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Resumo

Avaliamos os efeitos da lodenafila na hemodindmica e inflamag¢do no modelo experimental de hipertensio
pulmonar (HP) induzida por monocrotalina em ratos. Trinta ratos Sprague-Dawley foram randomicamente
distribuidos em trés grupos: controle, monocrotalina (modelo experimental) e lodenafila (modelo experimental
e tratado com 5 mg/kg lodenafila v.o. por 28 dias). A pressdo média de artéria pulmonar (PAPm) foi obtida
por cateterismo cardiaco direito. Foram determinados a hipertrofia ventricular direita (HVD) e os niveis de 1L-1
em fragmentos de pulméo. O grupo monocrotalina apresentou valores significativamente maiores de PAPm,
HVD e IL-1 em comparacdo aos grupos controle e lodenafila. Concluimos que a lodenafila pode prevenir o
desenvolvimento de HP, HVD e inflamacéo.

Descritores: Hipertensdao pulmonar; Monocrotalina; Interleucina-1.

Abstract

We assessed the effects of lodenafil on hemodynamics and inflammation in the rat model of monocrotaline-
induced pulmonary hypertension (PH). Thirty male Sprague-Dawley rats were randomly divided into three
groups: control; monocrotaline (experimental model); and lodenafila (experimental model followed by lodenafil
treatment, p.o., 5 mg/kg daily for 28 days) Mean pulmonary artery pressure (mPAP) was obtained by right
heart catheterization. We investigated right ventricular hypertrophy (RVH) and 1L-1 levels in lung fragments.
The number of cases of RVH was significantly higher in the monocrotaline group than in the lodenafil and
control groups, as were mPAP and 1L-1 levels. We conclude that lodenafil can prevent monocrotaline-induced
PH, RVH, and inflammation.
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A hipertensio arterial pulmonar (HAP) é uma
doenca de prognostico reservado, que se caracteriza
por proliferacdo de células endoteliais, hipertrofia
e proliferacdo de células musculares da camada
média das artérias pulmonares, reducdo do limen
vascular e desenvolvimento de lesdes plexiformes.
A reducdo do lumen vascular leva ao aumento da
resisténcia vascular pulmonar, causando hipertrofia
de ventriculo direito (VD), cor pu/monale e morte.
Além disso, a HAP ¢ um problema de saude
publica, ja que a esquistossomose, uma de suas
causas, assume proporcoes epidémicas em paises
em desenvolvimento.(?

0 tratamento da HAP ¢ complexo e de
alto custo, assim como exige uma equipe

multidisciplinar. Existem trés principais vias
fisiopatoldgicas, para as quais farmacos especificos
para o tratamento estdo disponiveis: a via da
endotelina, a via do 6xido nitrico e a via da
prostaglandina.l” Essas vias foram descobertas
através de modelos experimentais de HP,
sendo o principal representante o modelo de
monocrotalina. Através desse modelo, muitas
das drogas disponiveis para o tratamento da
HAP foram testadas.”

0 modelo de monocrotalina ¢ simples, barato
e factivel, sendo rotineiramente utilizado na
analise inicial de farmacos com potencial agdo
na circulagdo pulmonar. A monocrotalina ¢ um
alcaloide derivado das sementes da planta Crotalaria
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spectabilis, que, apds a oxidacdo hepatica, gera
seu metabolito toxico que provocara vasculite e
espessamento da camada média das artérias e
arteriolas pulmonares.” Apds 22 dias da inje¢io
da substancia ja temos uma HP importante.®

0O carbonato de lodenafila ¢ um novo inibidor da
fosfodiesterase 5, constituido por duas moléculas
de lodenafila ligadas por uma ponte de carbonato
que se comporta como uma pro-droga, liberando
a lodenafila como metabdlito ativo. Sua seguranca
ja esta bem estabelecida para o tratamento da
disfuncio erétil em estudos pré-clinicos e clinicos;
porém, nunca foi testada para a HAP.©

O objetivo do presente estudo foi avaliar
a resposta a administracdo de lodenafila, do
ponto de vista hemodindmico e inflamatorio,
no modelo experimental de HAP induzida por
monocrotalina.

Todos os animais receberam tratamento digno
em concordancia com normas internacionais
de cuidados com os animais.” O estudo teve a
aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, na cidade de Sao Paulo (SP).

Trinta ratos Sprague-Dawley machos, com
peso entre 250 e 300 g, foram randomicamente
distribuidos em trés grupos: grupo controle — os
animais receberam uma injecdo subcutinea de
salina (1 mL/kg) no dia de inicio do estudo (DO)
— grupo monocrotalina — 0s animais receberam
uma injecdo subcutdnea de monocrotalina
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) no DO
do estudo (60 mg/kg) — e grupo lodenafila — os
animais receberam uma injecio subcutinea de
monocrotalina (Sigma-Aldrich) no DO do estudo
(60 mg/kg) e, entre 0 DO e o dia 28 do estudo
(D28), os animais receberam lodenafila v.o. (5
mg/kg) uma vez ao dia.

No D28, apds sedacdo profunda — com
cloridrato de xilazina i.p. (0,3 mg/kg; Rompun®;
Bayer, Leverkusen, Alemanha) e cloridrato de
cetamina i.p. (10 mg/kg); Ketalar”; Pfizer, New
York, NY, EUA) — os animais foram inicialmente
pesados para depois serem realizadas as medidas
hemodinamicas, sequidas do sacrificio dos animais
através de sangria da aorta abdominal e, por
fim, a coleta de tecidos cardiaco e pulmonar.

As medidas hemodinamicas foram realizadas
através da insercdo pela veia jugular externa de
um cateter umbilical conectado a um transdutor
de pressido HP1295C (Hewlett-Packard, Palo Alto,
CA, EUA) ligado a um monitor hemodinamico
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modelo Monitox Dx 2020 (Hewlett-Packard),
seguindo a técnica descrita em um estudo anterior.
® A pressio média da artéria pulmonar (PAPm)
foi obtida através desse sistema.

0 VD foi dissecado do ventriculo esquerdo
(VE), o qual, por sua vez, manteve o septo
interventricular (VE+S). A razdo entre o peso
do VD e o peso do conjunto VE+S, ou seja,
VD/(VE+S), foi utilizada como um marcador de
hipertrofia de VD.®

Para a andlise da inflamacéo, foi determinada
a concentracdo de 1L-1 por ELISA de captura
utilizando-se o kit comercial de 1L-1 (RE&D System
Inc., Minneapolis, MN, EUA).® O peptideo foi dosado
a partir de fragmentos de pulméo congelados.

Quanto a analise estatistica, as varidveis
continuas foram comparadas, entre os diferentes
grupos, através de ANOVA e andlise post hoc
com correcdo de Bonferroni. Foram considerados
significativos os valores de p < 0,05.

0 grupo monocrotalina desenvolveu HAP,
como mostram as Figuras 1 e 2, com aumento
significativo da PAPm e hipertrofia de VD.

O grupo lodenafila apresentou PAPm
significativamente menor do que o grupo
monocrotalina, sem diferenca significativa
quando comparado ao grupo controle, ou seja,
a lodenafila preveniu o desenvolvimento de HAP
(Figura 1). O mesmo padrio foi observado em
relacdo ao remodelamento do VD e aos niveis
de 1L-1 (Figura 2).

Até onde sabemos, o presente estudo ¢ o
primeiro a demonstrar que a lodenafila foi capaz
de prevenir o desenvolvimento de HAP no modelo
experimental induzido com monocrotalina.

E evidente que os modelos experimentais
em HAP ndo mimetizam adequadamente a
doenca que ocorre em seres humanos. Varios
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Figura 1 - Pressido média da artéria pulmonar (PAPm)
nos grupos estudados. *p = 0,001 (grupo monocrotalina
vs. grupos controle e lodenafila).
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Figura 2 - Hipertrofia de ventriculo direito (VD) e niveis de 1L-1 nos grupos estudados. Em A, a hipertrofia
do VD foi determinada pela razdo entre o peso do VD e o peso do ventriculo esquerdo + septo (VE+S). Em
B, niveis de 1L-1 por ELISA. *p < 0,001 (grupo monocrotalina vs. grupos controle e lodenafila para ambos

os graficos).

sdo 0s motivos que podem estar relacionados a
essa limitacdo, desde o tempo necessario para
instalacdo da HAP, ao longo de anos nos seres
humanos e de forma rapidamente progressiva
nos modelos animais, assim como caracteristicas
especificas dos métodos utilizados para inducgéo
da HAP.® Especificamente no modelo induzido
por monocrotalina, ha um aspecto inflamatorio
muito significativo, ndo observado nas principais
formas de HAP em humanos.” Isso explica o
porqué de varios farmacos terem um efeito
marcante em diversos modelos experimentais
e ndo apresentarem os mesmos resultados em
seres humanos, enfatizando o cuidado que deve
ser tomado antes de se extrapolar resultados
oriundos de modelos experimentais diretamente
para a pratica clinica.

Especificamente para avaliar o carater
inflamatdrio do modelo de monocrotalina, assim
como as potenciais propriedades anti-inflamatadrias
da lodenafila, foram determinados os niveis de
IL-1 no tecido pulmonar. O achado de niveis de
IL-1 semelhantes aos do grupo controle nos ratos
tratados com lodenafila sugere que a lodenafila
tenha inibido a cascata inflamatdria caracteristica
do modelo de monocrotalina. O mecanismo direto
dessa inibicdo ndo foi objeto de nosso estudo,
caracterizando uma limitacdo do mesmo.

A sobrevida de ratos tratados com
monocrotalina ¢ significativamente menor,
conforme um estudo publicado anteriormente,®
de forma paralela ao progressivo acometimento
vascular e do VD. 0 mesmo pode ser observado
em relacdo a seres humanos com HAP, que
apresentam sobrevida diminuida devido ao
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desenvolvimento de remodelamento vascular
pulmonar associado a faléncia progressiva do
VD, sendo essa a principal causa de morte em
pacientes com HAP.® Nosso estudo demonstrou
que a lodenafila preveniu a elevacdo da PAPm,
assim como o remodelamento do VD nos ratos com
HAP em decorréncia da monocrotalina. Embora
nio tenhamos avaliado o papel da lodenafila na
reversdo da HAP ja estabelecida, nosso estudo
evidencia o potencial terapéutico da lodenafila
na HAP, de forma analoga ao ja demonstrado
para outros inibidores de fosfodiesterase.”)

Em conclusido, a lodenafila preveniu o
desenvolvimento de HAP e o remodelamento do VD
em ratos submetidos a um modelo experimental
de HAP. Nossos achados fornecem a primeira
base para o desenvolvimento de estudos clinicos
avaliando o potencial da lodenafila no tratamento
da HAP em seres humanos.
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