica.

Com a evolucdo da HAP, o aumento da resisténcia
vascular pulmonar causa uma hipertrofia ventricular direita
secundaria, em razao do aumento da sobrecarga do VD.*
Com 30 dias sob o efeito da MCT, os animais do nosso
estudo ja apresentavam hipertrofia ventricular direita.?3%%
A hipertrofia ventricular miocardica, por nao implicar em
um aumento da capacidade de contragao cardiaca, evolui
com dilatagao das camaras direitas e Cor pumonale.®'’ Sinais
de insuficiéncia cardiaca como derrame pleural, ascite e
congestao hepatica foram constatados nos animais do G37,
assim como em alguns estudos previamente citados.

A espessura da parede do ventriculo direito foi
utilizada como marcador de hipertrofia ventricular
direita, embora muitos estudos utilizem a razao entre
o peso do VD sobre o peso do conjunto ventriculo
esquerdo + septo interventricular.” De qualquer
forma, ambos os métodos permitiram concluir o
desenvolvimento de uma expressiva hipertrofia do
VD nos animais MCT. Ainda, a hipertrofia do VD foi
evidenciada pelo aumento da espessura e diametro
dos cardiomiécitos, com preservacdo da integridade de
suas fibras, como constatado por Martins,® Cabrini,
Nogueira- Ferreira et al.,*® e Pacagnelli et al.,** E, por fim,
a dilatagao progressiva das camaras direitas corrobora os
resultados obtidos por Martins,? que descreve dimensbes
muito superiores as correspondentes do lado esquerdo.

Apesar das semelhangas, esse modelo nao mimetiza
de maneira fidedigna a HAP em seres humanos. Isso se
deve principalmente pelo fato de que nao se sabe como
as lesdes angioproliferativas complexas sao formadas e se
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