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Nas Gltimas décadas, tem havido crescente interesse pelo enten-
dimento dos mecanismos fisiopatoldgicos operantes na hipertensao
pulmonar, sobretudo na hipertensdo arterial pulmonar (HAP). Os
progressos tém sido mais evidentes com relacdo a assim chamada
HAP idiopatica (esporadica e familial, anteriormente chamada de
hipertensdo pulmonar primaria). Genes foram identificados cujas
alteracOes podem estar relacionadas ao desencadeamento da doenga
(bone morphogenetic protein type 2 receptor, BMPR2). Outros
genes tém sido identificados como facilitadores (transportador da
serotonina). Além disso, a partir de estudos em modelos animais e
cultivo celular, uma série de alteracdes bioldgicas tem sido identifi-
cada. Essas alteragdes envolvem células endoteliais, musculares
lisas, fibroblastos, matriz extracelular, protedlise pericelular, fato-
res de crescimento e seus receptores, entre outros. A presente
revisdo tem como objetivo identificar as principais alteragdes fisio-
patolégicas conhecidas na HAP até o momento. Além disso, sdo
apresentadas duas familias com HAP, com o objetivo de enfatizar a
importancia do diagndstico genético e chamar a atencdo para as
vias de sinalizagdo (6xido nitrico/GMP ciclico), hoje utilizadas em
intervencdes terapéuticas (sildenafil, uso crénico).

Introducao

A hipertensdo pulmonar é uma sindrome clinica e hemodinami-
ca, que resulta no aumento da resisténcia vascular na pequena circu-
lacdo, em geral por mecanismos mistos, envolvendo vasoconstri¢do
e remodelagem da parede arterial (arteriolar)!. A classificacdo mais
recente da hipertensdo pulmonar? inclui cinco itens, dos quais o
primeiro recebe a designacao de hipertensdo arterial pulmonar (HAP).
Nesta forma de apresentagéo estéo incluidas entidades semelhantes
sob o ponto de vista fisiopatoldgico, como por exemplo a HAP idiopa-
tica, a familial e a associada a cardiopatias congénitas.

A compreensdo dos mecanismos etiopatogénicos e fisiopato-
I6gicos operantes ha HAP progrediu significantemente nas ulti-
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mas décadas e tem sido a razdo do desenvolvimento de novos
recursos terapéuticos. Assim sendo, o objetivo da presente atuali-
zacao é apresentar os conceitos mais recentes acerca da fisiopa-
tologia da HAP. Em seguida, sdo apresentadas duas familias, com
a intencdo de ressaltar mecanismos ligados a génese da doenca e
ainda outros, implicados com a resposta a intervencdo terapéutica.

Alterages do tonus vascular pulmonar:
vasoconstricdo pulmonar por hipdxia

Ha estudos que demonstram uma tendéncia a vasoconstricao
na HAP. O aumento na produgdo de tromboxane A2, um vaso-
constritor, bem como a producéo deficiente de prostaciclina, va-
sodilatador, sdo achados em pacientes com a forma idiopatica da
HAP. Um outro exemplo desse desequilibrio, relacionado a disfun-
¢do endotelial, é a demonstracdo de expressdo reduzida da dxido
nitrico sintase endotelial (eNOS), e expressdo aumentada de en-
dotelina-1 (ET-1), um potente vasoconstritor34>,

A maioria dos eventos que levam & vasoconstrigdo na HAR,
em Ultima andlise, fazem-no através do aumento de célcio nas
células musculares lisas vasculares. A forma mais exaustivamen-
te estudada de aumento do tdnus na pequena circulagéo é a vaso-
constricdo pulmonar por hipdxia. A reducdo na tenséo alveolar de
oxigénio promove uma elevagdo rapida e reversivel da resisténcia
vascular pulmonar, que se inicia com menos de um minuto, rever-
tendo rapidamente com a normalizacé@o das condi¢Bes de oxige-
nacdo®. O mecanismo que inicia a vasoconstri¢do é a inibicdo de
varios canais de potassio, designados por K , seguida de despola-
rizacdo da membrana celular e entrada de célcio através dos
canais tipo L. Essa € uma resposta Unica da vasculatura pulmo-
nar, em contraste a resposta vasodilatadora sistémica frente a
hipéxia. Além disso, ha evidéncias de que os canais de calcio tipo
L possam ser diretamente influenciados pela hipdxia’. A vaso-
constricdo pulmonar é, em condigdes normais, um mecanismo
adaptativo com a finalidade de equilibrar a ventilagdo e a perfuséo,
restringindo o fluxo sangiiineo em &reas pouco ventiladas (como,
por exemplo, nas atelectasias) em favor de areas de melhor venti-
lagdo. O mecanismo preciso da vasoconstricdo ndo esta bem escla-
recido, mas acredita-se no envolvimento de diversos fatores (prova-
velmente diferentes na hipdxia aguda e crénica) sempre resultan-
do em despolarizagdo da membrana e aumento do calcio intrace-
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lular. Apesar de evidéncias confirmando esta hipétese, alguns au-
tores créem ser este apenas um mecanismo facilitador, e ndo o
mediador principal da vasoconstrigdo’.

Uma teoria complementar para a vasoconstricdo pulmonar por
hipoxia sugere a participagdo de mecanismos “redox” na célula
muscular lisa. Em condicdes normais, a geracdo de espécies reati-
vas de oxigénio (ERO) pelas mitocondrias manteria um “estado
oxidado” dos canais de potassio, que permaneceriam abertos. Duran-
te a hipoxia, o transporte de elétrons mitocondrial esta reduzido,
bem como a geracao de ERO. O consequiente “estado reduzido” do
citosol resultaria na inibi¢ao dos canais de potassio e despolarizagéo
da membrana celular’®. De forma alternativa, o sistema “sensor”
de oxigénio poderia ndo estar nas mitocondrias, mas sim junto a
membrana plasmatica, representado por NADPH oxidases ou enzi-
mas similares. Outra possibilidade é que a hipéxia module as corren-
tes de potassio nos K, através da atividade do citocromo P450.
Estudos que envolveram sua inibicdo demonstraram queda na corren-
te de potassio, causando despolarizagdo da membrana celular®.

Em relagdo a hipdxia cronica, os mecanismos causadores da
vasoconstricdo pulmonar podem ser diversos. A atividade dos canais
K, pode estar limitada por redugéio na transcricio dos seus genes.
Em ratos, a hipdxia crénica diminui a expressdo de RNAm e proteina
da subunidade-a dos canais de potassio em células musculares lisas,
causando um decréscimo funcional dos mesmos®. Além disso, a
deprivacdo de oxigénio aumenta a atividade funcional do fator de
transcricdo induzivel por hipdxia (HIF-1). Em condigBes de tensdo
normal de oxigénio a subunidade-a deste transativador é degradada.
Em hipdxia, porém, a degradagéo é inibida, havendo acimulo de
HIF-1a, dimerizacdo com HIF-1p e formacdo de HIF-1 funcional.
Este é responsavel pela ativagdo de genes criticos, como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e a ET-18.

Uma caracteristica particular em pacientes com a forma idio-
patica da HAP é a reducdo no numero de canais de potassio
funcionantes. Alteracdes nos canais de potassio foram encontra-
das em células musculares lisas destes pacientes, mas ndo em
outras formas de HAP. Comparando-se individuos normais com
portadores de hipertensdo arterial sistémica, HAP associada a
outras doencas e HAP idiopatica, verificou-se que as células muscu-
lares lisas deste Ultimo grupo apresentaram expressao reduzida
de subunidades dos canais K °. Isto acarretaria um decréscimo
nas correntes de potassio, permitindo a entrada de célcio e vaso-
constricdo pulmonar sustentada.

Proliferacao celular e alteragdo da matriz no
remodelamento vascular pulmonar

A seguir, passamos a discussdo de alguns mecanismos relaci-
onados a remodelagem vascular pulmonar. Esses mecanismos en-
volvem fatores de crescimento, matriz extracelular, receptores de
membrana e atividades proteoliticas.

Dentre os fatores de crescimento e seus receptores, a superfa-
milia TGF-f3 (transforming growth factor) é de especial relevancia
na génese da HAP pois exerce papel importante em processos
fisioldgicos de inflamacéo, imunidade e diferenciacdo e prolifera-
¢&o celular. E composta por mediadores multifuncionais, incluindo
TGF-B e BMP (bone morphogenetic proteins). Estudos demons-
tram que pacientes com a forma idiopatica da HAP apresentam

alteracdo no receptor tipo 2 do BMP (BMPR2), mais precisamente
mutacdes no gene que o codifica e que esta localizado no cromos-
somo 2g33%. O BMPR2 liga-se a citocinas como TGF-$3, BMP,
ativina, inibina e outros fatores de crescimento e diferenciacao. Ele
exerce sua fungéo de sinalizagdo através da formagéo de um comple-
xo heterodimérico na superficie celular, juntamente com o receptor
do tipo 1. Ao ser ativado, este complexo inicia a sinalizacio dentro
da célula através de enzimas especificas, conhecidas como Smad.
Este sinal é translocado até o nicleo, onde ir regular a transcrigdo
de genes. Mutagdes no BMPR2 causariam sinalizagdo deficiente,
acarretando a perda de mecanismos antiproliferativos, por exem-
plo, na circulagdo pulmonar. Ja foi demonstrado que 0 BMPR2 tem
sua expressdo drasticamente reduzida na circulagdo pulmonar em
pacientes com HAP idiopatica, até mesmo nos individuos que néo
apresentam mutacOes deste receptort.

O VEGF tem sido amplamente estudado, mais precisamente
na HAP induzida por hipdxia. Liga-se com alta afinidade a dois
receptores do tipo tirosina-quinase: VEGFR-1 e VEGFR-2. Por ser
mitoégeno de células endoteliais, estad envolvido no crescimento
das mesmas, por exemplo, no interior das assim chamadas lesdes
plexiformes?2. A hipdxia crénica, que acompanha algumas formas
de HAPR, cursa com aumento da expressdo do VEGF e de seus
receptores*®. Outros fatores de crescimento também séo influencia-
dos pela hipéxia, como o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), de fibroblastos (FGF-2), insulina-simile (IGF-1) e o fator
de crescimento epidérmico (EGF).

O oxido nitrico (NO), um vasodilatador derivado do endotélio,
também tem acdo antiproliferativa na musculatura lisa vascular®4,
possivelmente ligada a geragdo de GMP ciclico intracelular. Com
efeito, tem sido cogitado que inibidores da enzima fosfodiesterase 5
(que degrada GMP ciclico) poderiam atuar sobre o remodelamento
vascular pulmonar induzido por hip6xia®®. Esta acdo protetora do
GMP ciclico estaria relacionada a via das MAPP quinases e a inibi-
¢do do fator de transcrigdo AML1 (acute myelogenous leukemia)?®.

A prostaciclina, semelhantemente ao NO, é um potente
vasodilatador e inibidor da adesd@o plaquetéria e crescimento ce-
lular. E o principal metabélito do acido araquidénico no endotélio
vascular, com acdo na célula muscular lisa, através do aumento
do AMP ciclico. Além disso, a prostaciclina inibe o efeito da
endotelina-1 (ET-1). Pacientes com HAP apresentam sintese e
excrecdo urinaria diminuidas da prostaciclina®.

O papel da serotonina na HAP esta relacionado a inducdo de
hiperplasia e hipertrofia de células musculares lisas e efeito mitogé-
nico também em células endoteliais e fibroblastos. A agdo da seroto-
nina na circulagéo pulmonar é ampla e envolve também a vasocons-
tricdo, por exemplo, em resposta & hipoxial’. Niveis plasmaticos
aumentados de serotonina s@o observados em algumas formas de
HAP8, Além disso, a expressdo aumentada de seu transportador
poderia estar relacionada a acumulo de serotonina intracelular®.

A ET-1 é um potente vasoconstritor produzido, predominante-
mente, pela célula endotelial, com acdo mitogénica, inflamatéria
e de proliferagdo sobre a célula muscular lisa. Apesar de nédo
existir estoques intracelulares de ET-1, estimulos especificos indu-
zem sua sintese e secre¢do em minutos. Ha dois tipos de recepto-
res de endotelina: ET, (encontrados em células musculares lisas e
midcitos cardiacos) e ET, (encontrados em células endoteliais e
musculares lisas). A ligagdo da ET-1 aos seus receptores ativa a
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enzima fosfolipase C, aumentando os niveis intracelulares de cal-
cio, o que resulta em vasoconstri¢ao prolongada. O diacil-glicerol,
produzido a partir da fosfolipase C ativada, estimula a proteina-
quinase C, enzima mediadora da agdo mitogénica da ET-12°.
Semelhantemente a serotonina, a agédo da ET-1 é potencializada
na presenca de outros fatores de crescimento?:. Outros efeitos
relevantes da ET-1 sdo a estimulacdo da producgédo de citocinas e
fatores de crescimento??, a inducdo da formacéo de proteinas da
matriz extracelular®® e a potencializagédo dos efeitos do TGF-3 e
PDGF?L. Estudos em pulmdes de ratos normais demonstraram
niveis de RNAm da ET-1 cinco vezes maiores se comparados com
qualquer outro 6rgao?*. Em condi¢fes normais, os pulmdes reti-
ram ET-1 da circulagdo. Na HAP, os pulmdes sintetizam ET-1 em
guantidades aumentadas, o que resulta em aumento dos niveis
circulantes, com implicagdes progndsticas®. Nessas condigoes, a
circulagdo pulmonar passa a ser alvo desse peptideo.

Além da atuacdo dos fatores de crescimento e outras molécu-
las sinalizadoras na génese do remodelamento vascular pulmonar,
eventos envolvendo componentes da matriz extracelular sdo de
extrema relevancia (fig. 1). Neste sentido, propde-se que altera-
¢Oes estruturais e funcionais do endotélio, consequientes a estimulos
diversos, acabem permitindo que algum fator ou fatores presentes
no plasma penetrem e se acumulem no subendotélio. Este fator
(possivelmente a apolipoproteina A1 ou equivalente) contribuiria
para 0 aumento de expressao da elastase vascular enddgena (EVE),
uma serino-protease que degrada a elastina e o colageno e esta
aumentada na HAP de maneira proporcional a progressao da doen-
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¢a®. Acredita-se que a inducdo da EVE em células musculares
lisas seja o resultado da interacdo da prépria elastina, de sua
proteina de ligacdo e de fatores séricos com a membrana celular.
O processo de sinalizacdo envolveria tirosina-quinases, a via das
MAPP quinases e a ativacdo do fator de transcricdo AML-1 (descrito
e relacionado a etiopatogenia da leucemia miel6ide aguda). Ja foi
demonstrado que esta sinaliza¢ao, envolvendo o fator AML-1, pode
ser inibida por acdo do NO, através do GMP ciclico. Sugere-se,
portanto, que o NO, via GMP ciclico, possa inibir o remodelamento
da matriz vascular pulmonar pela supressao desta via de sinaliza-
¢do. A EVE, além da capacidade de degradar elastina, também
degrada proteoglicanos que estocam fatores de crescimento como
FGF-2 e TGF-[3?°. Além disso, é capaz de promover a ativacao de
receptores para esses fatores, conforme ilustrado na Figura 1.

Os mecanismos descritos acima, de maneira resumida, consti-
tuem, na verdade, um modelo proposto de remodelamento vascular
pulmonar a partir de varios estudos experimentais®. Compreende-
se desta forma que o remodelamento vascular na HAP é um proces-
so complexo que muito provavelmente envolve fatores séricos,
inducéo de proteases, modificacfes da matriz extracelular, dispo-
nibilizacdo de fatores de crescimento, ativaco de seus recepto-
res e, finalmente, mitose. Além disso, muitas alterac6es envolvendo
matriz extracelular, integrinas e fatores de crescimento, contribu-
em para a alteragdo do fenétipo das células musculares lisas em
vasos pulmonares, que ao perderem a caracteristica contratil,
transformam-se em células secretoras e capazes de se movimen-
tar em direcdo a camada intima®.

A | | fator sérico (Apo A-17?)

NO inibe

integrina B1 MP

matriz

colégeno nativo

endotélio O O O O O O
Iémiqa v
elastica O O O O
%L_J D%W_BO 3 &
E\/ED FGF-2

F
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integrina B3
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Fig. 1 - Esquema hipotético do processo de remodelagem vascular pulmonar, a partir da lesdo endotelial até a induc&o dos mecanismos de divisdo celular. Alterages estruturais/
funcionais do endotélio resultam em perda da funcéo de barreira, permitindo a penetragdo de fator sérico (presumivelmente a apolipoproteina A1, Apo A-1) (A). Esse facilitaria
a interagdo entre a elastina e a superficie da célula muscular lisa, resultando em ativagio de quinases intracelulares (B). Essa atividade envolve a fosforilagdo da ERK-1
(extracellular regulated kinase), cujo alvo parece ser o gene AML-1 (acute myelogenous leukemia), um fator de transcrigdo que induz a expresséo do gene da elastase endovascular
enddgena (EVE) (C). Além de degradar a elastina, a EVE também degrada proteoglicanos que estocam fatores de crescimento, como FGF-2 e TGF-3 (D). Além disso, ela ativa
metaloproteinases da matriz (MP), que degradam o colageno do tipo |, expondo sitios de ligacéo de integrinas B3 (E), cuja sinalizacéo para dentro da célula induz a producéo
de tenascina-C (TN-C). A secregdo desta e sua incorporagé@o ao colageno resultam em sinalizagdo ‘de fora para dentro’, via integrinas B3 (F e G). O resultado e a formagéao de
complexos de adesdo focal, organizacdo do citoesqueleto e fosforilagdo em tirosina de diversas outras moléculas sinalizadoras (P-tyr) (G). Esta sinalizagdo, envolvendo o
citoesqueleto, induz a formag&o de conglomerados de receptores para fatores de crescimento (por exemplo, EGF-R), que ficam entdo prontos para serem ativados. Por fim, a
ligacéo dos fatores de crescimento aos seus receptores induz a sinalizagdo citoplasmatica e nuclear, culminando com a sintese protéica e de acidos nucléicos, e diviséo celular (H).
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Disfuncédo endotelial: indu¢do de mecanismos
pré-coagulantes e pro-trombdéticos

Além da participagdo expressiva do endotélio nas alteracdes
do ténus e no remodelamento vascular pulmonar presentes na
HAP, seu envolvimento no processo vaso-oclusivo propriamente
dito torna-se relevante, uma vez que hé perda progressiva de suas
caracteristicas anticoagulantes, antitrombéticas e antiaderentes,
e desencadeamento de mecanismos que facilitam a coagulacao e
a adesdo celular e inibem a fibrindlise.

Entre as substancias de origem endotelial, que tém se mostrado
alteradas na HAP com implicagBes nos mecanismos descritos,
encontram-se a trombomodulina, o ativador tecidual do plasmi-
nogénio (t-PA), seu inibidor (PAI-1), a selectina-P e o fator de Von
Willebrand (FvW), além do 6xido nitrico e da prostaciclina. Além
disso, tém sido identificadas outras alteragcdes prd-tromboticas,
como a presenca de anticorpos antifosfolipides e a
hiperhomocisteinemia.

A trombomodulina é um proteoglicano de membrana plasmati-
ca. Sua por¢ao extracelular é clivada em varias regiées, com con-
sequente liberagdo de fragmentos na corrente sanguinea, cuja con-
centragdo pode ser facilmente determinada. Esses fragmentos séo
conhecidos como a fragéo soluvel. A trombomodulina tem proprie-
dades de ligacdo a trombina, o que ativa a proteina C que, por sua
vez, degrada os fatores V e VIl da coagulacdo?®. Em pacientes com
HAP, os niveis plasmaticos de trombomodulina estdo diminuidos,
provavelmente como resultado de sintese endotelial reduzida?®27.
Além disso, ha relatos que demonstram baixos niveis plasmaticos
de proteina C, assim como seu co-fator, a proteina S?8. Essas altera-
¢Bes podem refletir uma sintese deficiente ou mesmo consumo por
coagulagdo intravascular.

Pacientes com a sindrome antifosfolipide, associada ou néo
ao lupus eritematosus sistémico, apresentam HAP com uma pre-
valéncia de 1,8 a 3,5%. Os anticorpos antifosfolipides, cuja presen-
¢a na circulagao ocorre por mecanismos nao totalmente esclareci-
dos, parecem promover o surgimento de trombose por varios me-
canismos?°3°, O tromboembolismo pulmonar parece ser a princi-
pal causa de HAP na sindrome3!. Por outro lado, 10 a 20% dos
pacientes com tromboembolismo crénico apresentam tais anti-
corpos®2. Ha ainda relatos da presenca dos mesmos em individu-
0os com HAP aparentemente idiopéatica, na auséncia de outros
sinais comprobatérios de tromboembolismo cronico®:.

A homocisteina € um aminoacido que, em individuos nor-
mais, pode facilitar a coagulacdo e adesao celular. Sabe-se que a
presenca de niveis plasmaticos elevados de homocisteina esta
associada a disfuncéo endotelial e plaquetaria, com consequente
formacé&o de trombos e vasoconstricao34. Sugere-se que a hiper-
homocisteinemia possa exercer algum um papel na patogénese
da HAP, pois ha referéncia a aumento dos niveis deste aminoacido
em pacientes com a doenga®t.

Uma forma particular de disfuncéo endotelial em pacientes com
HAP ¢ aquela associada a hipoxemia, dada a acentuada tendéncia
atrombose. Isto ocorre na assim chamada sindrome de Eisenmenger,
onde, em virtude da presenca de defeitos intracardiacos com des-
vio de sangue da direita para a esquerda, desenvolve-se a hipoxemia
cronica. Alteragdes na coagulacéo e fibrindlise nesses pacientes
associam-se a um alto risco de eventos tromboembodlicos, havendo
relato de até 35% de ocorréncia de trombose arterial pulmonar®®.

Contribui para isto o fato de a hipdxia promover exocitose dos corpus-
culos de Weibel-Palade nas células endoteliais, resultando em libera-
¢do do FvW e da selectina-P. Além disso, sabe-se que a hipdxia
induz a expressé@o do RNAm e da proteina do PAI-1, além de supri-
mir a expressdo de trombomodulina. Portanto, na HAP associada a
hipoxemia cronica é justificAvel imaginar que mecanismos como o
recrutamento de leucécitos e plaquetas, a inibicéo da fibrindlise e a
perda de controle sobre a coagulacao, sejam operantes e contribu-
am para 0 evento vaso-oclusivo.

Além de fornecer estimativa do risco trombético em individu-
os com HAP, os marcadores de disfungdo endotelial parecem ter
implicagdes prognosticas. Estudo em pacientes com HAP idiopatica
e secundaria a cardiopatias congénitas correlacionou os niveis
elevados do FvW com redugdo da sobrevida®. Pacientes com a
forma idiopatica da doenca apresentaram niveis mais altos, associa-
dos a menor expectativa de vida®’. Outros marcadores bioquimicos
também estdo sendo estudados, com finalidade prognéstica, como
as catecolaminas, o &cido Urico e os peptideos natriuréticos (ANP
e BNP). Apenas o BNP, porém, parece ter correlagdo com a
sobrevida, com niveis elevados em pacientes com HAP idiopéatica®®.

Plaguetas e serotonina

A disfuncgéo endotelial na HAP leva a um estado pro-trombodtico,
no qual a participagdo das plaquetas parece inequivoca. Estas
tém sido alvo de estudos ha vérios anos, pois seu papel na HAP é
mais que meramente trombogénico, havendo envolvimento tam-
bém no processo de remodelamento vascular.

Estudos clinicos tém trazido evidéncias de ativacao plaquetéria
enddégena em pacientes com HAPR, sugerindo que haja um estado
cronico de consumo. Essa sugestdo deve-se a observacao da redu-
¢do do numero de plaquetas circulantes e niveis elevados de (-
tromboglobulina®®, uma substancia liberada na fase de secrecao.
Sugere-se que esta ativacdo favoregca a formacéo de agregados
celulares na circulagao, envolvendo plagquetas entre si ou em asso-
ciacdo com leucdcitos e hemécias*®, o que poderia nos vasos
pulmonares, contribuir para a progressdo da doenca. A ativagéo
plaquetéaria na HAP também promove a liberacdo de grénulos
densos, contendo agentes mitogénicos e substancias vasoconstri-
toras. Uma dessas substancias é o tromboxane A2, potente vaso-
constritor cuja producdo esta elevada em pacientes com HAP4L.
Também séo liberados serotonina e fatores de crescimento, como
PDGF, EGF e TGF-3, com efeito mitogenico em células muscula-
res lisas vasculares, fibroblastos e células endoteliais*?.

Em diferentes formas de HAP, o envolvimento (ativagdo) pla-
quetério tem sido considerado como evento secundario a disfungédo
endotelial, exposicdo do subendotélio e alteraces das condigdes
de fluxo. Excecdo faz-se a situagéo identificada como doenca de
estoque das plaquetas (platelet storage pool disease), uma entidade
rara, familial, na qual h4 uma deficiéncia na capacidade de armaze-
nar serotonina nos granulos densos, com niveis extremamente
elevados dessa substancia no plasma, provocando vasoconstri¢do
pulmonar*®. Com o relato de HAP associada a esta doenca*:,
iniciou-se uma série de estudos na tentativa de se demonstrar
uma associacdo causal com a serotonina.

A serotonina € o principal componente dos granulos densos
das plaquetas, sendo liberada a partir de sua ativacdo. A respos-
ta normal da célula endotelial & serotonina é a liberacéo de NO,
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levando a um relaxamento da musculatura lisa e conseqlente
vasodilatacdo**. Porém, em casos de disfuncéo endotelial, a se-
rotonina tornar-se-ia incapaz de estimular a liberagdo de NO.
Na circulagdo pulmonar, essa ocorréncia favoreceria o desen-
volvimento de HAP por mecanismos diversos. A serotonina, ou
5-hidroxitriptamina (5-HT), exerce sua fungdo através da liga-
¢ao ao seu receptor 5-HTR, e seu transportador 5-HTT. Ao li-
gar-se ao 5-HTR, a serotonina ativa a producgédo de IP3, induzin-
do a liberagao de calcio intracelular do reticulo sarcoplasmatico,
com consequente vasoconstrigdo*®. Por outro lado, a geracéo de
diacilglicerol esta implicada na indugdo da via mitogénica da
proteina-quinase C. A ligagdo da serotonina ao 5-HTT inicia
eventos intracelulares, envolvendo a formag&o de espécies reativas
de oxigénio e a ativacao da via das MAPP quinases, resultando
na expressdo de genes envolvidos em hipertrofia e proliferacdo
celular*®. Varios estudos sugerem que a serotonina tenha um
papel na patogénese da HAP, inclusive na forma idiopética. Ja
foi demonstrada a presenca de polimorfismo na regido promoto-
ra do gene que codifica 0 5-HTT, com expressdo aumentada do
mesmo?®. Assim, esse gene é hoje considerado como “facilitador”
no processo de remodelagem vascular pulmonar.

Uma importante condigdo clinica, ligada ao metabolismo da
serotonina e potencialmente causadora de HAP, é o uso de anore-
xigenos orais, como a fenfluramina. No sistema nervoso central,
o efeito seria exercido por inibi¢do do 5-HTT e, conseqilentemen-
te, da recaptura da serotonina em neurdnios. Na periferia, tam-
bém por interferir com o transportador, a fenfluramina é capaz de
impedir a captura da serotonina nas plaquetas e em células endo-
teliais pulmonares. As consequiéncias sdo o aumento da serotonina
livre, de forma semelhante ao que ocorre na platelet storage pool
disease, e a vasoconstrigdo pulmonar!®46, Nem todos 0s usuérios
de anorexigenos orais desenvolvem HAP, sugerindo que distlrbios
no metabolismo da serotonina e no funcionamento de seu transpor-
tador sejam eventos facilitadores, que necessitam de fatores pre-
disponentes para que a doenca se manifeste.

Como citado anteriormente, mutagdes no gene que codifica o
BMPR2 alteram sua sinalizagdo que, em condi¢fes normais. supri-
miria a proliferacéo e favoreceria a apoptose de células musculares
lisas de artérias pulmonares. Sugere-se que a sinalizacdo a partir do
BMPR2 poderia antagonizar os efeitos da serotonina e que mutagdes
nesse receptor permitiriam uma resposta celular exacerbada a mes-
ma, principalmente nos pacientes com polimorfismo do 5-HTT#.
Essa relagdo porém é, por enquanto, meramente especulativa.

Inflamacao

A HAP é uma complicagcdo comumente encontrada em varias
condi¢des inflamatorias sistémicas, tais como a esclerodermia e
o lupus eritematosus sistémico*®. Em pacientes com doenca do
tecido conectivo, as lesdes arteriais pulmonares podem ser seme-
Ihantes aquelas encontradas em pacientes com HAP idiopatica,
inclusive a arteriopatia plexiforme. Esse achado impulsionou a
busca de um provavel mecanismo fisiopatolégico comum as duas
condigBes. Foi observado que alguns pacientes com HAP idiopatica
grave, semelhante as doengas do tecido conectivo, apresentam
infiltrado inflamatdrio em vasos pulmonares, composto por ma-
crofagos e linfocitos T e B*°. Isto poderia sugerir um papel da
inflamacdo na patogénese ou na progressdo da doenga.
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Além dos achados inflamatorios, vale a pena enfatizar a associa-
¢do da HAP com doencas ou condigBes de carater imune: infecgdo
pelo virus da imunodeficiéncia humana“®, sindrome POEMS (dis-
crasia de célula plasmatica com polineuropatia, organomegalia,
endocrinopatia, proteina M e alteragdes de pele)*°, presenca de
anticorpos auto-imunes®* e fendbmeno de Raynaud®?. Os principais
aspectos imunogenéticos nessas doengas correspondem a presenca
de auto-anticorpos e de certos alelos do complexo de histocompa-
tibilidade (MHC, major histocompatibility complex) de classe II.
De forma semelhante, alguns pacientes com HAP idiopatica apre-
sentam niveis elevados de anticorpos antinucleares®* e uma pre-
valéncia de certos alelos presentes em doengas auto-imunes. As-
sim, tem sido observada frequiéncia aumentada de HLA-DR52 em
pacientes com esclerodermia e HAP®® e de HLA-DR3 e HLA-DR52
em criangas com HAP idiopatica®. Também ja foi demonstrado
aumento na frequéncia de HLA-DQ7 em criangas e adultos com
HAP idiopética, sendo este achado importante, pois o alelo é asso-
ciado a presenca do anticoagulante Ipico em pacientes com lupus
eritematosus sistémico®s.

Na tentativa de identificar mecanismos que levam a condigéo de
inflamac&o encontrada na HAP, observou-se aumento de varios me-
diadores. Ja foi demonstrado que pacientes com HAP idiopatica apre-
sentam niveis séricos elevados de IL-1 e IL-6%. Outro achado im-
portante € o envolvimento de quimiocinas, que sdo citocinas qui-
miotaticas capazes de direcionar o recrutamento e a migragdo de
leucdcitos. Uma dessas quimiocinas, designada por RANTES (re-
gulated upon activation, normal T cell expressed and secreted),
exerce um poder quimiotatico em mondcitos e células T. Além disso,
a quimiocina RANTES ¢é capaz de induzir a enzima conversora da
endotelina-1, resultando em aumento de atividade mitogénica e
vasoconstricao®’. Em pacientes com HAP idiopatica, demonstrou-se
guantidades aumentadas do RNAm dessa quimiocina em tecido pul-
monar, sendo as células endoteliais a principal fonte®®.

A fractalcina é uma quimiocina que também parece ter papel
importante na HAP: promove o recrutamento de leucdcitos atra-
vés do receptor transmembrana CX,CR1, com captura de forma
rapida e adesdo dependente de integrinas. Demonstrou-se em
pacientes com HAP elevacéo dos niveis plasmaticos da fractalcina,
aumento do seu RNAm, assim como aumento da expressdo e
funcéo do receptor CX,CR1 em linfocitos®.

Outra quimiocina que pode estar envolvida no processo de
inflamacao da HAP idiopatica é MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein), que tem forte poder de quimiotaxia em relacdo a células
mononucleares. E produzida em vérios tipos celulares, incluindo
monocitos, células endoteliais e musculares lisas. Participa na
ativacao e migracdo de mondcitos para os sitios de inflamagéo e
também exerce papel na proliferacdo e desdiferenciagcdo de célu-
las musculares lisas. Também é descrito que as citocinas IL-1 e
IL-6 podem induzir a expressdo de MCP-1 em células musculares
lisas e células endoteliais®. A concentracdo sérica de MCP-1 esta
elevada em pacientes com HAP idiopatica, podendo ser um fator
relacionado a progresséo da doenca®.

Apesar dos mecanismos inflamatérios estarem estabelecidos
em HAP idiopética e associada a doencas do tecido conectivo,
ainda héa controvérsia sobre seu papel na HAP associada a cardio-
patias congénitas. Em relato recente sobre a presenca de células
inflamatdrias em artérias pulmonares periféricas de pacientes com
HAP associada a cardiopatias congénitas, foi detectada predominan-
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cia de macrofagos jovens nas camadas intima e média, sugerindo
reacdo inflamatoria em curso®2. Sendo os macréfagos responsa-
veis pela produgdo de vérias citocinas, especula-se que possam
ter participacgao relevante em eventos mediados por essas substan-
cias (por exemplo, replicacdo celular) em pacientes com HAP.

Hipertensao arterial pulmonar familial e sua
relacdo com mutacao no gene BMPR2

Tendo sido apresentada a visao atual acerca dos mecanismos
fisiopatologicos mais relevantes que operam na HAP, passamos a
apresentacdo de duas familias com a doenca.

Familia 1 - Nesta familia foram identificados quatro casos aco-
metidos de HAP entre 12 membros investigados. Dois pacientes
(DED e AKD), conforme indicado no heredograma abaixo (fig. 2),
encontram-se em seguimento ambulatorial, estaveis sob tratamen-
to clinico. Em dois outros casos ndo avaliados em nossa institui-
¢éo, com evolugdo para 6bito, o diagnéstico foi presuntivo, basea-
do em relatos de familiares.

O estudo genético foi realizado em cinco individuos desta fami-
lia, conforme demonstrado no heredograma. O estudo consistiu
na amplificacdo, pela rea¢do da polimerase em cadeia (PCR),
dos 13 exons do gene que codifica o receptor BMPR2. O produto
da reacédo foi entdo submetido a sequenciamento por método au-
tomatizado. Conforme demonstrado na figura 3, identificou-se mu-
tac&@o pontual no exon 9 nos pacientes DED e AKD, mas ndo nos
familiares sadios. A mutagdo, correspondente & substituicdo de
um nucleotideo, encontra-se ilustrada no cromatograma.

O paciente DED, 15 anos de idade, encontrava-se em classe
funcional IV na admissdo, com pressdo média na pulmonar de
62 mmHg, impossibilitado de percorrer qualquer distancia no teste
de 6 minutos de caminhada. Apds inicio de tratamento com sildenafil
por via oral, na dose de 225 mg ao dia, observou-se melhora impor-
tante na capacidade fisica, passando a caminhar 399 m e 471 m,
respectivamente, aos 6 meses e 1 ano. Observou-se também incre-
mento do fluxo pulmonar, estimado através do ecocardiograma, de
50% em 6 meses e 38% em 1 ano. Sua irma (AKD), 18 anos de
idade na admissao, teve manifestacfes (cansago) de menor intensi-
dade e inicio mais tardio. Iniciou o tratamento em classe funcional I,
com pressao média pulmonar de 50 mmHg e com distancia percor-
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Fig. 2 - Heredograma da familia 1, mostrando os membros acometidos de HAP.
As setas indicam os individuos nos quais o estudo genético foi realizado.

rida de 309 m no teste de 6 minutos de caminhada. Sob o uso do
sildenafil (225 mg/dia), houve aumento na distancia percorrida para
504 m aos 6 meses e 1 ano. Também foi observado incremento de
26% no fluxo pulmonar.

Familia 2 - Nesta familia, entre 40 membros investigados
através de informagdes prestadas, foram identificados seis indivi-
duos potencialmente acometidos de HAP. Destes, o diagndstico
de certeza foi estabelecido somente para o paciente EMB e dois
de seis irmaos, falecidos aos 11 e 14 anos, conforme indicado no
heredograma (figura 4). A pesquisa de mutagdes no gene BMPR2
resultou negativa nesta familia.

O paciente EMB, 33 anos de idade, encontrava-se em classe
funcional IV na admisséo, chegando a fazer uso de drogas vasoa-
tivas. A presenca de estertores pulmonares, com desaparecimen-
to mediante terapéutica diurética, fez suspeitar de doencga veno-
oclusiva, diagnoéstico posteriormente confirmado por estudo he-
modinamico e bidpsia pulmonar.

A avaliacdo deste paciente incluiu o teste agudo de vasodilata-
¢do com 6xido nitrico (10 ppm) e sildenafil (75 mg por via oral). O
teste demonstrou vasodilatag@o pulmonar significante com ambos o0s
estimulos aplicados separadamente, havendo queda expressiva da
resisténcia vascular (de 27,9 unidades Wood/m?, em condicdo basal,
para 8,3 e 11,1 U/m?, respectivamente, com oxido nitrico e sil-
denafil). Entretanto, a pressdo média capilar pulmonar estabilizou-se
em nivel mais seguro com sildenafil, comparado ao 6xido nitrico,
com valores de 15 e 29 mmHg, respectivamente. Os resultados
deste estudo permitiram a orientagdo do uso cronico do sildenafil
(225 mgl/dia) associado a diuréticos, com melhora clinica evidente
apds um ano, sendo possivel retirar o paciente da fila de espera para
o transplante pulmonar. A distancia percorrida no teste de caminha-
da passou de 112 m, na condigdo pré-tratamento, para 294 m e
408 m, em 6 meses e 1 ano, respectivamente. O ecocardiograma
também mostrou incremento do fluxo pulmonar de 50% e 120%.

Estas observagdes ressaltam alguns aspectos importantes da
HAP. Em primeiro lugar, o diagndstico da forma familial, que na
pratica clinica possibilitaria a identificacdo da doenca em estagios
menos avangado, em individuos com sintomatologia discreta ou
ausente. Em segundo lugar, a importancia das mutacdes no gene
BMPR2 no cenério fisiopatoldgico, com a possibilidade de se identifi-
car tais alterag@es génicas em pelo menos 50% das familias acometi-
das. Por ultimo, o papel fisiopatoldgico do 6xido nitrico e das vias a
ele relacionadas, como justificativa para a aplicagdo racional de
recursos terapéuticos com capacidade de aumentar os niveis intra-
celulares de GMP ciclico em arteriolas pulmonares.

Considerag0es finais

Em vista dos mecanismos discutidos, fica claro que a HAP é
uma sindrome cujo inicio e progressao se processa de maneira diver-
sa, dependendo do caso. N&o é possivel imaginar o mesmo mecanis-
mo ou conjunto de mecanismos fisiopatoldgicos explicando a vaso-
constri¢do e a evolucdo da remodelagem vascular em todas as for-
mas de HAPR Além disso, mesmo se considerarmos uma Unica forma
da doenga, os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos podem variar
de acordo com a fase evolutiva. Assim, percebe-se as dificuldades no
desenvolvimento de recursos terapéuticos utilizaveis em humanos,
uma vez que isso dependeria da clara definicdo dos mecanismos
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JAATATCAACTTTTGACAGTAGTTTTCACCTGGGAAGAGGETCTGTACAT

II’IHTFITBHFIETTTTGFIEFIETHGTTTTEHEETGGEHHEHEGTETBTHEHT

Fig. 3 - Representacdo esquematica de mutagéo identificada em dois membros da familia 1, com respeito ao gene que codifica o receptor BMPR2. Observou-se a substitui¢éo
de um nucleotideo no exon 9. No cromatograma, a seta indica a presenga de dois alelos, 0 normal e o patoldgico, caracterizando uma situagéo de heterozigose nos pacientes.
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Fig. 4 - Heredograma da familia 2, indicando os individuos com diagndstico de
certeza de HAP (EMB e irmdos de 11 e 14 anos), assim como outros membros
com provavel acometimento. Identificados pela setas estdo os individuos nos
quais o estudo genético foi realizado.

operantes em um caso particular ou ainda da identificacdo de altera-
¢Bes comuns a varios pacientes com diferentes formas da doenca.
Mesmao assim, as investigagdes em fisiopatologia da HAP continuam
sendo relevantes. Sem elas, aquisi¢des terapéuticas como 0s prosta-
noides, os inibidores de receptores de endotelina e de fosfodiesterases,
hoje em uso, ndo teriam sido possiveis.

AbreviacOes

AML-1, leucemia miel6gena aguda-1; AMP, monofosfato de ade-
nina; ANP, peptideo atrial natriurético; Apo A-1, apolipoproteina
Al; BMP proteina morfogenética dssea; BMPR2, receptor 2 do
BMP; BNP, peptideo cerebral natriurético; EGF, fator de crescimento
epidérmico; ERO, espécies reativas de oxigénio; ERK, quinase com
regulagéo extracelular; ET-1, endotelina-1; EVE, elastase vascular
enddgena; FGF-2, fator de crescimento de fibroblastos; FvW, fator
de von Willebrand; GMP, monofosfato de guanina; HAPR, hipertens&o
arterial pulmonar; HIF-1, fator induzivel por hipéxia; 5-HT, 5-hidro-
xitriptamina; 5-HTR, receptor da 5-hidroxitriptamina; 5-HTT, trans-
portador da 5-hidroxitriptamina; IGF-1, fator de crescimento insuli-
na-simile; IL-1, interleucina-1; IL-6, interleucina-6; Kv, canal de
potassio dependente de voltagem; MCP-1, proteina quimiotatica
de mondcitos; MHC, complexo de histocompatibilidade principal;
NO, 6xido nitrico; NOS, 6xido nitrico sintase; PAI-1, inibidor do
ativador do plasminogénio; PDGF, fator de crescimento derivado de
plaguetas; PKC, proteina-quinase C; POEMS (sindrome), discrasia
de célula plasmaética, polineuropatia, organomegalia,endocrinopatia,
proteina M e alteracbes de pele; TGF-B, fator de crescimento
transformador do tipo beta; TN-C, tenascina-C; t-PA, ativador tecidual
do plasminogenio; VEGF, fator de crescimento endotelial vascular;
VEGFR, receptor do fator de crescimento endotelial vascular.
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