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RESUMO

O ventriculo direito (VD) vem se destacando na comunidade médica e
cientifica, uma vez que alteracdo na sua funcéo esta relacionada a demonstracédo do
valor progndstico nas doencas cardiovasculares. A monocrotalina (MCT) é utilizada
para inducdo de hipertensdo pulmonar em roedores, nos quais a hipertrofia mal
adaptativa é observada em cerca de duas a trés semanas. Neste cenario, a
inflamacdo € reconhecida como colaboradora na progressdao da hipertrofia para
insuficiéncia cardiaca direita (ICD); assim, indicando uma possivel importancia dos
macréfagos neste cenéario. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
infiltracdo de macrofagos no VD de ratos machos Wistar, assim como sua associagao
com o remodelamento tecidual causado pela injecao intraperitoneal de MCT apés 15
dias. Para indugéo da hipertrofia adaptativa do VD, a MCT foi administrada em dose
Gnica intraperitoneal (60mg/kg) em ratos Wistar machos adultos. Aos animais do
grupo controle foi administrada uma injecao Unica de veiculo correspondente ao peso.
Ao final da inducéo, os ratos foram submetidos a ecocardiografia e encaminhados a
eutanasia, o coragao foi removido, dissecado, o VD foi pesado e encaminhado para
andlises. O fenotipo dos macréfagos foi determinado por PCR em tempo real com
sonda para macrofagos totais (Cd68) normalizadas com Actb. O peso do VD teve um
aumento de 14% no grupo MCT comparado com o grupo CT. A pressdo média da
artéria pulmonar aumentou 76% no grupo MCT em comparacdo com o grupo CT.
Apesar da hipertrofia tecidual, ndo se observou um aumento na infiltragcdo de
macrdéfagos totais no grupo MCT. A partir desses resultados, foi possivel observar que
o modelo de hipertrofia do VD em ratos induzida por MCT, nesta janela temporal, foi
adequado para o desenvolvimento de disfuncdo ventricular direita, porém néo foi
possivel detectar uma infiltracdo de macrofagos totais no VD de ratos tratados com
MCT quando comparados ao grupo CT.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

cDNA - DNA complementar

Cq - Ciclo de quantificacao

CT - Controle

HP - Hipertensdo pulmonar

ICD - Insuficiéncia cardiaca direita

M1 - Macréfago subtipo 1

M2 - Macréfago subtipo 2

MCT- Monocrotalina

PMAP - Pressdo média da artéria pulmonar

gPCR - Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

VD - Ventriculo direito
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INTRODUCAO

O ventriculo direito (VD) cada vez mais tem recebido a devida atencao por
parte da comunidade médica e cientifica, uma vez que sua disfuncao esta associada
com desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca direita e esquerda (Haddad et al.
2008; Julien Guihaire et al. 2015). Em contrapartida, a injuria miocardica esquerda ou,
menos frequentemente, displasia arritmogénicas do VD; doenca cardiaca congénita e
doenca respiratoria cronica, incluindo desordens vasculares pulmonares, também
podem resultar em insuficiéncia cardiaca direita (ICD). A adaptacédo do VD a doenca &
complexa e depende de muitos fatores, tais como: o tipo e a severidade da injaria ou
estresse miocardico; o tempo de curso do evento (agudo ou crénico) e o momento do
inicio do processo patologico (nascimento, infancia ou idade adulta). Outros fatores
relevantes podem incluir a ativagdo neuro-hormonal, expressdo génica alterada e o
padrdao do remodelamento ventricular.

A principal causa da ICD séo os danos vasculares nos pulmdes, especialmente
a hipertensdo pulmonar (HP). Ao longo das ultimas duas décadas, a disfuncdo do VD
€ considerada como fator determinante para os desfechos em longo prazo de
pacientes com HP, sendo diretamente associada a taxa de sobrevivéncia e
considerada mais importante do que a hemodinamica pulmonar em si (Haddad et al.
2008). Neste sentido, estudos relatam que uma média alta das pressfes do atrio
direito e reduzido débito cardiaco s@o consistentemente associados com menor
sobrevivéncia em pacientes com HP, adicionalmente, a HP é um fator de risco para
mortalidade em transplantados cardiacos, devido a elevada taxa de faléncia do VD no
pés-operatorio (Klotz et al. 2006). Apesar de haver melhoras na administracao
farmacoldgica ao longo dos ultimos anos, pacientes com HP ainda morrem de ICD
(Julien Guihaire et al. 2013, 2015).

A inflamagé&o é reconhecida como importante colaboradora na patogénese da
ICD (Mathew 2010; Schermuly et al. 2011; Groth et al. 2014); e, por isso, ja foi
estudada nos pulmdes (Hashimoto-Kataoka et al. 2015) e no tecido vascular (El
Kasmi et al. 2014). Um tipo celular importante na coordenacdo dos processos

inflamatorios é o macréfago, os quais sao células do sistema imunitario inato, que


https://paperpile.com/c/4EMfqQ/e9gmh+UYJlX
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/e9gmh+UYJlX
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/e9gmh
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/e9gmh
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/IYyu1
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/XTeVT+UYJlX
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/SA2jp+dAsOY+3Ko8I
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/0oXGt
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/NI8ct
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/NI8ct
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residem e se acumulam em todos os érgaos, saudaveis e doentes, e sua ocupacgao
no tecido pode mudar em horas ou meses (Gordon e Taylor 2005; Martinez e Gordon
2014). Alguns fendtipos sdo prevalentemente inflamatorios, enquanto outros
favorecem o reparo tecidual. Uma dicotomia tem sido proposta para ativacdo de
macrofagos: classica versus alternativa, também conhecida como M1l e M2,
respectivamente. Apesar de essa dicotomia ser didatica, um amplo ndmero de
estudos sustenta o conceito de diversidade de fenotipos intermediarios entre os polos
M1 e M2 (Mantovani et al. 2013; Nahrendorf e Swirski 2013). O subtipo M1 é descrito
como pré-inflamatério, enquanto o subtipo M2 € anti-inflamat6rio. No pés-infarto, por
exemplo, sdo essas células que irdo guiar o processo de remodelamento cardiaco, a
producdo e liberacdo de citocinas proé-inflamatérias e anti-inflamatérias; assim,
exercendo grande impacto sobre o processo de sobrevivéncia celular, cicatrizacao e
contratilidade do cardiomiécito. O equilibrio M1:M2 deve ser mantido, sob pena de
agravamento processo de remodelamento mal adaptativo, pois tanto a ativacao
persistente do fendtipo pré-inflamatdério, quanto do fendtipo pro-fibrotico pode ser
prejudicial (Troidl et al. 2009; Hulsmans, Sam, e Nahrendorf 2016).

Como forma de compreender desenvolvimento da ICD, os modelos
experiemtais se fazem muito Uteis. Para a avaliacdo do remodelamento mal-
adaptativo do VD, em ratos Wistar, a administracdo de monocrotalina (MCT), um
alcaloide presente em sementes de plantas leguminosas da espécie Crotalaria
spectabilis, é bastante explorada e representativa. Os animais apresentam hipertrofia
progressiva do VD dentro de aproximadamente 12 dias apds uma unica injecao
subcutéanea de MCT. A disfuncédo do VD leva cerca de 3-4 semanas e a severidade
depende principalmente da dose administrada, variando de 30 mg/Kg a 80 mg/Kg
(Hessel et al. 2009). O modelo de MCT é particularmente informativo no contexto de
inflamacéo. Além disso, a vasoconstricAo pulmonar parece ser um mecanismo
importante. A MCT atua causando leséo direta nas células endoteliais com
subsequente acumulo de células mononucleares inflamatdrias na parede vascular, o
que finalmente induz proliferacdo e migracdo de células musculares lisas vasculares
(Behringer et al. 2016).


https://paperpile.com/c/4EMfqQ/hv0Eq+6AkgD
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/hv0Eq+6AkgD
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/VW1Ur+7qnis
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/Z6lOA+vidHC
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/W8Tc
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/UQjv1
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Em contrapartida, existem modelos de hipertrofia adaptativa do VD, como a
hipoxia crbnica, usada comumente para induzir hipertensao pulmonar em uma ampla
variedade de espécies animais. Este modelo, altamente reprodutivel, leva a um
significativo enrijecimento das grandes artérias pulmonares, especialmente em
roedores e bezerros. Neste modelo, a hipertrofia adaptativa € observada em cerca de
2-3 semanas. Em resumo, as caracteristicas desses dois modelos podem ser

comparadas na tabela 1.

Tabela 1. Comparacdo de modelos de hipertrofia adaptativa e mal-adaptativa do
ventriculo direito (adaptado de (Julien Guihaire et al. 2013)).

Modelo Sobrecarga Remodelamento Reversibilidade da
do VD do VD sobrecarga do VD
Hipdxia Cronica Adaptativa Espontaneamente
(4 semanas)
Monocrotalina Cronica Mal adaptativa Apds terapia especifica
(MCT) (3 semanas) para HP

O papel do recrutamento de macréfagos na patogénese da ICD em HP ainda &
incerto. Em um estudo realizado com camundongos submetidos a hipoéxia foi possivel
observar que camundongos deficientes em Oxido nitrico endotelial (eNOS-/-)
apresentaram aumento na infiltracdo de macréfagos no VD, porém, naqueles
resistentes a colagenase (ColR/R), a hipbéxia ndo foi o suficiente para causar
infiltracdo. Ainda, no mesmo estudo, foi possivel observar o aumento de células
marcadas com CD68 (macrofagos totais) positivas na parede do VD quando
comparado ao controle (Nergui et al. 2014).

A infiltragdo de macrofagos em VD utilizando modelo de HP ja foi demonstrada
em estudo experimental com ratos tratados com sumatinib (J. Guihaire et al. 2017).
Entretanto, se faz necesséaria a observacdo do tipo de macrofagos e seu papel

especifico no remodelamento do VD e no desenvolvimento da disfun¢éo ventricular.


https://paperpile.com/c/4EMfqQ/XTeVT
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/qlP88
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/7FbaR
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JUSTIFICATIVA

O papel dos macréfagos sobre o miocardio do ventriculo direito ainda €
desconhecido e os mecanismos envolvidos na transi¢éo da hipertrofia adaptativa para
ao remodelamento mal adaptativo sdo de grande interesse, porém ainda pouco
compreendidos. A compreensao sobre a infiltracdo de macrofagos na hipertrofia do
VD possibilitard o entendimento do mecanismo fisiopatolégico da ICD, o que,
futuramente, pode vir a ser utilizado para o desenvolvimento de farmacos especificos

para a doenga.

OBJETIVO

Avaliar a infiltracdo de macrofagos no VD de ratos machos Wistar e a sua
correlacdo com o remodelamento tecidual 15 dias apds injecdo intraperitoneal de

monocrotalina.
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METODOLOGIA
Delineamento

Para a avaliacdo da infiltracdo de macrofagos, 16 amostras de VD de ratos
foram obtidos pela parceria com o Laboratério de Fisiologia Cardiovascular da
UFRGS.

O estudo experimental, caso-controle, foi realizado utilizando-se ratos machos
Wistar com 45 dias de vida e peso corporal de aproximadamente 180 gramas,
divididos em dois grupos: grupo tratado com monocrotalina 15 dias (MCT n=8) e o
grupo controle 15 dias (CT n=8).

O experimento para a indugdo de insuficiéncia cardiaca deu-se da seguinte
maneira: ratos machos Wistar foram tratados monocrotalina com dose Unica
intraperitoneal de 60 mg/Kg (aproximadamente 320 uL) (Ludke et al. 2010). Para o
preparo da monocrotalina, os ratos foram pesados, determinando-se a quantidade
exata para cada animal e apds se dissolveu a monocrotalina em HCI 0,1 M (pH 7,4)
em concentracdo de 30 mg/mL. Os ratos dos grupos controle receberam dose Unica
de veiculo compativel com o seu peso. A mortalidade esperada neste modelo era de
25% (Souza-Rabbo et al. 2008; Correia-Pinto et al. 2009).

Andlises morfoldgicas e ecocardiograficas

Antes da eutanasia, 0os animais foram pesados e posteriormente anestesiados
para realizacdo da ecocardiografia. As imagens foram obtidas com o auxilio do
Ultrassom Philips HD7 com o transdutor S12-4.

Coleta de tecidos e acondicionamento das amostras

Ap6s o tempo estipulado (15 dias) os animais foram eutanasiados e 0s
coragOes coletados, os VD separados, pesados e acondicionados de maneira
adequada em nitrogénio liquido até o final de todas as coletas. Por fim, o material foi

congelado em freezer -80°C até a realizagéo da analise.


https://paperpile.com/c/4EMfqQ/SiGp3
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/oe7iw+SuCdS
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Infiltracdo de macréfagos por PCR em tempo real

O RNA total foi extraido das amostras de VD usando o método de
fenol/cloroformio conforme recomendacdes do fabricante (Life Technologies).

Apds, os RNAs extraidos foram analisados para avaliagdo da concentracdo no
equipamento Nanodrop. Para a realizagdo do PCR em tempo real, 2 uyg de RNA
extraido foi utilizado para a sintese de cDNA usando o kit de transcricdo High
Capacity® (Applied Biosystems/ Life Technologies) de acordo com as instrugcées do
fabricante.

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada usando Master Mix® e sonda
TagMan® (ambos da Applied Biosystems) para Cd68 (macréfagos totais). O
experimento seguiu as recomendacdes do fabricante e foi executado em triplicada
(variagdes do Cq superiores a 0,26 foram excluidas). A média do Cq do gene alvo foi
normalizado pela média do Cq do gene normalizador (Actb) (ACq), que foi usado

como expoente na formula 2° 2¢9. Os valores foram agrupados por média geométrica.

Teste estatistico

Para analise estatistica o test T de Student ndo pareado com correcao de
Welch’s foi realizado com auxilio do Software GraphPrism. Por fim, os dados foram
expressos em média e desvio padréo, sendo média geométrica + 95% de intervalo de
confianca para os dados de PCR em tempo real, e média aritmética para os demais

resultados. Valores considerados significativamente diferentes para P<0,05.

ETICA

O projeto foi aprovado pela CEUA/UFRGS sob o numero 26270 e conduzido

considerando toda a legislacdo vigente, especialmente a Lei 11.794/2008 (Lei

Arouca).
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RESULTADOS

Parametros ecocardiograficos, hemodinamicos e morfométricos

A inducdo de hipertensdo pulmonar foi observada pelo aumento da PMAP,
assim como a elevagdo do peso do ventriculo direito nos animais submetidos a
administracéo de dose Unica de monocrotalina (P<0,05). Os dados ndo apresentaram
diferenca significativa entre os grupos.
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Imagem 1: Parametros ecocardiograficos, hemodinamico e morfométricos do ventriculo direito (VD).
(A) volume sistdlico; (B) area diastolica; (C) pressdao média da artéria pulmonar (PMAP); (D) peso do
animal; (E) peso do VD. Valores expressos como média = DP (n=7), Andlise realizada pelo software
GraphPad Prism * representa diferenca significativa com relag&o ao controle P < 0,05.

Infiltracdo de macréfagos por PCR em tempo real

Para o calculo da média os valores dos Cq foram verificados considerando até
20% de diferenca entre as triplicatas. O valor de expressao génica média do gene
alvo (Cqg Cd68) foi normalizado pelo valor médio do gene normalizador Actb (ACq),
posteriormente, cada valor foi aplicado na formula: 2”29 e por ultimo calculou-se a
média geométrica tanto do grupo CT quanto do grupo MCT. Os valores das 16
amostras estéo descritos na tabela abaixo.
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Tabela 2. Amostras com seus respectivos valores das médias dos Cqgs e calculos referente

Os valores de 2-2¢d foram utilizados para obter o gréafico representado na figura
a seguir (Imagem 2). Os dados foram dispostos no software GraphPad Prism versédo 5

como média geométrica + intervalo de confianca de 95%.
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Imagem 2: Expressdo génica de macrofagos em VD por técnica de qPCR. CT - controle, MCT -
monocrotalina, Cd68 — macréfagos totais. Dados expressos como média geométrico + intervalo de

confianca 95%. Andlise realizada pelo software GraphPad Prism. p=0,79.

O resultado da avaliacédo da expressao génica de Cd68 indica que ndo ha
diferenca na infiltracdo de macrofagos de amostras de Vd de ratos tratados do grupo

MCT quando comparados ao grupo CT.
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DISCUSSAO

De acordo com os dados hemodinamicos foi possivel observar que houve
inducdo de HP pela administracdo de MCT, verificada pelo aumento da pressao
média da artéria pulmonar. Além disso, ao analisarmos os dados morfométricos, nota-
se que houve hipertrofia pelo aumento da massa do VD. Contudo, os dados da
expressao génica demonstram que ndo ha aumento na infiltracdo de macréfagos no
grupo MCT neste periodo de remodelamento ventricular.

A infiltracdo de macrofagos no VD ja foi demonstrada em diversos estudos, em
modelos com embolia pulmonar, tanto em humanos (lwadate et al. 2003), quanto em
ratos (Watts et al. 2006, 2009), em modelos animais de indu¢cdo de HP com sumatinib
(J. Guihaire et al. 2017), ICD desencadeada por bandagem arterial pulmonar em ratos
(Yoshida et al. 2016) e inclusive em animais com HP (Nergui et al. 2014).

Por outro lado, o modelo de inducdo de HP por MCT leva ao remodelamento
da vasculatura pulmonar e o desenvolvimento da HP durante um periodo
aproximadamente de 14 dias, provocando o estabelecimento da hipertrofia do
ventriculo direito. Além disso, é possivel observar alteracdes relevantes nos dados
morfométricos, tal como aumento da massa do VD, em animais submetidos a
administracdo da MCT (Turck et al. 2018). Outro estudo j& havia demonstrado
hipertrofia do VD em modelo de MCT em periodos mais longos de tempo (Huang et
al. 2016).

Porém, nenhum estudo explorou a polarizacdo dos macroéfagos no miocardio
do VD em modelos de HP. Neste sentido, explorar perfil dos macréfagos e seu papel
especifico no remodelamento do VD e no desenvolvimento da ICD é necessario. O
subtipo M1 é descrito como relacionado ao perfil pro-inflamatério, enquanto o subtipo
M2, anti-inflamatorio. Um balanco entre os polos seria o ideal para evitar o
agravamento do remodelamento do VD (Troidl et al. 2009; Hulsmans, Sam, e
Nahrendorf 2016). Com isso, mesmo ndo se observando um aumento total de
macrofagos pelo perfil génico, uma analise da dos subtipos poderia demonstrar um

desequilibrio entre M1 e M2.


https://paperpile.com/c/4EMfqQ/JoTFF
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/zOdRY+FNFff
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/7FbaR
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/3HL1Z
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/qlP88
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/PZrey
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/E7Jqp
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/E7Jqp
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/Z6lOA+vidHC
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/Z6lOA+vidHC
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Contudo, é necessario que se faca uma discussédo sobre 0 momento da analise
e sobre a metodologia utilizada para avaliar a presenca de macrofagos (qPCR). E
possivel que a falta infiltracdo no grupo MCT se deva ao fato de que o processo
inflamatorio ainda ndo estad estabelecido neste modelo. Outros processos, como
estresse oxidativo, também ndo se apresentam consistentemente elevados neste
momento da doenca (Turck et al. 2018) e mesmo o remodelamento tecidual pode
piorar até 31 dias de seguimento (Leichsenring-Silva et al. 2011). Por outro lado, é
importante avaliar se a técnica utilizada neste trabalho é capaz de medir
adequadamente o processo de infiltragcdo de macréfagos. A avaliagédo histolégica com
anticorpos anti-CD68 é amplamente empregada para tecidos de ratos. E possivel
identificar a célula, a sua posicdo, e quantifica-la em diversos campos do tecido.
Porém, a expressdo génica de CD68 tem se mostrado correlata a contagem
histologica em diversos tecidos (Morgan-Bathke et al. 2017; Di Gregorio et al. 2005) e,
portanto, mostra-se como uma técnica confidvel. Porém, pretendemos executar
analises histolégicas em trabalhos futuros para validar os nossos resultados.

Em pacientes com HP, a disfuncéo sistolica do VD prediz o desfecho adverso
independentemente de alteracbes na resisténcia vascular pulmonar. Embora as
intervencdes terapéuticas na HP estejam focadas na vasculatura pulmonar, a
sobrevivéncia esta significativamente associada a melhora da fungéo ventricular
direita, enquanto resisténcia vascular pulmonar tem pouca relacdo com o desfecho
(Frangogiannis 2017). Sendo assim, pela importancia que o VD tem no aspecto da
HP, faz-se necesséario um aprofundamento do perfil inflamatério no desenvolvimento
da ICD, tanto em analises histolégicas quanto em expresséo génica, avaliar também a
polarizacdo dos macréfagos no VD, além de fibrose e por ultimo a analise de citocinas

relacionadas com os processos descritos acima.
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CONCLUSAO

A partir da analise da expressdo génica de Cd68, nao foi possivel observar
uma infiltracdo de macrofagos totais no VD de ratos tratados com MCT quando
comparados ao grupo CT. Porém, a avaliacdo da polarizagéo, da fibrose e citocinas
relacionadas s&o de fundamental interesse para compreensdo tanto do

desenvolvimento quanto do estabelecimento da ICD desencadeada por HP.
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