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RESUMO



Neste estudo, investigamos os efeitos protetores do BAY 41-2272 sobre a
hipertensao pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina e hipdxia em caes
anestesiados. Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (Hypnol,
30mg/kg, iv) combinado com citrato de fentanila (0,01 mg/kg/h, i.v.) e diazepam (0,25
mg/kg/h, iv). A hipertensdo pulmonar pelo complexo heparina-protamina foi induzida
com a administragcdo de 500 Ul/kg de heparina, seguida da administragdo de protamina
(10 mg/kg). A interag@o heparina-protamina causou aumento de aproximadamente 350%
da pressao média da artéria pulmonar (PMAP), acompanhado de aumento significativo
do indice de resisténcia vascular pulmonar (IRVP) e da pressao capilar pulmonar (PcP).
Este aumento foi significativo 2 min apds a inje¢do de protamina, mantendo-se
significativamente elevado até aproximadamente 5 minutos apds administragdo da
mesma. Ao mesmo tempo em que se detectou a hipertensdo pulmonar, observamos
reducdo significativa da pressao arterial média (PAM). Observamos ainda um aumento
significativo da freqiiéncia cardiaca (FC) aos 2 minutos ap6s administragdo da protamina
com discreta diminui¢do do indice cardiaco (IC). O indice de resisténcia vascular
sistémica (IRVS) nao sofreu alteragdes significativas. A saturagdao do oxigénio (SpO,) foi
significativamente diminuida apés a formacao do complexo heparina-protamina. Nos
animais tratados com BAY 41-2272 (10 pg/kg/min, i.v.), observamos redu¢do marcante
do aumento da PMAP, do IRVP e da PcP. Por outro lado, este tratamento potencializou a
reducdo da PAM. Além disso, o BAY 41-2272 reduziu significantemente o IRVS e
aumentou a FC. A diminui¢do da SpO, foi atenuada significativamente pelo BAY 41-
2272. Os niveis plasmaticos de GMPc foram dosados aos 2 min apds a formagado do
complexo heparina-protamina, tendo-se mostrado elevados no grupo tratado com o BAY
41-2272. O tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA) ndo apresentou alteragdo
significativa no tratamento com o BAY 41-2272. O veiculo do BAY 41-2272 (DMSO
30%) ndo alterou significativamente os pardmetros estudados.

A hipertensdo pulmonar por hipéxia foi induzida com a instalagdo de uma baixa
tensdo de oxigénio (FiO,=12%). Nesta circunstancia, a PMAP elevou-se em
aproximadamente 280% aos 5 minutos, mantendo-se significativamente elevada até 15
minutos apds instalagdo da hipdxia. A elevagdo da PMAP foi acompanhada de aumentos
significativos no IRVP e PcP. A PAM, IRVS, FC e IC ndo apresentaram alteragdes
significativas. A SpO, diminuiu na presenca da hipdxia. O tratamento com BAY 41-2272
(10 pg/kg/min, i.v.), reduziu significativamente a PMAP, PcP ¢ IRVP. O IRVS foi
significativamente potencializado pelo BAY 41-2272. A PAM, FC e IC ndo alteraram
significativamente. A diminui¢do da SpO; foi atenuada significativamente pelo BAY 41-
2272. Os niveis plasmaticos de GMPc elevaram-se significativamente no grupo tratado
com o BAY 41-2272. Em conclusdao, o BAY 41-2272 atenuou a agdo vasoconstritora
pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina e hipoxia levando a uma
prevencdo da hipertensao pulmonar.
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In this study, we investigated the protective effect of BAY 41-2272 on the
pulmonary hypertension induced by the protamine-heparin complex and hypoxia in
anaesthetized dogs. The animals were anaesthetized with pentobarbital sodium (Hypnol,
30 mg/kg, i.v.) combined with fentanil citrate (0.01 mg/kg/h, i.v.) and diazepam (0.25
mg/kg/h, i.v.). The pulmonary hypertension for the protamine-heparin complex was
induced by the administration of 500 Ul/kg of heparin, followed by protamine (10
mg/Kg), causing an increase of approximately 350% of the mean pulmonary arterial
pressure (MPAP), followed by a significant increase of the index of pulmonary vascular
resistance (IPVR) and index of pulmonary capillary wedge pressure (PcWP). This
increase was significant from 2 min to 5 min after the protamine administration.
Concomitantly to the pulmonary hypertension, we observed a significant decrease of the
mean arterial blood pressure (MABP). We also observed a significant increase of the
heart rate (HR) 2 min after administration of protamine with a discreet reduction of the
cardiac index (IC). The index of systemic vascular resistance (ISVR) was not changed.
The saturation of the oxygen (SpO,) was significantly decreased after the formation of
heparin-protamine complex. In the animals treated with BAY 41-2272 (10 pg/kg/min,
i.v.), we observed a marked reduction of MPAP, IPVR and PcWP. On the other hand,
BAY 41-2272 potentiated the reduction of MABP after protamine administration.
Furthermore, BAY 41-2272 significantly reduced the ISVR and increased HR.
Additionally, the reduction of SpO, was attenuated significantly by BAY 41-2272. The
plasma levels of cGMP, measured at 2 min after the formation of the protamine-heparin
complex, were higher in BAY 41-2272-treated animals. The activated partial
thromboplastin time (APTT) was not altered in the BAY 41-2272-treated group. The
vehicle of BAY 41-2272 (DMSO 30%) did not alter any of the parameters evaluated.

The hypoxia-induced pulmonary hypertension was obtained with the installation
of low tension of oxygen (FiO,=12%). In this condition, MPAP was significantly
elevated (280%) from 5 min to 15 min after hypoxia installation. This elevation was
accompanied by significant increases in both [IPVR and PcWP. The MABP, ISVR, HR
and IC were not significantly altered. The SpO, was decreased by hypoxia. The treatment
with BAY 41-2272 (10 pg/kg/min, i.v.) reduced significantly the MPAP, PcCWP and
IPVR. The ISVR reduction was significantly potentiated by BAY 41-2272. The MABP,
HR and IC were not modified by BAY 41-2272, while the reduction of the SpO, was
significantly attenuated. The plasma levels of cGMP were significantly increased in the
BAY 41-2272-treated group .

In conclusion, treatment with BAY 41-2272 attenuates the pulmonary
vasoconstrictor action induced by heparin-protamine complex or hypoxia, leading to the

prevention of pulmonary hypertension
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INTRODUCAQO



1.1 Consideracdes gerais

A hipertensdao pulmonar ¢ uma seqliela comum resultante de diversas doencas
respiratorias e cardiovasculares nos seres humanos. E caracterizada pela elevagio da
resisténcia vascular pulmonar e da pressdo arterial pulmonar devido a vasoconstrigao
exagerada do leito arterial pulmonar (Jeffery & Wanstall, 2001). Embora a natureza da
hipertensdo pulmonar quanto a fisiopatologia e tratamento tenha sido negligenciada no
passado, nos ultimos anos adquiriu-se grande conhecimento da sua etiologia e tratamento.
Em 2003, ocorreu em Veneza o 3° Simpdsio Mundial em Hipertensdo Arterial Pulmonar,
onde houve uma nova classificagdo e revisao de conceitos terapéuticos desta condigdo.
Entretanto, a hipertensdo pulmonar ¢ uma sindrome complexa para a qual ainda nao

existem esquemas simples de avaliagdo diagndstica e orientacao terapéutica.

1.2 Hipertensiao pulmonar

A resisténcia vascular pulmonar ¢ marcantemente menor que a do sistema
circulatério, devendo-se esta diferenca ao fato de a rede arteriolar pulmonar apresentar um
baixo fonus muscular basal. Ao contrario, o sistema circulatério apresenta 0s vasos
parcialmente contraidos, contribuindo com 75% da resisténcia periférica total do organismo
(Maclean, 1998).

Na vigéncia de hipertensdo pulmonar, a resisténcia vascular pulmonar eleva-se
marcantemente, € a pressao sistolica pulmonar e a pressao arterial pulmonar média atingem

valores acima de 30 e 25 mmHg, respectivamente, em estado de repouso, ou de 30 a 35
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mmHg durante exercicios fisicos. Isto pode levar a faléncia do coragdo direito e morte
(Rich, et al., 1987).

A hipertensao pulmonar era classificada, segundo a etiologia, em primaria e
secundaria. A hipertensdao pulmonar primaria era definida pela presenga de elevagao
persistente da pressdo na artéria pulmonar, sem causa aparente (arteriopatia, venopatia,
microangiopatia), ao passo que a hipertensdo pulmonar secundaria era conseqiliéncia de
doengas associadas (Zapol & Snider, 1977; Pietra 1997; Maclean, 1998; Hay, 1998).

No 3° Simp6sio Mundial em Hipertensdo Arterial Pulmonar em 2003, decidiu-se
por uma nova classificagdo e revisdo de conceitos fisiopatologicos, diagnodsticos e
terapéuticos da hipertensdo pulmonar (Rubin & Gali¢, 2004; Lee & Rubin, 2005),
conforme mostrado no quadro 1. Atualmente, a hipertensdo pulmonar primaria passa a ser
chamada hipertensdo arterial pulmonar, pertencente ao Grupo 1, onde se enquadram a
hipertensdao pulmonar idiopatica (esporadica ou familial), dentre outras (Quadro 1). A
hipertensdao pulmonar secundaria agora pertence aos grupos de 2 a 5, onde estdo incluidos a
hipertensao pulmonar decorrente de doencas cardiacas (grupo 2), doengas pulmonares
(grupo 3), doengas tromboliticas (grupo 4) e diversas outras condi¢des que levam a
hipertensao pulmonar (grupo 5).

Segundo a classificacdo da Organizacdo Mundial de Satide (OMS), as causas que
levam aos diferentes tipos de hipertensao pulmonar sdo: a hipertensao arterial pulmonar, a
hipertensdao pulmonar persistente do recém-nascido, drogas, sindrome do desconforto
respiratério do adulto (SDRA), doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), fibrose cistica
e estados hipoxémicos em geral (Zapol & Snider, 1977; Maclean, 1998; Hay, 1998, Jeffery
& Wanstall, 2001). A causa mais comum que desencadeia a hipertensao pulmonar por

hipoxia ¢ a exposi¢do a altitudes elevadas e estados de hipoxemia, a qual pode ser
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acompanhada por policitemia e remodelacdo das paredes das artérias pulmonares (Fagan,
1999). A hipertensdo pulmonar ¢ ainda observada clinica e experimentalmente na reversao

do efeito anticoagulante da heparina pela protamina (Lowenstein, 1989).
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CLASSIFICACAO DA HIPERTENSAO PULMONAR

1. Hipertensao Arterial Pulmonar
1.1. Idiopatica;
1.2. Familial;
1.3. Relacionada a doenga do tecido conjuntivo, cardiopatias congénitas,
Hipertensao porto pulmonar, infeccao por HIV, drogas, toxinas e outras;
1.4. Hipertensao arterial pulmonar com envolvimento venoso e/ou capilar;
1.5. Hipertensao pulmonar persistente do recém-nascido.
2. Hipertensao Pulmonar por doenca do coracio esquerdo
2.1. Doenga cardiaca atrial ou ventricular esquerda;
2.2. Valvulopatia.
3. Hipertensao Pulmonar por doenca pulmonar e/ou hipéxia
3.1. Doenga pulmonar obstrutiva cronica;
3.2. Doenga pulmonar intersticial;
3.3. Distarbios durante o sono, hipoventilacao alveolar, exposi¢ao cronica a grandes
altitudes;
3.4. Anormalidades do desenvolvimento.
4. Hipertensao Pulmonar por doenca trombética e/ou embolica cronica
4.1. Obstrugao tromboembodlica das artérias pulmonares proximais;
4.2. Obstrugao tromboembolica das artérias pulmonares distais;
4.3. Embolia pulmonar de origem tumoral, parasitas, corpo estranho.
5. Outros
5.1. Sarcoidose, histiocitose, linfangiomatose, compressao de vasos pulmonares

(adenopatias, tumores, mediastinite fibrosante).

Quadro 1 - Classifica¢do da hipertensio pulmonar de acordo com os Anais do 3° Simp6sio

Mundial em Hipertensao Arterial Pulmonar, Veneza, 2003.
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1.3 Sindrome do desconforto respiratério do adulto

A hipertensao pulmonar aguda estd invariavelmente presente em pacientes com
SDRA. Neste caso, a hipertensdo pulmonar independe de variagdes do débito cardiaco, e
persiste mesmo ap6s a correcdo da hipoxemia sist€émica (Zapol & Snider, 1977). Em um
quadro grave da SDRA, ¢ comum a ocorréncia de oclusao tromboembolica da vasculatura
pulmonar, podendo ainda levar a formag¢do de edema, disfuncdo ventricular direita e
reducdo do débito cardiaco (Sibbald et al., 1983; Gattinoni et al., 1988). Embora ainda nao
completamente elucidada, as alteragdes vasculares pulmonares decorrentes da SDRA sao
produzidas por uma combinagdo complexa que envolve a lesdo pulmonar primaria
(aspiracdo, traumas e infecgdes), a resposta inflamatoéria a lesao (hipoxia, acidose, liberagao
de citocinas e metabolitos do acido araquidonico, formagdo de componentes do sistema do
complemento e inibidores da fibrindlise) e as complicacdes iatrogénicas do tratamento
intensivo (toxicidade por oxigénio e barotrauma). Acredita-se também que a produgdo de
6xido nitrico (NO) esta prejudicada na vigéncia da SDRA o que favorece a instalagdo de
vasoconstri¢do e agregacao plaquetaria no organismo (Cremona et al., 1991; Dinh Xuan et
al., 1991). A inalacao de NO reduz a resisténcia vascular pulmonar, aumentando a relagao
ventilacao/perfusdo, tendo, portanto, um efeito benéfico neste quadro (Pepke-Zaba et al.,

1991; Frostell et al., 1993).
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1.4 Doenc¢a pulmonar obstrutiva cronica

Na DPOC, o quadro clinico ¢ resultante da combinacdo de dois processos
patologicos, a saber: bronquite cronica e enfisema, sendo os mesmos importantes no

desencadeamento dessa doenca.

Na DPOC devido a bronquite cronica, o organismo passa a apresentar ventilagao
diminuida e aumento do débito cardiaco, ou seja, cria-se uma situacdo de circulagio
rapida em um pulmao com prejuizo de ventilagdo; isto pode acarretar hipoxemia e
policitemia. Finalmente, instalam-se a hipercapnia e acidose respiratoria, levando a
vasoconstri¢do arterial pulmonar e cor pulmonale. Em decorréncia da hipoxemia,
policitemia e reten¢do de dioxido de carbono (CO,), pode surgir insuficiéncia ventricular
direita. Nesse tipo de DPOC, a hipertensao pulmonar ¢ do tipo “pré-capilar” sendo quase
exclusivamente devida ao aumento da resisténcia vascular pulmonar que se instala
principalmente em resposta a hipoxia aguda (ou cronica). O remodelamento vascular ¢
um fator fundamental que contribui para o desenvolvimento e manutencdo destas
condigdes. A hipertensdo pulmonar na DPOC ¢ normalmente branda (20 a 35 mmHg),
mas a pressao arterial pulmonar pode aumentar rapidamente durante exercicios, sono e
episddios de insuficiéncia respiratoria. O aumento de pds-carga pode ainda favorecer o
desenvolvimento de insuficiéncia do ventriculo direito (Navin & Gross, 1996; Wanstall

& Jeftery, 1998).

Na DPOC onde o enfisema tem papel fundamental, ocorrem danos graduais dos
septos alveolares e destrui¢do do leito capilar pulmonar e, conseqiientemente, redugdo da
capacidade do pulmdo em oxigenar o sangue. O oxigénio passa a compensar esta
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deficiéncia reduzindo o débito cardiaco e produzindo hiperventilacdo. Isto resulta em um
fluxo sangiiineo relativamente limitado em um pulmao ainda oxigenado com gasometria

e pressao pulmonares normais (Navin & Gross, 1996; Wanstall & Jeffery, 1998).

A DPOC ¢ uma das causas mais comuns de morte que vem aumentando nos ultimos
anos (Lopez et al., 2006). Dessa forma, hd grande interesse em se conhecer a fisiopatologia
desta doenga com o objetivo de se buscar novas terapias farmacoldgicas (Barnes et al.,
2000; Barnes et al., 2001). Tendo em vista que a DPOC ¢ uma doenga inflamatoria
complexa envolvendo diferentes tipos celulares, com capacidade de liberar diversos
mediadores inflamatorios, acredita-se que os antagonistas de mediadores inflamatérios

possam ter potencial terap€utico nesta doenca (Barnes et al., 2004).

1.5 A hipertensio pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina

O uso clinico da protamina foi primeiramente relatado por Hagerdorn et al. (1936)
quando estes autores sugeriram que a relativa insolubilidade do complexo protamina-
insulina poderia retardar a velocidade de absor¢do da insulina, aumentando a atividade
biologica desta substancia apds a injecdo subcutdnea. Posteriormente, cogitou-se a
possibilidade de a protamina também prolongar o efeito anticoagulante da heparina.
Contudo, isto ndo foi observado em virtude de a protamina inibir eficientemente a a¢do da
heparina, tanto in vitro como in vivo (Chargaff & Olson, 1937). Depois disso, a
neutralizacdo da atividade anticoagulante da heparina pela protamina tornou-se uma pratica

comum em pos-operatorio de cirurgias com circulagao extracorpdérea (Horrow, 1985).
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Em caprinos e suinos, a protamina reverte o efeito anticoagulante da heparina,
podendo levar a contracao das vias aéreas e liberacdo de tromboxano A, um metabolito do
acido araquidonico com potente propriedade vasoconstritora e agregante plaquetaria (Morel
et al., 1988; Conzen et al., 1989). Estas respostas sdo, provavelmente, resultantes da
interacdo de molécula anionica (heparina) com molécula cationica (protamina). Ou seja, 0
complexo heparina-protamina ativaria o metabolismo do 4cido araquidonico levando a
formacdo de tromboxano A, causando, por sua vez, vasoconstricdo pulmonar,
broncoconstrigdo e hipertensao pulmonar (Lowenstein, 1989).

A hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina in vivo
desenvolve-se facilmente em caprinos e suinos, sendo menos evidente em humanos
(Lowenstein et al., 1988). As razdes para esta discrepancia nao sdo claras, mas a hipotese
mais provavel ¢ que o complexo heparina-protamina ao interagir com macrofagos
perivasculares pulmonares, determinaria a formacao de grandes quantidades de tromboxano
A,, supostamente o principal causador da hipertensdo pulmonar. Os macrofagos
pulmonares estariam presentes em grande nimero na microcirculagdo pulmonar de certas
espécies incluindo caprinos, bovinos e suinos, € em menor nimero em humanos (Warner et
al., 1986; Staub, 1988; Schapira & Christman, 1990). De fato, existe grande similaridade
entre a pressdao arterial pulmonar em caprinos que receberam o complexo heparina-
protamina com aqueles em que se administrou microparticulas circulatorias capazes de
ativar macréfagos pulmonares (Chang & Voelkel, 1989). O aumento da concentracao
plasmatica de tromboxano A, foi também relatado em modelos de hipertensao pulmonar
em suinos e caprinos (Degges et al., 1987; Morel et al., 1988). A hipotese do tromboxano
A, como principal mediador da hipertensdao pulmonar induzida pelo complexo heparina-

protamina em caprinos foi ainda apoiada por Montalescot et al. (1990). Demonstrou-se
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também que a hipertensdao pulmonar mediada pela formag¢do de tromboxano A, em
carneiros ¢ prevenida pela inalagdo de NO (40-80 ppm), sem causar vasodilatagdo sist€émica
(Fratacci et al., 1991).

Apesar dessas evidéncias, ainda ndo ¢ conhecido se o complexo heparina-protamina
in vivo €, de fato, o agente causador da hipertensdo pulmonar durante a reversdo do efeito
anticoagulante da heparina pela protamina. A simples mistura da heparina-protamina na
seringa e inje¢do desta mistura no animal parece j& determinar o aparecimento da
hipertensao pulmonar (Stefaniszyn et al., 1984; Horiguchi et al., 1995).

A utilizagdo da protamina em varios procedimentos clinicos reverte o efeito
anticoagulante da heparina, reduzindo a hemorragia (Lowenstein et al., 1983). Em cirurgias
cardiovasculares esta reversdao pode levar a um quadro de hipertensdo pulmonar e
complicagdes como depressdo do miocardio, hipotensdo sistémica e reacdes alérgicas em
2,6% dos procedimentos cirargicos (Kimmel et al., 1998a; Carr & Silverman 1999; Welsby
et al., 2005; Stafford-Smith et al., 2005). Em cirurgias de revascularizagdo miocardica esta
proporcdo chega a 39% (Kimmel et al., 1998b; Welsby et al., 2005). Estudos em modelos
experimentais realizados em caprinos, suinos, caninos, roedores € em humanos mostraram
que a utilizacdo de drogas como aspirina (Comunale et al., 2003), dazoxibeno, NO
inalatorio, indometacina, tezosentan (Freitas et al., 2004) e prostaciclina (Ocal et al., 2005),
melhorou o quadro da hipertensdo pulmonar; por outro lado, e em cirurgias de
revascularizagdo miocardica, a heparinase I ndo mostrou-se apropriada para substituir a

protamina na reversao da heparina (Stafford-Smith et al., 2005).
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1.6 A hipertensiao pulmonar induzida por hipdxia

A hipodxia induz uma potente vasoconstricdo pulmonar, conduzindo a um aumento
da pressdo arterial pulmonar (Ghofrani et al., 2004, Lee & Rubin, 2005). A hipoxia
representa um dos mecanismos fisiopatolégicos mais importantes no processo de
vasoconstri¢ao pulmonar, além de ser um complicador em diversas doengas, ndo deixando
de mencionar que ¢ um dos modelos experimentais mais bem estudados de hipertensao
pulmonar (Voelkel, 1986; Stenmark et al., 1987; Weir & Archer, 1995). A obstru¢ao de
vias aéreas ¢ caracterizada pela redu¢do no volume expiratorio, acarretando vasoconstrigao
e elevacdo adicional da resisténcia arteriolar pulmonar. A obstru¢ao decorrente de doengas
pulmonares cronicas leva a hipoxemia, que ¢ um fator etioldgico conhecido na hipertensao
pulmonar associada a doengas cardiacas, pulmonares, tromboliticas, dentre outras
(Salvaterra & Rubin, 1993).

Estudos em roedores mostram que a hipertens@o pulmonar induzida por hipoxia €
mediada por receptores ET5 de ET-1 os quais estdo aumentados apds exposi¢ao a hipoxia;
estes poderiam exercer um papel importante no remodelamento vascular pulmonar (Soma
et al., 1999). Por outro lado, os receptores ETg, também aumentados no endotélio pulmonar
apds exposicdo a hipoxia, seriam responsaveis pela liberagdo de NO, garantindo um
continuo estado vasodilatador contrabalanceando o desenvolvimento da hipertensao
pulmonar (Muramatsu et al., 1999, Soma et al., 1999). Estudos recentes sugerem a
participacdo do peptideo natriurético atrial (PNA) na regulagdo da pressdo arterial
pulmonar e no remodelamento vascular pulmonar em resposta ao stress por hipdxia (Chen

et al., 2006). Estudos em cdes expostos a diferentes niveis de altitude mostraram que
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altitudes elevadas resultam na diminuicao da oferta de oxigénio, levando a um quadro de
hipdxia e conseqiientemente a hipertensao pulmonar (Glaus et al., 2003).

Evidéncias experimentais sugerem que curtos periodos de hipoxia na fase fetal
podem resultar em alteracdes estruturais vasculares pulmonares, aumento da espessura da
parede das arteriolas pulmonares bem como da musculatura dos vasos periféricos em
decorréncia do shuns atrial e ductal, levando a reducdo do fluxo pulmonar, acentuando a
hipoxemia (Dick et al., 1981). Por outro lado, distirbios pos-natais como hemorragia,
hipoglicemia, aspiragdo, hipoxia, podem resultar em deficiéncia da dilatacdo de vasos
pulmonares, bem como em disfun¢ao ventricular esquerda, contribuindo para o quadro de

hipertensdao pulmonar persistente do recém-nascido (Rabinovitch, 2001).

1.7  Intervencdes terapéuticas

O tratamento eficaz da hipertensdo pulmonar depende de um diagndstico correto e
definitivo, sendo o cateterismo indicado para determinar o diagnostico e prognostico desta
patologia (Barst et al., 2004; McGoon et al., 2004). A sobrevida média dos pacientes com
hipertensao pulmonar ¢ de aproximadamente 2,8 a 5 anos (D’Alonso et al., 1991).

Alguns medicamentos tém se mostrado eficazes no tratamento da hipertensdo
pulmonar, como a prostaciclina, antagonistas do receptor da endotelina-1 (ET-1), inibidores
da fosfodiesterase-5 (PDE-5), NO inalatério, drogas doadoras de NO, bloqueadores de
canais de calcio, diuréticos de alca, glicosideos cardiacos e anticoagulantes. A
suplementacdo com oxigénio também ¢ utilizada, produzindo melhora do quadro clinico

(Rich et al., 1992; Frank et al., 1997; Rick et al., 1998; Roberts et al., 2001; Lee & Rubin,
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2005). O desenho de novas drogas tem se centrado nas principais vias de sinalizagdo cujas
alteracdes podem resultar em hipertensdo pulmonar; estes sao representados pela ET-1, NO

e metabolismo do 4cido araquidonico, destacados na figura 1.
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Figura 1 Vias importantes na terapéutica da hipertensio pulmonar. Os sinais positivos
denotam um aumento na concentracdao intracelular; sinais negativos, bloqueio de um
receptor, inibicdo de enzima, ou diminui¢do da concentragdo intracelular (Lee & Rubin,

2005).
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1.7.1 Antagonistas do receptor de endotelina-1

A endotelina-1 (ET-1) ¢ um potente peptideo vasoconstritor (Yanagisawa et al.,
1988), que atua principalmente em dois tipos de receptores, ETo ¢ ETg, 0s quais estdo
distribuidos nos varios tecidos do organismo (Arai ef al., 1990; Takai et al., 1992). A ET-1
¢ formada a partir da preproendotelina (ppET-1), que é clivada por uma endopeptidase
originando a pré-endotelina. A ET-1 origina-se de uma clivagem proteolitica da pro-
endotelina pela enzima conversora de endotelina (ECE) (Yanagisawa et al., 1988).

O efeito vasoconstritor da ET-1 ¢ mediado por ativagdo de canais de calcio e
ativacdo de fosfolipase C, os receptores sdo acoplados a proteina G (Murali, 2006; Rich,
2006). O efeito vasodilatador deste peptideo parece ser devido a liberagao de prostanoides,
principalmente prostaciclina (PGI,) e prostaglandina E, (PGE,), por acdo da fosfolipase A,,
e liberacdo do NO pelas células endoteliais (Rich, 2006). A atividade vasoconstritora da
ET-1 ¢ mediada pela ativagdo tanto dos receptores ET4 como do ETg. Assim, acredita-se
que os efeitos vasoconstritores da ET-1 sejam modulados pela liberacdo concomitante de
NO, PGI, e PGE; que reduziriam a amplitude e a duragdo das respostas vasoconstritoras,
tanto in vivo como in vitro (De Nucci et al., 1988; Rae et al., 1989; Warner et al., 1989a;
Withrington et al., 1989; Grassi-Kassisse et al., 1995; Faro et al., 1995). O efeito
vasodilatador ¢ mediado pela ativacao de receptores ETg.

Em pulmodes, a ET-1 ¢ expressa abundantemente, sugerindo que a mesma possa ter
um importante papel na regulacdo do tonus vascular pulmonar e no remodelamento
vascular pulmonar, processos importantes na patogenia da hipertensdo pulmonar (Hemsém,
1991; Marciniak et al., 1992; Lee & Rubin, 2005). Niveis plasmaticos elevados de

endotelina em pacientes adultos e criangas com hipertensao pulmonar t€ém sido relatados
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em varios estudos, sendo os mesmos, muitas vezes, correlacionados com a severidade e
progndstico da doenca (Stewart ef al., 1991; Cody et al., 1992; Goldie et al., 1996; Franco-
Cereceda et al., 1999).

Em estudos experimentais, antagonistas seletivos e ndo seletivos de ET-I,
atenuaram a hipertensdo pulmonar induzida por bypass cardiopulmonar, hipoxia,
monocrotalina e pelo complexo heparina-protamina (Chen et al., 1995; Bialecki et al.,
1998; Holm et al., 1998; Carteaux et al., 1999; Underwood et al., 1999; Nguyen et. al.,
2000; Freitas et al., 2004). Estes antagonistas também foram capazes de reduzir a
hipertensdao pulmonar persistente do recém-nascido (Ivy et al., 1997). Mais recentemente, o
bosentan (antagonista ndo seletivo da ET-1), administrado por via oral, mostrou-se eficaz
no tratamento da hipertensdo pulmonar em humanos; porém, causou acimulo de
transaminases anormais associadas a lesdes hepaticas, bem como cefaléia e diminui¢ao na

concentra¢do da hemoglobina (Humbert et al., 2005; Lee & Rubin, 2005).

1.7.2 Oxido nitrico inalatorio

No pulmao normal, o endotélio vascular das vias aéreas produz o NO que por sua
vez regula a perfusdo vascular e a ventilagdo alveolar. Entretanto, na hipertensdo pulmonar,
a produ¢do de NO ¢ prejudicada, provavelmente porque vasoconstritores, tais como o
tromboxano A, e a ET-1, sdo liberados em excesso, mascarando o efeito do NO (Farber &
Loscalzo, 2004; Machado et al., 2004; Evgenov et al., 2006). Dessa forma, o uso de NO
inalatorio pode ter grande valor terapéutico. O NO inalatorio reduziu a hipertensao
pulmonar induzida pela monocrotalina em ratos neonatos (Roberts et al., 2000) e pelo

complexo heparina-protamina em caes anestesiados (Freitas et al, 2004). Em humanos
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(adultos e criangas) com doencgas pulmonares cronicas ou cardiacas, decorrentes de troca de
valva mitral, hipertensdo pulmonar idiopatica e doenca pulmonar obstrutiva cronica, o NO
inalatorio reduziu a resisténcia vascular pulmonar, sem afetar a resisténcia vascular
sistémica (Doyle, 1981; Pepke-Zaba et al., 1991; Adatia et al., 1993; Fratacci ef al., 1992).
O NO inalado parece também melhorar a hipertensdo pulmonar persistente do recém
nascido, podendo ser eficaz em pacientes prematuros com SDRA, doengas pulmonares e
cardiopatias com repercussao pulmonar (Weinberger et al., 2001).

As limitagdes de NO inalado como terapia cronica para o tratamento da hipertensao
pulmonar incluem a duracdo curta da vasodilatagdo pulmonar, possivel formagdo de
dioxido de nitrogénio (potente irritante pulmonar) e de peroxinitrito (um oxidante
citotoxico). Incluem ainda a inativacao rapida na circulagdo pela hemoglobina, a producao
de metahemoglobinemia e, possivelmente, a indu¢ao de vasodilatacdo extra-pulmonar, sem
contar que nem todos os pacientes com hipertensdo pulmonar respondem ao NO inalado

(Weinberger et al., 2001; Ichinose ef al., 2004; Evgenov et al., 2006).

1.7.3 Prostaciclina

O tratamento de pacientes hipertensos pulmonares com prostaciclina melhorou a
capacidade fisica, a hemodinamica e a sobrevida dos pacientes (Rubin et al., 1990; Barts et
al., 1996; Barst, 1998; Sanchez et al, 1999; Badesch et al., 2000). Por outro lado, a
prostaciclina apresentou desvantagens, como o tempo de meia-vida curto, a necessidade de
se fazer infusdo continua e custo elevado (Jeffery & Wanstall, 2001). Outras formulagdes
de prostaciclina para tratamento da hipertensdo pulmonar incluem o epoprostenol,

treprostinil, iloprost inalatério e beraprost.
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O epoprostenol ¢ um potente vasodilatador de acdo répida. Tem se mostrado
benéfico no tratamento da hipertensdo pulmonar idiopatica e na hipertensdo pulmonar
associada a escleroderma, ao lupus eritematoso sistémico, a infeccdo por HIV, na
hipertensdao portopulmonar e sindrome de Eisenmenger (McLaughlin et al., 2002; Lee &
Rubin, 2005). Este medicamento requer uma bomba portatili de infusdo para a
administragdo continua endovenosa, devida a curta meia-vida (<5 min) ¢ do pH elevado do
diluente. Além disso, possui estabilidade quimica apenas em baixas temperaturas (Lee &
Rubin, 2005).

O treprostinil ¢ um analogo estdvel da prostaciclina com meia-vida de 55-117
minutos, podendo ser administrado subcutaneamente a temperatura ambiente (Olschewski
et al., 2004; Lee & Rubin, 2005). Estudos mostraram melhora na hipertensdo pulmonar
idiopatica ou associada a doenga do tecido conjuntivo, no shunt pulmonar congénito
sistémico, nos parametros hemodinamicos e na dispnéia (Barst ef al.,, 1996; Sitbon et al.,
2002; Lee & Rubin, 2005).

O iloprost inalatorio ¢ estavel a temperatura ambiente e tem meia-vida de
aproximadamente 30 minutos (Krause & Krais, 1986, Grant & Goa, 1992; Olschewski et
al., 2003). Este farmaco produz vasodilatagdo seletiva na circulagdo pulmonar,
minimizando os efeitos sistémicos associados aos prostanodides endovenosos. Entretanto,
requer administragdo de 6 a 9 vezes ao dia, entre 5 ¢ 10 minutos usando-se um nebulizador
(Lee & Rubin 2005).

O beraprost, um anédlogo oral ativo da prostaciclina, mostrou-se eficaz nos sintomas
da hipertensao pulmonar; porém, atualmente o beraprost ¢ aprovado para o uso somente no

Japao (Galie et al., 2002; Badesch et al., 2004).

66



1.7.4 Bloqueadores de canais de célcio

Os bloqueadores de canais de célcio (nifedipina, nitrendipina e amlodipina) foram
capazes de reduzir a pressdo arterial pulmonar em roedores e humanos (Michael et al.,
1986; Takahashi et al., 1996; Jeffery & Wanstall, 2001). Em humanos, o tratamento da
hipertensdao pulmonar com bloqueadores de canais de célcio € reservado aos pacientes com
reducdo significativa na hemodindmica da hipertensdo pulmonar durante o teste de
vasoreatividade aguda. Este teste ¢ definido atualmente como uma reducdo na pressdo
média da artéria pulmonar > 10 mmHg a um nivel que seja < 40 mmHg, com o débito
cardiaco normal, usando vasodilatadores de agdo rapida como o epoprostenol, NO

inalatorio, iloprost ou adenosina (Barst et al., 2004; Galie et al., 2004; Lee & Rubin, 2005).

1.7.5 Inibidores da fosfodiesterase-5

A inibicdo da fosfodiesterase-5 provoca vasodilatacio pulmonar, mediada pelo
aumento nos niveis de GMPc nas células s do musculo vascular pulmonar. O sildenafil,
inibidor da fosfodiesterase-5, produz vasodilatagdo pulmonar em modelos experimentais de
hipertensdo pulmonar, assim como em pacientes com hipertensdo pulmonar cronica
(Chockalingam et al., 2005; Michelakis et al., 2002; Stocker et al., 2003; Evgenov et al.,
2006). Entretanto, uma propor¢ao significativa de pacientes com hipertensao pulmonar
cronica nao responde a terapia com sildenafil, indicando que nestes individuos a producao
endogena de NO esta reduzida de tal maneira que a inibicao da degradagdo do GMPc nao

repercute em nenhum efeito benéfico (Chockalingam et al., 2005). Os efeitos colaterais
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relatados foram: cefaléia, dispepsia, congestdo do sinus e dor lombar, sendo o mesmo
contra-indicado em pacientes que fazem uso de medicamento a base de nitrato por

potencializar os efeitos hipotensivos (Lee & Rubin 2005).
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1.8 Moléculas experimentais

1.8.1 Mecanismo de vasodilatagdo mediado pela guanilil ciclase soluvel

A guanilil ciclase soluvel ¢ uma enzima presente no citoplasma de quase todas as
células de mamiferos, e estd envolvida em vdrias fungdes fisiologicas importantes, tais
como inibi¢ao da fung¢do plaquetaria, relaxamento de musculo liso, transdugdo de sinais em
neuronios ¢ imunomodulagdo (Collier & Vallance, 1989; Hobbs, 1997).

A guanilil ciclase solavel é um egey o ,
s Guanilil ciclase soluvel

heterodimero composto de subunidades a e f3, N-terminal

sendo que cada subunidade contém um dominio Dominio do
grupamento hemse
regulatorio N-terminal (grupo prostético heme e

Dominio de dimerizagio |
regido de dimeriza¢do) e um dominio catalitico

C-terminal (figura 2). A expressao das duas Dominko catalitico

subunidades ¢ necessaria para atividade

—

catalitica (Harteneck ef al., 1990; Buechler et C-terminal
al., 1991). i [
A presenca do grupo prostético heme ¢ 4

necessaria para ativagdo da enzima pelo NO

GMPc

(Gerzer et al., 1982; lIgnarro et al., 1982; His,,,

Ohlstein e al., 1982). O grupo heme possui  Figura 2: Estrutura da guanilil
ciclase soluvel e sua ativagdao pelo

ferro na forma de Fe** (forma reduzida) ou Fe’*  NO. Subunidades @ a. ¢ @ B

L t al., 2000).
(forma oxidada) (Stone & Marletta, 1998). O (Lucas et a )
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NO ativa a guanilil ciclase soltvel por ligar-se diretamente ao grupo heme formando um
complexo heme-ferrosonitrosil. A ligagdo do NO promove mudangas conformacionais que
levam a ativagdo da guanilil ciclase soltvel (Traylor & Sharma, 1992; Lucas et al., 2000) e,
conseqiientemente, a elevacdo nos niveis de GMPc, formado a partir do trifosfato de
guanosina (GTP) (Rapoport & Murad, 1983; Lucas et al., 2000). Sdo propostos varios
mecanismos para explicar a atividade relaxante resultante do aumento nos niveis de GMPc
induzido pelo NO (Waldman & Murad, 1987; Lucas et al., 2000). Estes incluem: (1)
inibicdo da gerac¢do de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3); (2) aumento do seqiiestro de célcio
citossolico; (3) desfosforilagdo da cadeia leve da miosina; (4) inibi¢ao do influxo de célcio;
(5) ativagdo de proteinas quinases; (6) estimulacdo da calcio-ATPase de membrana e (7)
abertura de canais de K. Dados experimentais sugerem que a ativagdo farmacologica direta

da guanilil ciclase soltivel pode representar uma alternativa terapéutica promissora.

1.8.2YC-1

O YC-1 ([3-(5"-hidroximetil-2'furil)-1-benzil indazol] foi descrito como um ativador
direto da guanilil ciclase solivel devido a sua capacidade de se acoplar a um sitio
regulatorio da enzima independente do NO (Ko et al., 1994; Wu et al., 1995; Stone e
Marletta, 1998). Este composto se liga a guanilil ciclase solivel em um sitio alostérico, na
subunidade a1, a qual contém as Cys™® e Cys***. Esta regido regula a atividade catalitica e
a resposta do ligante acoplado ao grupamento heme (Martin et al., 2001; Becker et al.,
2001; Stasch et al., 2001), e tem sua atividade intensificada na presenga do NO (Brioni et

al., 2002). Trabalhos realizados em anéis de aorta de coelho ¢ em culturas de células
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endoteliais mostraram que o YC-1 aumenta o acumulo de GMPc, sendo este efeito
potencializado pelo NO (Wohlfart et al., 1999). Na presenga de inibidores da 6xido nitrico
sintase (NOS), como L-NAME, o efeito do YC-1 ¢ diminuido, indicando a existéncia de

uma acao sinérgica entre o0 YC-1 e o NO endogeno (Wohlfart ef al., 1999).

YC1
HO

1.8.3 BAY 41-2272
0

»

O BAY 41-2272 (5-ciclopropil-

2-[1-(2-fluor-benzil)-1H-pirazol[3, 4-
b]piridin-3-il]-pirimidin-4-ilamina;
BAY 41-2272
figura 3) e seu andlogo, BAY 41-8543, N
N
sdo moléculas com caracteristicas e \ I(>\ Z
mecanismos similares ao YC-1. Foram HoN ==

descritos como ativadores da guanilil

7

ciclase soluvel, porém, muito mais Figura 3: Estrutura quimica do TC-1 e seu
andloge BAY 41-2272 (Stasch of af , 20017

potentes e desprovidos de atividade

inibitéria sobre a PDE-5 (Stasch et al., 2001; 2002a). Experimentos in vitro mostraram uma
potente ativacao da guanilil ciclase soluvel pelo BAY 41-2272, a qual ¢ potencializada na
presenca de doador de NO (Stasch et al., 2001). Estudos mostraram que o BAY 41-2272
nao ativa enzimas desprovidas do grupamento heme, indicando que este composto
provavelmente ativa a guanilil ciclase soltivel na por¢ao amino terminal (onde se encontra o
grupamento heme), através de mecanismos independentes de NO (Stasch et al., 2001).

Em ratos normotensos e hipertensos, 0 BAY 41-2272 diminuiu a pressao arterial

sistémica e prolongou o tempo de sangramento (Stasch et. al., 2001, 2002b; Straub et. al.,
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2002; Boerrigter et al., 2003). Trabalhos subseqiientes mostraram que o BAY 41-2272
induz relaxamento vascular em anéis aorticos in vitro e reducao da pressao arterial em ratos
normotensos € hipertensos (Straub et al., 2002). Demonstrou-se também que a
vasodilatacdo induzida por este composto ndo causa tolerdncia como os nitratos organicos
(Stasch et al., 2002b). O BAY 41-2272 aumentou o débito cardiaco e preservou a funcao
renal em modelo de insuficiéncia cardiaca congestiva experimental e preveniu a hipertrofia
cardiaca e a fibrose induzidas pelo bloqueio cronico de NO em ratos (Boerrigter et al.,
2003; Zanfolin et al., 2006). O BAY 41-2272 também induz relaxamento in vitro de aorta
de coelhos, corpo cavernoso de coelhos e humanos, tecido vaginal e clitorial de coelhas, e
promove ere¢ao peniana em coelhos (Baracat et al., 2003; Kalsi et al., 2003; Cellek, 2003;
Bischoff et al., 2003; Priviero et al., 2005). Adicionalmente, demonstrou-se que o BAY 41-
2272 interage com o NO enddgeno e exdgeno, causando potente relaxamento do musculo
anococcigeo de rato (Teixeira et al., 2006a).

Recentemente, em modelos de hipertensdo pulmonar aguda induzida pelo U46619
(andlogo de tromboxano) em caprinos, demonstrou-se que a infusdo do BAY 41-2272
reduz a pressdo média da artéria pulmonar e a resisténcia vascular pulmonar, e aumenta a
producao de GMPc (Evgenov et al., 2004). Entretanto, doses maiores do BAY 41-2272
elevaram também o indice cardiaco ¢ causaram vasodilatagdo sist€mica. A inibicao
farmacologica da NOS aboliu os efeitos vasodilatadores pulmonares, mas ndo os efeitos
sistémicos do BAY 41-2272. Embora o BAY 41-2272 atue independentemente da producao
de NO endogeno na vasculatura pulmonar, o NO endoégeno parece ser requerido para a
resposta vasodilatadora sistémica. Além disso, o BAY 41-2272 potencializou a
vasodilatacdo induzida pelo NO inalado (Evgenov et al., 2004). Efeitos hemodindmicos

semelhantes foram relatados no modelo de hipertensdo pulmonar persistente do recém-
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nascido em caprinos. Comparado ao sildenafil, a resposta da vasodilatacio pulmonar em
resposta ao BAY 41-2272 ¢ mais prolongada (Deruelle et al., 2005a;b). Além disso, em
modelos de hipertensdo pulmonar cronica em roedores, trabalhos recentes mostram que o
tratamento com BAY 41-2272 (ou BAY 58-2667) atenuou marcantemente o aumento na
pressao sistolica ventricular direita, hipertrofia ventricular direita e remodelamento vascular
pulmonar (Deruelle et al., 2006; Dumitrascu et al., 2006).

A perspectiva de um estimulador da guanilil ciclase solivel aumentar a eficécia do
NO inalado, em pacientes hipertensos pulmonares sugere que doses menores de NO
inalatorio possam ser usadas, facilitando terapias cronicas que utilizam este tratamento
(Evgenov et al., 2006). Assim esta nova classe de compostos representada pelo BAY 41-
2272, com perfil farmacologico diferente dos classicos doadores de NO, pode fornecer

meios alternativos de tratamento eficaz para pacientes com hipertensao pulmonar.
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1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo geral

O objetivo geral desse estudo foi o de investigar os potenciais efeitos protetores do
BAY 41-2272 sobre a hipertensdao pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina e

hipoxia em caes anestesiados.

1.9.2  Objetivos especificos

Em caes anestesiados submetidos a hipertensdo pulmonar por hipoxia ou pela
formacao do complexo heparina-protamina, nos propusemos a:

1) Investigar os efeitos do BAY 41-2272 sobre a pressao arterial média (PAM),
pressdao média da artéria pulmonar (PMAP), freqiiéncia cardiaca (FC), indice cardiaco (IC),
pressao capilar pulmonar (PcP), indice de resisténcia vascular sistémica (IRVS) e indice de
resisténcia vascular pulmonar (IRVP);

2) Investigar os efeitos do BAY 41-2272 sobre a pressdao de saturagao de oxigénio
(Sp02);

3) Investigar os efeitos do BAY 41-2272 sobre os niveis plasmaticos de GMPc.

4) Investigar os efeitos do BAY 41-2272 no tempo de tromboplastina parcial
ativado (TTPA) (no caso da hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo heparina-

protamina).
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MATERIAIS E METODOS
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2.1 Animais

Foram utilizados caes machos beagles(n=12) e cdes sem raca definida (SRD, n=18),
adultos, pesando de 8 a 15 Kg, procedentes do canil do Centro Multidisciplinar para
Investigagdo Biologica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB-UNICAMP). Os
protocolos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados pelo comité de ética

animal (CEEA: http://www.ib.unicamp.br/ceea) do Instituto de Biologia da UNICAMP,

parecer n° 595-1, aprovado em 03 de outubro de 2003 (em anexo).

2.2 Procedimento experimental

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (Hypnol® 30 mg/kg, i.v.).
Apos instalacdo da anestesia, os animais foram intubados com uma canula endotraqueal
(7.5 ou 8.0, Riisch, Alemanha) e artificialmente ventilados através de um respirador
volumétrico Newport (modelo E 100i, Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA). A
anestesia foi mantida combinando-se citrato de fentanila (Fentanil®, 0.01 mg/kg/h) e
diazepam (Compaz®, 0.25 mg/kg/h). A freqiiéncia respiratéria e o volume inspiratorio
foram mantidos em 20 bpm e 13 ml/kg do peso do animal, respectivamente. Um oximetro
de pulso foi conectado para mensuracao da pressao de saturagdo de oxigénio (SpO,) através
de um sensor transcutdneo acoplado na lingua do animal (EMAI Model, OX-P-10,
Transmai, Sao Paulo, SP, Brasil).

A artéria femoral esquerda foi canulada a fim de se registrar a pressdao arterial
sistémica, através de transdutor de pressao (MX-860, Medex, Columbus, OH, EUA). A

veia femoral esquerda foi canulada para a administragdo e infusdo de drogas.
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Através da veia femoral
direita, introduziu-se catéter de Swan-
Ganz 7F (Edwards Laboratories,
Santa Ana, CA, EUA; figura 4) o qual
foi locado na artéria pulmonar (figura
5). O termistor foi conectado ao cabo
do debitometro. Os encaixes dos
limens proximal e distal foram

conectados a transdutores de pressao

via extra para
medicagdo

Figura 4 Eepresentacio esquematica do catéter de
Swan-Cang Fonte: wane unifesp by

(MX-860, Medex, EUA) onde permitiu-se o registro da pressdo da artéria pulmonar e da

pressdo de atrio direito, respectivamente.

O catéter de Swan-Ganz permitiu ainda a obtencao do débito cardiaco pela técnica

Figura 5: Eepresentacfio esquema-
tica do cateter de Swan-Ganz

locads na artéria pulmonar
Fonte: wunwr. Anesthesiaiuedu

de termodilui¢do. Inicialmente descrita por Ganz et
al (1971), esta técnica consiste na injecao rapida de
10 ml de soro fisioldgico frio (entre 0 e 25°C) através
do limen proximal do catéter de Swan-Ganz. O
método mede a mudanca de temperatura da solucao
injetada @ medida em que a coluna de liquido se
desloca pelo sangue (figura 6), fornecendo em
instantes o débito cardiaco do animal em litros/min.
O débito cardiaco, foi realizado, no minimo, em
duplicata. A freqiiéncia cardiaca foi calculada através

de eletrocardiograma de superficie (derivagdao I).
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Todos os catéteres foram preenchidos com salina heparinizada (10 Ul/ml) a fim de se evitar

a formacao de coagulos.

Os parametros hemodinamicos foram visualizados continuamente em uma tela,

utilizando-se monitor multiprogramével (SDM 2000, Dixtal, Sao Paulo, SP, Brasil).

LTERMISTOR

INJECRAO

TEMP. SANGLE 9C

4

TEMP. SANGLE °C

TEMFO TEMRO

FICO DE MUDANGA
DE TEMFERATURA \

MUBANGA BE
TEMPERATURA
DETECTARA FELD
TERMISTOR

TEMP. SANGUE °C
TEMFP SAMGUE °C

TEMPO

86.0= CURUARE
TERMODILLICAD

TEMP SANGUE 9C

TEMRO

Figura 6: Determinagdo do débito cardiaco pela técnica de termodiluicdo. As alteragdes na
temperatura da solugcdo injetada sdo captadas pelo termistor localizado a 4 cm da

extremidade do catéter.

79



2.3 Obtencao dos parametros hemodindmicos

Os parametros hemodinamicos medidos foram: pressdo arterial média (PAM),
pressdo média da artéria pulmonar (PMAP), pressdao de atrio direito (PAD), freqiiéncia
cardiaca (FC) e débito cardiaco (DC). A pressdo capilar pulmonar (PcP) foi mensurada
insuflando-se o baldo que se encontra na extremidade do catéter de Swan Ganz.

A partir destes dados, os valores de outras varidveis hemodinadmicas foram obtidos
indiretamente, tais como resisténcia vascular sistémica (RVS) e resisténcia vascular
pulmonar (RVP), cujas férmulas sdo as seguintes:

RVS =PAM — PAD x 80
DC

RVP =PMAP — PcP x 80
DC

Para as resisténcias vasculares, 80 ¢ o fator que transforma a unidade de resisténcia de
mmHg/l/min para D.s/cm’.

No entanto, considerando-se a variagdo do peso dos animais (minimo de 8.0 e
maximo de 15.0 Kg), optamos por expressar os resultados de DC, RVS e RVP como
indices, os quais estdo corrigidos pela area de superficie corporal (distancia naso-anal e o
peso dos animais). Desta forma, o DC foi expresso como indice cardiaco (IC), e as
resisténcias vasculares como indice de resisténcia vascular sistémica (IRVS) e indice de
resisténcia vascular pulmonar (IRVP). As formulas utilizadas para os calculos sdo as

seguintes:

IC =DC IRVS =RVS x ASC IRVP =RVP x ASC
ASC
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2.4 Protocolos experimentais

2.4.1 Indug¢do de hipertensdo pulmonar pela reversio do efeito

anticoagulante da heparina pela protamina

Apdés um periodo de repouso do animal (30 min), avaliamos os parametros
hemodinamicos no tempo zero, 5, 10 e 15 min. Em seguida, administramos 500 Ul/kg de
heparina por via intravenosa sob a forma de bolus. Os parametros hemodinamicos foram
novamente avaliados aos 1, 2 e 3 min ap6s a injecdo da heparina. No 3° minuto apos a
inje¢do da heparina, administramos intravenosamente 10 mg/kg de protamina (bolus). Os
parametros hemodindmicos passaram a ser reavaliados a cada minuto durante os primeiros
5 minutos, € aos 10 e 15 minutos apds a injecao da protamina. Visto que o BAY 41-2272 ¢
dissolvido em DMSO 30% (0.1 ml/kg/min), todo este procedimento foi realizado durante
infusdo deste veiculo; esta infusdo iniciou 10 min antes da injecdo de heparina, mantendo-
se a mesma até os 15 min apds a administracdo de protamina. Neste grupo (chamado de
controle) foi utilizado um »n de 8 animais. Um grupo adicional de 3 cdes recebeu apenas a
infusdo deste veiculo, na auséncia de injecao de heparina-protamina. No grupo de caes que
recebeu o BAY 41-2272, a droga (dissolvida em DMSO 30%), foi infundida na
concentragdo de 10 pg/kg/min. A infusdo iniciou-se 10 min antes da inje¢do da heparina,
mantendo-se até os 15 min apdés a administragdo da protamina. Os pardmetros
hemodinamicos foram mensurados nos mesmos tempos do grupo controle. Neste grupo foi

utilizado um » de 8 animais.
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2.4.2 Inducao de hipertensao pulmonar por hipoxia

Apoés estabilizacdo da hemodinamica dos cdes com ar ambiente (Fi0,=21%),
avaliamos os parametros hemodinamicos nos tempo zero, 5, 10 ¢ 15 min. Apo6s 15 min, os
animais foram submetidos a uma baixa tensdo de oxigénio (FiO,=12%). Os parametros
hemodinamicos foram avaliados nos tempos de 1, 5, 10 e 15 minutos apds a instalagdo da
hipoxia. Em seguida, os animais foram submetidos a normodxia (ar ambiente) e os
parametros hemodinamicos foram novamente avaliados nos tempos de 1, 5, 10 ¢ 15 min.
Este método foi associado a andlise da oximetria de pulso arterial para confirmagdo da
hipoxemia. Visto que o BAY 41-2272 ¢ dissolvido em DMSO 30%, todo este
procedimento foi realizado durante infusdao deste veiculo; esta infusdo iniciou-se 10 min
antes da instalacdo da hipdxia, mantendo-se a mesma até os 15 min apos normoxia. Neste
grupo (chamado de controle) foi utilizado um » de 6 animais. Um grupo adicional de 3 caes
recebeu apenas a infusdo deste veiculo, na auséncia da instalagdo da hipoxia. No grupo de
caes que recebeu 0 BAY 41-2272, a droga foi infundida na concentragdo de 10 pg/kg/min,
cujo inicio da infusdo se deu aos 10 min antes da instalagdo da hipoxia, mantendo-se a
mesma até os 15 min apds a reinstalagdo da normoxia. Os parametros hemodinamicos
foram mensurados nos mesmos tempos do grupo controle. Neste grupo foi utilizado um »

de 5 animais.

2.4.3 Determinacao da concentragdo plasmatica de GMPc

Amostras de sangue (3 ml) foram coletadas da veia femural em seringas

heparinizadas. Imediatamente apos a coleta, as amostras foram colocadas em presenga de
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0,1 mM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX). No grupo de hipertensao pulmonar induzido
pela heparina-protamina, as amostras de sangue venoso foram coletadas nos seguintes
periodos: (1) antes da administracdo da heparina, (2) 2 min apos a inje¢do da protamina e
(3) 15 min apds a inje¢do de protamina. No modelo de hipertensdo pulmonar induzida por
hipoxia, as amostras de sangue foram coletadas nos seguintes periodos: (1) antes da infusao
do BAY 41-2272, (2) 5 min apds a instalagdo da hipoxia e (3) 15 min da normoéxia. As
amostras de sangue foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos e congeladas para
medida da concentragdo plasmatica de GMPc por técnica de imunoensaio enzimatico. A
preparagdo das amostras e dos padrdes, bem como a incubagdo com o anticorpo foram
seguidas de acordo com os procedimentos descritos no kit comercial (Cayman Chemical

Cyclic GMP EIA kit, Ann Arbor, MI, EUA). Os ensaios foram feitos em duplicatas.

2.4.4 Determinacao da concentracdo plasmatica do tempo de trombroplastina

parcial ativado

Amostras de sangue foram coletadas da veia femoral de caes em tubos de vacutainer
citratados (0,5 ml de citrato de s6dio para 4,5 ml de sangue total). Em seguida, foram
centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos para obten¢do do plasma pobre em plaquetas
(PPP). O plasma foi separado e utilizado para a anélise do tempo de tromboplastina parcial
ativado (TTPA). O TTPA consiste na determinagdo do tempo de coagulacdo do PPP
citratado, apo6s adicdo de um ativador da fase de contato da coagulacdo, a cefalina (plasma
ativado), que substitui o fosfolipidio da membrana plaquetaria. O célcio ¢ adicionado e
reverte a acdo do citrato. As amostras de PPP foram incubadas em banho maria a 37°C.

Aliquotas de 100 ul das amostras de PPP foram separadas em tubos de ensaio apropriados e
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incubadas a 37°C com o ativador (cefalina) por um tempo de 3 min. Apds este periodo,
adiciona-se 1imediatamente o calcio e € acionado simultaneamente o cronometro,
homogeneizando as amostras até a formagdo do codgulo. As amostras foram testadas em

triplicatas e os valores foram expressos em segundos.

2.5 Analise estatistica

Os dados estdo expressos como médias + erro padrao das medias (E.P.M.) para n
experimentos. Foi empregado andlise de varidancia (ANOVA) seguida de teste de Dunnett
(comparagdo com o basal) e Turkey (comparacdo entre grupos). As analises foram
realizadas utilizando-se o software Graphpad Instat versao 3.00, US 1990. Valores de

p<0,05 foram considerados significantes.
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3.1. Alteracoes hemodinidmicas induzidas pelo complexo heparina-

protamina

Os valores hemodinamicos basais da pressao média da artéria pulmonar (PMAP), do
indice de resisténcia vascular pulmonar (IRVP), da pressao arterial média (PAM), do indice
de resisténcia vascular sistémica (IRVS), da freqiiéncia cardiaca (FC) e do indice cardiaco
(IC) foram, respectivamente, 8,6 £ 1,0 mmHg; 253,7 + 49,3 D.s/cms/mZ; 91,4 + 8,5 mmHg;

2824.4 + 320,3 D.s/cm’/m?; 114,4 + 7,6 bpm; 2,7 £ 0,3 I/min/m? (figura 7).

A injecao intravenosa de heparina (Hep; 500 Ul/kg, bolus) nao modificou de modo
significativo estes valores basais em nenhum dos tempos avaliados (figura 7, painéis de A a
F). Entretanto, a administragdo subseqiiente de protamina (Prot; 10 mg/kg, bolus), causou
um aumento de aproximadamente 350% da PMAP, acompanhada por um aumento
significativo IRVP (figura 7 A e B). O aumento da PMAP e do IRVP foi significativo nos
tempos de 2, 3, 4 e 5 e/ou 10 min apds a administracdo da protamina. Paralelamente,
observamos um aumento significativo da pressdo capilar pulmonar, medida 2 min apos
administragdo da protamina (tabela 1). Concomitante a hipertensdo pulmonar, observamos
uma reducdo significativa da PAM aos 2, 3, 4 ¢ 5 min ap6s administragdo da protamina
(figura 7 C). O IRVS nado sofreu alteracdes significativas (figura 7 D). Além disso,
observamos um aumento significativo da FC aos 2 minutos apds a administracdo da
protamina (figura 7 E) e leve tendéncia a diminui¢do do IC (figura 7 F). A administra¢do do
veiculo na auséncia de injecdo de heparina-protamina, nao alterou significativamente

nenhum dos parametros hemodinamicos estudados (figura 7 A-F).
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Figura 7: Alteragoes hemodinamicas induzidas pelo complexo heparina-protamina. A)
Pressdo média da artéria pulmonar (PMAP); B) indice de resisténcia vascular pulmonar
(IRVP); C) Pressdo arterial média (PAM); D) Indice de resisténcia vascular sistémica
(IRVS); E) Freqiiéncia cardiaca (FC); F) Indice cardiaco (IC); Heparina (Hep); Protamina
(Prot). O veiculo consistiu de infusdo de 30 % de DMSO. Os valores estdo expressos como
média £ E.P.M. para § animais no grupo controle e 3 no grupo veiculo. *p<0,05, **p<0,01

em relacdo ao basal.
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Tabela 1: Efeitos do BAY 41-2272 sobre a pressao capilar pulmonar nos caes
submetidos ao complexo heparina-protamina. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M. para 7 cdes no grupo controle € 5 no grupo tratado com BAY 41-2272 (10
pg/kg/min). *p<0,05, **p<0,01 em relagio ao basal; "p<0,05 em relagdo ao respectivo

controle. CHP, complexo heparina-protamina.

Pressao capilar pulmonar (mmHg)

Controle BAY 41-2272
Basal 3,3+0,9 38+1,6
Heparina 2,.8+0,8 44+1,5
CHP (2 min) 10,1 £ 1,4 ** 7,6+£2,8%"
CHP (15 min) 5,1+1,2 3,615
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3.2 Efeitos do BAY 41-2272 nas alteracoes hemodinimicas decorrentes do

complexo heparina-protamina

Nos animais tratados com BAY 41-2272 (10 pg/Kg/min), observamos que o
aumento da PMAP e do IRVP decorrente da interacao heparina—protamina foi praticamente
abolido (Figura 8 A e B). Do mesmo modo, nestes animais, observamos que o aumento da
pressao capilar pulmonar foi significativamente atenuado pelo BAY 41-2272 (Tabela 1).

Por outro lado, ¢ interessante notar que o tratamento com BAY 41-2272
potencializou a reducdo da PAM apds administragdo de protamina (Figura 9 A). O IRVS
ndo apresentou alteragdes significativas em relacdo ao basal em nenhum grupo, mas
podemos observar que houve uma diminuicado significativa no IRVS quando comparamos o
grupo BAY 41-2272 com o grupo controle (Figura 9 B).

No grupo tratado com o BAY 41-2272 notamos um aumento significativo da FC
antes da administracdo da heparina (Figura 10 A). Entretanto, o aumento da FC apds a
administragdo de protamina ndo diferiu entre os grupos tratado e controle. Em relagdo ao
IC, observamos um aumento inicial (antes da administracdo da heparina) seguido de uma

queda significativa apds a administragao da protamina (Figura 10 B).
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Figura 8: Efeitos do BAY 41-2272 sobre as alteracdes da pressio média da artéria
pulmonar (PMAP; painel A) e do indice de resisténcia vascular pulmonar (IRVP;
painel B) decorrentes do complexo heparina-protamina. A administracdo de heparina
(Hep; 500 Ul/kg) foi realizada 3 minutos antes de protamina (Prot; 10 mg/kg) para os
grupos Controle (n=8) e BAY 41-2272 (10 pg/kg/min; n= 8). Os valores estdo expressos
como média = E.P.M. para n animais. *p<0,05, **p<0,01 em relagdo ao basal; ###p<0,0001;

i p<0,001; # p<0,05 em relagdo ao controle.
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Figura 9: Efeitos do BAY 41-2272 sobre as alteracdes da pressdo arterial média
(PAM; painel A) e indice resisténcia vascular sistémica (IRVS; painel B) decorrentes
do complexo heparina-protamina. A administracdo de heparina (Hep; 500 Ul/kg) foi
realizada 3 minutos antes de protamina (Prot; 10 mg/kg) para os grupos Controle (n=8) e
BAY 41-2272 (10 pg/kg/min; n= 8). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. para

n animais, *p<0,05, **p<0,01 em relagdo ao basal; #p<0,05 em relagdo ao controle.
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Fig. 10: Efeitos do BAY 41-2272 sobre as alteracées da freqiiéncia cardiaca (FC;
painel A) e indice cardiaco (IC; painel B) decorrentes do complexo heparina-
protamina. A administracdo de heparina (Hep; 500 Ul/kg) foi realizada 3 minutos antes de
protamina (Prot; 10 mg/kg) para os grupos Controle (n=8) e BAY 41-2272 (10 pg/kg/min;
n= 8). Os valores estio expressos como média + E.P.M. para n animais. “*p<0,05, em

relagdo ao basal; #p<0,05 em relagdo ao controle.
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3.2.1 Saturacio de oxigénio na hipertensio pulmonar induzida pelo complexo

heparina-protamina

Na hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo heparina—protamina observamos
uma diminui¢do significativa da saturagdo de oxigénio, a qual foi atenuada

significativamente no grupo tratado com BAY 41-2272 (10 pg/kg/min) (tabela 2).

Tabela 2: Efeitos do BAY 41-2272 sobre a saturacio do oxigénio (SpO;) nos caes
submetidos ao complexo heparina-protamina. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M. para 7 cdes no grupo controle ¢ 6 no grupo tratado com BAY 41-2272 (10
pg/kg/min iv). *p<0,05, **p<0,001 em relagdo ao basal; #p<0,01, em relagdo ao respectivo

controle. CHP, complexo heparina-protamina.

SpO, (mmHg)
Controle BAY 41-2272
Basal 88,8 +1,2 942+ 1,4
Heparina 80,0+ 1,6 935+2,2
CHP (2 min) 72,7+ 1,4 ** 852+1,9*"
CHP (15 min) 84,6 £3,2 89,0+2,1
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3.2.2 Niveis Plasmaticos de GMPc¢

A medida dos niveis plasmaticos de GMPc foi realizada aos 2 min apo6s a formagao
do complexo heparina-protamina (pico da hipertensdo pulmonar). Notamos que os niveis
deste segundo mensageiro encontraram-se significativamente elevados no grupo tratado

com 0 BAY 41-2272 em relagdo ao grupo controle e valores basais (figura 11).

I Basal
I Controle
2141 HEE BAY 41-2272

N
B
[]

GMPc (ng/ml)

Fig 11: Efeitos do BAY 41-2272 sobre os niveis plasmaticos de GMPc em cies
controles e tratados com BAY 41-2272. Os valores estdo expressos como média = E.P.M.
para 8 cdes no grupo controle e 8 caes no grupo tratado com BAY 41-2272 (10 pg/kg/min).
Os valores basais representam os niveis de GMPc em todos os animais, antes da inje¢do de

heparina. **p<0,01 em relacdo ao basal.
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3.2.3 Tempo de tromboplastina parcial ativado

Para medida do TTPA, amostras de plasma foram incubadas in vitro com o veiculo
do BAY 41-2272 (DMSO 30%) ou com o proprio BAY 41-2272 (10 uM). Em seguida,
foram incubados com heparina (0,2 Ul/ml) seguido ou nao de protamina (300 pg/ml).

Nossos resultados mostraram que o TTPA encontrou-se significativamente elevado
no plasma tratado com heparina, retornando aos niveis basais apos a adicdo de protamina,
conforme esperado. No plasma tratado com BAY 41-2272, o tempo de TTPA na presenca

de heparina-protamina nao diferiu do grupo veiculo (tabela 3).

Tabela 3: Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA) in vitro. Os valores estao

expressos como média + E.P.M. ***p<0.001 e *p< 0.05 em relacdo ao basal.

TTPA (seg)
Basal (controle) 14,0 £ 0,01
Heparina (controle) 21,3+ 0,6 ***
Heparina + protamina (controle) 14,3+0,3
Heparina + protamina (veiculo) 17,3+0,2 *
Heparina + protamina (BAY 41-2272) 16,0 £0,6 *

97



3.3 Hipertensao pulmonar induzida por hipoxia

Apos estabilizacdo dos animais com ar ambiente (F10,=21%), os mesmos foram
submetidos a baixa tensao de oxigénio (Fi0,=12%). Nesta circunstancia, a pressdo média
da artéria pulmonar elevou-se em aproximadamente 280%, 240% e 225% nos tempos de 5,
10 e 15 minutos, respectivamente, retornando aos niveis basais apos a interrupcao da
hipoxia (no inicio da normoéxia). A administragdo do veiculo na auséncia da hipoxia
(normoéxia), ndo alterou significativamente estes parametros hemodindmicos estudados

(figura 12).
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Figura 12: Alteracoes da pressio média da artéria pulmonar (PMAP). Apods
estabiliza¢do com ar ambiente (Fi0,=21%), os animais foram submetidos a baixa tensdo de
oxigenio (Fi0,=12%), hipoxia (Hip); normoéxia (Norm). O veiculo consistiu de infusdo de
30 % de DMSO. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. para 6 animais no grupo

hipoxia e 3 no grupo normodxia *p<0,05 e **p<0,01 em relagdo aos valores basais.
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3.4 Efeitos do BAY 41-2272 nas alteracoes hemodinimicas decorrentes da

hipéxia

Nos animais tratados com BAY 41-2272 (10 pg/kg/min), observamos que o
aumento da PMAP e do IRVP decorrente da hipoxia foi reduzido significativamente, em
relagdo ao grupo controle (Figura 13). O aumento da PcP foi significativamente atenuado
no grupo tratado com BAY 41-2272 (Tabela 4).

O tratamento com BAY 41-2272 ndo interferiu significativamente na PAM, mas
reduziu significativamente o IRVS quando comparamos com o grupo controle (Figura 14).
Em relagdo a FC e o IC, ndo observamos diferengas significativas entre o grupo controle e

o tratado com BAY 41-2272 (Figura 15).
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Figura 13: Efeitos do BAY 41-2272 sobre as altera¢ées da pressio média da artéria
pulmonar (PMAP; painel A) e do indice de resisténcia vascular pulmonar (IRVP;
painel B) decorrentes de hipdxia. Apds estabilizagdo com ar ambiente (Fi0,=21%), os
animais foram submetidos a baixa tensdo de oxigénio (F10,=12%) para os grupos hipoxia—
veiculo, (n=6) e BAY 41-2272 (10 pg/kg/min, n=5). Os valores estdo expressos como

média + E.P.M.. **p<0,005 em relagdo ao basal e "p<0,05 em relagio ao controle.
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Figura 14: Efeitos do BAY 41-2272 sobre as alteracdes da pressdo arterial média
(PAM; painel A) e indice resisténcia vascular sistémica (IRVS; painel B) decorrentes
de hipoxia. Apos estabilizagdo com ar ambiente (Fi0,=21%), os animais foram submetidos
a baixa tensdo de oxigénio (FiO,=12%) para os grupos hipoxia-veiculo (n=6) e BAY 41-
2272 (10 pg/kg/min, n=5). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. *p<0,05 em

relacdo ao basal e ##p<0,01; #p<0,05 em relagdo ao controle.
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Figura 15: Efeitos do BAY 41-2272 sobre as alteracdes da freqiiéncia cardiaca (FC;
painel A) e indice cardiaco (IC; painel B) decorrentes de hipoxia. Apos estabilizacao
com ar ambiente (F10,=21%), os animais foram submetidos a baixa tensdo de oxigénio
(Fi0,=12%) para os grupos hipoxia-veiculo (n=6) e BAY 41-2272 (10 pg/kg/min, n=5). Os

valores estao expressos como média + E.P.M.

102



Tabela 4: Efeitos do BAY 41-2272 sobre a pressao capilar pulmonar nos caes
submetidos a hipéxia. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. para 6 caes no
grupo hipdxia e 5 no grupo tratado com BAY 41-2272 (10 pg/kg/min). *p<0,05 em relagdao

ao basal, p<0,05 em relagdo ao respectivo controle.

Pressdo capilar pulmonar (mmHg)

Controle BAY 41-2272
Basal 3,4+09 2,4+0,7
Hipoxia 9.4+1,8* 6,0+1,1%"
Normoxia 32+1,0 3,0£09

103



3.4.1 Saturacio de oxigénio na hipertensao pulmonar induzida por hipdxia

Na hipertensdo pulmonar induzida por hipoxia observamos uma diminui¢ao
significativa da saturacdo de oxigénio, a qual foi atenuada significativamente no grupo

tratado com BAY 41-2272 (10 pg/kg/min) (tabela 5).

Tabela 5: Efeitos do BAY 41-2272 sobre a saturacio do oxigénio (SpO;) nos caes
submetidos a hipéxia. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. para 6 caes no
grupo hipdxia e 5 no grupo tratado com BAY 41-2272 (10 pg/kg/min). **p<0,001 em

relacdo ao basal, #p<0,05 em relagdo ao respectivo controle.

SpO; (mmHg)
Controle BAY 41-2272
Basal 93.8+0.8 96.0£0.6
Hipoxia 69.7 + 2.6%* 76.5 + 1.5%* *
Normoxia 94.6 £ 0.6 96.7+ 0.5
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3.4.2 Niveis Plasmaticos de GMPc¢

A medida dos niveis plasmaticos de GMPc foi realizada aos 5 min ap6s a instalagao
da hipoxia (pico da hipertensdo pulmonar). Notamos que os niveis deste segundo
mensageiro encontraram-se significativamente elevados no grupo tratado com o BAY 41-

2272 em relacdo ao grupo controle e valores basais. (figura 16)
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Figura 16: Efeitos do BAY 41-2272 sobre os niveis plasmaticos de GMPc em cées
submetidos a hipoxia e tratados com BAY 41-2272. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M. para 6 cdes no grupo hipdxia e 5 caes no grupo tratado com BAY 41-2272
(10 pg/kg/min). Os valores basais representam os niveis de GMPc em todos os animais,

antes da instalagdo da hipoxia. **p<0,01 em relacao ao basal.
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DISCUSSAO
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A fisiopatologia da hipertensdo pulmonar ainda ndo estd completamente elucidada
e, embora grandes avancos tenham sido obtidos no conhecimento desta desordem, o
tratamento da mesma ainda permanece paliativo para a maioria dos casos (Farber e
Loscalo, 2004; Evgenov et al., 2006). Por isso, o ensaio de novas drogas, em animais e
seres humanos, tem grande valor cientifico. Nos ultimos anos, novos farmacos (ou novas
estratégias farmacocinéticas) foram testados em animais e seres humanos, como
antagonistas de receptores de ET-1, analogos da prostaciclina e inibidores da PDE-5,
combinados ou nao com vasodilatadores (Rich et al., 1992; Barst et al., 1996, Gali¢ et al.,
2002; Rubin et al., 2002; Channick et al., 2004; Wilkens et al., 2001; Dias-jiniors ef al.,
2005; Barreto et al., 2005). De modo geral, grande parte dos trabalhos sugere fortemente
que os compostos que ativam a via NO-GMPc podem constituir drogas promissoras para o
tratamento da hipertensdo pulmonar. O presente estudo mostra que o BAY 41-2272, um
ativador direto da guanilil ciclase soluvel por mecanismo independente de NO, ¢ capaz de
reduzir a hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina ou hipoxia,
sugerindo que pode de fato se constituir em droga promissora para tratamento desta
patologia.

A fisiopatologia da hipertensdo pulmonar induzida pela formacdo do complexo
heparina-protamina in vivo, embora ndo inteiramente esclarecida, parece ser devida a
liberagdo de mediadores vasoconstritores pela circulagdo vascular pulmonar (Hakim ez al.,
1995; Ocal et al., 2005), principalmente o tromboxano A, formado a partir do 4cido
araquidonico em células residentes do tecido pulmonar (Lowenstein, 1989; Morel et al.,
1988; Conzen et al., 1989; Montalescot et al., 1990). Além disso, estudos experimentais
sugerem que a ET-1 desempenha papel importante na hipertensao pulmonar induzida pelo

complexo heparina-protamina, visto que o antagonismo de receptores ETa reduz este tipo
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de hipertensdo pulmonar (Freitas et al., 2004). Apesar disso, ainda ndo ¢ certo se o
complexo heparina-protamina in vivo ¢ de fato o agente causador da hipertensdo pulmonar
durante a reversao do efeito anticoagulante da heparina pela protamina (Stefaniszyn et al.,
1984; Horiguchi et al., 1995). Como a protamina ¢ utilizada como droga padrdo na reversao
do efeito anticoagulante da heparina em diversos tipos de cirurgias, existe grande interesse
em se conhecer a fisiopatologia da hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo heparina-
protamina visando, sobretudo, melhora do tratamento.

No presente estudo, a hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo heparina-
protamina in vivo em caes anestesiados foi de grande magnitude e de curta duragdo.
Concomitantemente a hipertensdo pulmonar (elevagdo da PMAP), observamos aumento
significativo do IRVP, da FC e da PcP, e uma leve redu¢ao da PAM, DC e IRVS. Embora
nao tenhamos explicacdo clara para todas as variagdes hemodinamicas que acompanham a
hipertensdao pulmonar, podemos descartar que a queda prolongada da PAM seja
conseqiiéncia de reducdo do IRVS, visto que este parametro ndao se alterou
significativamente ao longo do periodo de observagao; na verdade, detectamos uma discreta
queda do IRVS que parece nido justificar a prolongada hipotenséo arterial. E possivel que a
reducdo do DC contribua majoritariamente para a hipotensao arterial nos caes submetidos
ao complexo heparina-protamina. Uma possivel explica¢do para a queda do DC pode ser a
acao do complexo heparina-protamina diretamente no coragdo (efeito inotrépico negativo),
causando reducdo temporaria do fluxo no ventriculo esquerdo, diminuindo
conseqiientemente o fluxo sangiliineo pulmonar. A aumento discreto da FC nos parece ser
um reflexo da hipotensdo sistémica (Freitas et al., 2004). A SpO, diminuiu durante a

formacdo do complexo heparina-protamina na hipertensdo pulmonar devido,
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provavelmente, a vasoconstricdo e redug¢do do fluxo sanguineo pulmonar causada pela
formacao do complexo heparina-protamina no leito vascular pulmonar.

Em nosso estudo, o BAY 41-2272 foi utilizado em dose de 10 pg/Kg/min, sob
infusdo continua, de acordo com o trabalho prévio utilizando modelo de insuficiéncia
cardiaca congestiva em caes (Boerrigter et al., 2003). O uso de doses maiores nao foi
possivel devido ao elevado custo e a quantidade limitada disponivel da droga. Neste
esquema de dosagem, os niveis de GMPc mostraram-se elevados, confirmando a eficacia
do tratamento com o BAY 41-2272. O veiculo utilizado para dissolver o BAY 41-2272
(DMSO 30%) nao interferiu com as variagdes hemodinamicas, permitindo a realizacdo do
estudo. Concentragdes mais elevadas do BAY 41-2272 poderiam requerer uma quantidade
maior do veiculo, podendo interferir na hemodinamica dos animais. Nossos resultados
mostraram que o tratamento com BAY 41-2272 preveniu a hipertensdo pulmonar
provocada pelo complexo heparina-protamina, determinado pela diminuicdo da PMAP,
IRVP e PcP. E provavel que o BAY 41-2272 neutralize os mecanismos de vasoconstrigao
resultantes da interacdo da heparina com a protamina através de sua capacidade de ativar a
guanilil ciclase soluvel via independente de NO e de aumentar os niveis de GMPc na
musculatura lisa do leito vascular pulmonar. Embora improvavel, ndo se pode descartar que
parte das acoes do BAY 41-2272 seja devida a sua capacidade de aumentar os niveis de
AMPc na musculatura lisa. E sabido que o AMPc é um segundo mensageiro capaz de
relaxar diversos tipos de musculo liso, e recentemente demonstrou-se que o BAY 41-2272 e
seu precursor, YC-1, sdo capazes de elevar os niveis deste nucleotideo ciclico em
leucocitos (Hwang et al., 2003; Thomazzi et al., 2005). Entretanto, em fatias de cérebro in
vitro, 0o BAY 41-2272 nao alterou os niveis de AMPc (Teixeira et al., 2006b). Além disso,

0 BAY 41-2272 causou relaxamento do musculo liso bronquico em ratos por mecanismo
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independente de AMPc (Belik et al, 2007) descartando que este nucleotideo ciclico

desempenhe papel importante nas agdes cardiovascular do BAY 41-2272.

Quando iniciamos o presente estudo, nenhum trabalho havia sido publicado sobre as
acoes do BAY 41-2272 em quadros de hipertensdo pulmonar, porém, nos ultimos dois
anos, trabalhos relataram os efeitos benéficos desta droga em outros modelos de
hipertensdao pulmonar. Na hipertensdo pulmonar persistente do recém-nascido em carneiros,
demonstrou-se que o BAY 41-2272 causa potente vasodilatacdo pulmonar, além de
aumentar a resposta vasodilatadora do NO durante o nascimento dos animais com
hipertensdo pulmonar cronica (Deruelle et al., 2005a;b). Em modelos de hipertensao
pulmonar induzida por U46619 (analogo do tromboxano A;), o BAY 41-2272 reverteu a
hipertensdo pulmonar aguda em caprinos, aumentou (e prolongou) a vasodilatacao
pulmonar na presen¢a de NO inalatdrio, mas ndo atenuou a hipertensdo pulmonar induzida
pelo U46619 com a inalagdo de monoxido de carbono (Evgenov et al., 2004). No conjunto,
estudos sugerem que o mecanismo de acdo do BAY 41-2272 envolve a estimulagdo
continua da guanilil ciclase soluvel, produzindo conseqiientemente acimulo de GMPc nas
células da musculatura lisa vascular pulmonar. Em animais e humanos, a hipertensao
pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina ¢ acompanhada de hipotensdao
sistémica, que ¢ associada ao aumento transitério da freqiiéncia cardiaca e diminuicao do
débito cardiaco. Embora os mecanismos destas alteragdes hemodinadmicas ainda ndo sejam
claras, sugere-se que podem ser reflexo da insuficiéncia aguda do ventriculo direito
(Shapira et al., 1982; Lowenstein et al., 1983; Lee & Rubin, 2005). O BAY 41-2272
exacerbou (ainda que discretamente) a hipotensdo sistémica induzida pela interagdo da

heparina-protamina. E possivel que esta potencializacdo de hipotensdo sistémica seja
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conseqiiéncia da faléncia cardiaca associada a redugdo da resisténcia vascular sist€émica
pelo BAY 41-2272. Entretanto, ha que se notar que o BAY 41-2272, administrado antes da
heparina, ndo alterou significativamente a pressdo arterial sistémica e IRVS. A FC e o DC
mostraram-se discretamente elevados com a infusdo do BAY 41-2272. De modo
semelhante, em modelos de insuficiéncia cardiaca congestiva e hipertensdo pulmonar aguda
em cdes, 0 BAY 41-2272, na dose 10 pg/kg/min, também aumentou o DC e preservou a
funcdo renal dos animais (Boerrigter et al., 2003). O BAY 41-2272, na dose de 0,3
mg/kg/h, elevou, o IC e causou vasodilatacdo pulmonar e sistémica em carneiros (Evgenov
et al., 2004). A SpO, diminuiu durante a forma¢ao do complexo heparina-protamina, sendo
esta resposta parcialmente revertida pelo tratamento com BAY 41-2272. A redugdo de
SpO, durante a hipertensdo pulmonar pelo complexo heparina-protamina deve refletir a
vasoconstrigdo e redugcdao do fluxo sanguineo no leito vascular pulmonar, que ¢
significantemente atenuada pelo efeito vasodilatador local do BAY 41-2272. E improvavel
que os efeitos protetores do BAY 41-2272 envolvam inibi¢do da formagdo do complexo
heparina-protamina porque esta droga foi incapaz de alterar o TTPA em plasma citratado

incubado com heparina e protamina in vitro.

E conhecido que a hipoxia induz potente vasoconstricio pulmonar, levando ao
aumento da pressdo arterial pulmonar (Ghofrani et al., 2004, Lee & Rubin, 2005). A
hipoxemia ¢ um fator etioldgico na hipertensdo pulmonar associada a doencas cardiacas,
pulmonares, tromboliticas, dentre outras (Salvaterra & Rubin, 1993). A exposicdo a
altitudes elevadas resulta na diminui¢do da oferta de oxigénio, levando a um quadro de
hipdxia e conseqiientemente a hipertensao pulmonar (Glaus e al., 2003). A hipertensao

pulmonar induzida por hipoxia parece ser mediada pela ativagdo de receptores ET4 de ET-1
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(Soma et al., 1999). Estudos recentes sugerem a participacao do peptideo natriurético atrial
(PNA) na regulacdo da pressdo arterial pulmonar e na remodelagdo vascular pulmonar em
resposta ao stress por hipoxia (Chen et al., 2006). Evidéncias experimentais sugerem que
curtos periodos de hipoxia na fase fetal e pos-natal leva a redu¢ao do fluxo pulmonar,
acentuando a hipoxemia, contribuindo deste modo para o quadro de hipertensdo pulmonar
persistente do recém-nascido (Dick ef al., 1981; Rabinovitch, 2001).

Em nosso estudo, observamos que a instalagdo da hipdxia em caes anestesiados leva
a um aumento significativo da PMAP, juntamente com IRVP e PcP, caracterizando deste
modo a hipertensao pulmonar. Houve ainda reducao da SpO,, decorrente da vasoconstri¢ao
pulmonar em resposta a hipoxia. O IRVS apresentou discreta tendéncia a diminuigdo, ao
passo que os outros parametros hemodindmicos nao foram alterados.

O tratamento com o0 BAY 41-2272 reduziu os aumentos de PMAP, IRVP e PcP nos
animais sob hipdxia, provavelmente devido a vasodilatagcdo induzida por esta droga. Apesar
de o BAY 41-2272 nao alterar significativamente a PAM, observamos significante
vasodilatacdo sistémica, constatada pela queda do IRVS. Estas alteragdes hemodinamicas
causadas pelo BAY 41-2272 sdo, possivelmente, decorrentes da vasodilatacao sistémica e
pulmonar induzidas pelo acimulo de GMPc na célula muscular lisa. A FC e o IC também
aumentaram em resposta ao BAY 41-2272, de modo similar ao nosso modelo de
hipertensdao pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina € em outros estudos de
hipertensdao pulmonar (Boerrigter et al., 2003; Evgenov et al., 2004), sendo este aumento
devido provavelmente a vasodilatacao sistémica induzida pelo BAY 41-2272. Observamos
também que a reducdo da SpO, durante a hipoxia foi parcialmente restabelecida pelo BAY

41-2272 como reflexo da normaliza¢do do fluxo sanguineo pulmonar.
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O tratamento da hipertensdo pulmonar com agentes vasodilatadores orais ou
intravenosos como drogas doadoras de NO, estimuladores ou ativadores da guanilil ciclase
soluvel ¢ freqlientemente associado com hipotensdo arterial e piora da oxigenagdo arterial
devido a ma combinagdo da ventilagdo-perfusdo pulmonar (Evgenov et al., 2004). Estudos
em ratos mostraram que o BAY 41-2272 preveniu a hipertrofia cardiaca e a fibrose
induzidas pelo bloqueio cronico de NO (Zanfolin et al., 2006).

A vasodilatagdo pulmonar seletiva com inalagio de NO em humanos foi
apresentada como uma boa estratégia farmacologica para reduzir a hipertensdo pulmonar
sem produzir vasodilatacdo sistémica (Pepke-Zaba et al, 1991; Frostell et al., 1991;
Hayward et al., 2001). A inalag¢do de agentes vasodilatadores pode evitar efeitos colaterais
sistémicos e, de fato, estudo recente mostrou que inalagdo de microparticulas contendo
BAY 41-2272, BAY 41-8543 ou BAY 58-2667 produz potente e seletiva vasodilatagao
pulmonar em cordeiros com hipertensdo pulmonar aguda (Evgenov et al., 2006). Além
disso, estes estudos pré-clinicos apontam que estimuladores ou ativadores da guanilil
ciclase soluvel, combinados com NO exogeno, podem ser eficazes no tratamento da
hipertensdao pulmonar, especialmente quando a sinalizacdo endogena da via guanilil ciclase
soluvel dependente de NO estd comprometida. Atualmente, o BAY 41-2272, juntamente
com o0 BAY 63-2521 e BAY 41-8543, estdo em testes clinicos para tratamento de pacientes

com hipertensdo pulmonar cronica (Austin, 2006; Evgenov ef al., 2006).
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CONCLUSAO
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Na hipertensdao pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina, a infusdo
com BAY 41-2272 (10 pg/kg/min) reduziu significativamente o aumento da PMAP, IRVP

e PcP. A redugdo da SpO,; foi também significativamente atenuada pelo BAY 41-2272.

Na hipertensao pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina, o BAY 41-
2272 nao modificou as variagdes da PAM, FC e IC; entretanto, diminuiu significativamente

o IRVS;

Na hipertensdo pulmonar induzida pela hipoxia, o BAY 41-2272 reduziu
marcantemente o aumento da PMAP, IRVP e PcP. A reducdo da SpO, foi também

significativamente atenuada pelo BAY 41-2272;

Na hipertensdo pulmonar induzida pela hipoxia, o BAY 41-2272 nao modificou as

variagdes da PAM, FC e IC; entretanto, diminuiu significativamente o IRVS;

O tratamento com BAY 41-2272 elevou significativamente os niveis plasmaticos de

GMPc tanto nos animais submetidos a hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo

heparina-protamina como pela hipdxia.

Em plasma de cdo citratado in vitro, a protamina reverteu o aumento de TTPA

produzido pela heparina. A incubagao prévia com BAY 41-2272 nao modificou o TTPA;
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No conjunto, nossos resultados mostram que o BAY 41-2272 reduz a hipertensao
pulmonar nos dois modelos estudados, indicando que se trata de droga promissora para
tratamento desta desordem. E provavel que o mecanismo de agdo do BAY 41-2272 seja
devido a estimulag@o continua da guanilil ciclase solivel e consequentemente acimulo de

GMPc na musculatura vascular pulmonar.
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EFFECT OF BAY 41-2272 IN THE PULMONARY HYPERTENSION
INDUCED BY HEPARIN-PROTAMINE COMPLEX IN
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SUMMARY

1. BAY 41-2272 is a potent activator of the nitric oxide-
independent site of soluble guanylate cvelase and has been
recently introduced as a new therapeutic agent to treat chronic
pulmonary hyvpertension (PH) in neonatal sheep. Because the in
vivg heparin—protamine interaction may lead to severe PH, the
aim of the present study was to evaluate the effects of BAY
41-2272 in the PH induced by heparin-protamine interaction in
anaesthetized doos,

1. Sixteen male dogs (10 mongrel dogs and six Beagles) were
anaesthetized and instrumented for acquisition of mean arterial
blood pressure (MABP), mean pulmonary arterial pressure
(MFAF), heart rate (HR), pulmonary capillary wedge pressure
{PCWP), cardiac index (CI) and indices of systemic and pulmonary
vascular resistance (ISVR and IPVR, respectively). Plasma
¢GMP levels and 5,0, were evaluated.

3. Intravenous administration of heparin (500 IU/kg)
followed 3 min later by protamine (10 mg/kg) caused marked
PH, as evaluated by the increase in MPAF, PCWF and IPVE.
This was accompanied by a significant fall in MABF and a
transient increase in HR. Infusion of BAY 41-2272 (10 pg/kg per
h, starting 10 min before heparin administration) augmented
plasma cGMP levels and slightly and significantly increased HR
and CI, without affecting the other cardiovascular parameters.
The elevation in IPVR, MPAP and PCWP triggered by the
heparin-protamine interaction was significantly reduced in
animals exposed to BAY 41-2272.

4. In vehicle-treated dogs, the 5 0, values decreased significantly
at the peak of the PH and fhis was significantly attemuated
by treatment with BAY 41-2272. In addition, BAY 41-2272
{10 pmol/L) had no effect on the activated partial throm-
boplastin time of citrated plasma after the addition of

heparin—protamine.
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5. In conclusion, BAY 41-2272 was effective in reducing
canine PH induced in vive by the heparin—protamine interaction,
thus indicating its potential in the treatment of this type of disorder.

Key words: BAY 41-2272, oGMP, heparin, protamine,
pulmonary hypertension.

INTRODUCTION

Soluble guanylate cyclase (sGC) is well known as the principal intra-
cellular receptor for nitric oxide (NO), facilitating the formation of
the intracellular sscond messenger cGMP, which, in turn, regulates
different cellular functions via interactions with specific kinases, ion
channels and phosphodiesterases.' The compound BAY 41-2272
{ 3-cyelopropyl-2-[142-fluoro-benzyl)-1 H-pyrazolo[3 4-bjpyridin-
3-y1]-pyrimidin-2-ylamine) has been shown to potently stimulate sGC,*
causing vascular smooth muscle relaxation in vitro™ and a reduction
of arterial blood pressure in normal and hypertensive rats *” Recently,
BAY 41-2272 was shown to potently reduce the pulmonary
hypertension (PH) induced by the thromboxane analogue U46619
in awake lambs.* Moreover, in ovine fetus and persistent PH of newborn
sheep, BAY 41-2272 caused sustained pulmonary vasodilation
and a reduction in pulmonary vascular resistance, as wel] 25 augmenting
the pulmonary vasodilation caused by inhaled MO
Pulmonary hypertension is a2 common sequel to several respiratory
and cardiovascular diseases m humans. It is charactenized by abnormal
pulmonary vasoconstriction and alterations in pulmonary vascular
structures (vascular remodelling), both of which contribute to the
elevations in pulmonary artery pressure and pulmonary vascular
resistance.'' Heparin reversal by the polycationic polypeptide
protamine 15 widely used because heparin anticoagulation is necessary
for a number of clinical procedures and circulating heparin
must be neutralized at the end of the procedure to reduce the nisk
of haemorrhage.”® However, a major complication of the in wive
hepann—protamine interaction is the ocourrence of PH, which may be
associated with increased mortality rate.'™" The increased arterial
pulmonary pressure has been suggested to refiect the local release
of vasoconstrictor mediators when heparin—protamine complexes
pass through the pulmonary vascular bed but this mechanism
remains unclear.'” Therefore, studies focusing on novel drugs o reat
PH as consequence of the in vive heparin—protamine interaction
are of potential interest. The purpose of the present study was
to evaluate the effects of BAY 41-2272 in PH, as well as on other
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haemodynamic alterations induced by the hepann-protamine
interaction in anaesthetized dogs.

METHODS
Animals and experimental procedure

The experimental protocals were approved by the Ethical Principles in
Anirmal Research adopted by the Brazilian College for Animal Experimentation
{COBEA). Six male beagles and 10 mongrel dogs provided by Multidisciplinary
Center for Biologic Research {CEMIB-UNICAMP, Campinas, 530 Paulo,
Brazil), weighing 10,7 0.7 kg were anaesthetized with pentobarbital sodium
(Hypno!®; Cristalia, ltapira, $30 Paulo, Brazil; 30 mg'kg, i.v.), intubated and
ventilatad artificially (Harvard Apparatus Dual Phase Control Bespirator,
Helliston, MA, USA). The level of anaesthesia was maintained using
a combination of fentanyl citrate (0,01 mg'kg per h) and diazepam (0.25
mg'kg per h). Respiratory rate and tidal volume were maintained at 20
breaths'min and 13 mL%g bodyweight, respectively. In order to measure
arterial oxygen saturation (5,0.), a pulse oximeter connected to 2 sensor
for transcutanecus monitoring of 5.0. was implanted in the animals’ tongues
(EMAI Mode]l OX-P-10; Transmai, 530 Paulo, Brazil).

The left femoral artery and vein were cannulated for measurement of mean
arterial blood pressure (MABP) using a pressure transducer (MX-860;
Medex, Columbus, OH, USA) and for drug administration, respectively. A
7 Fr Swan-Ganz thermodilution catheter (Edwards Laboratories, Santa Ana,
CA, USA) was introduced through the right femoral vein and advanced into
the pulmonary artery. This catheter was connected to an appropnate pressure
transducer (MX-360; Medex) to measure pulmonary arterial pressure (PAP),
right atrial pressure (RAF) and pulmonary capillary wedge pressurs (PCWF).
Cardiac output (CO) was measured in duplicate by the thermodilution
technigue. Heart rate (HR) was also monitored using & continuoos surface
electrocardiogram (lead 1). The haemodvnamic parameters were visualized
on a computer monitor throughout the experiment and events were recorded
on a printer coupled o this system (SDM 2000; Dixtal, 530 Paulo, Brazil).
Haemodynamic parameters were allowed 1o stabilize for 30 min prior (o any
injections or infusions.

Systemic vascular resistance (SVR) and pulmonary vascular resistance
(PVR) were calculated using the following formulae:

SVR = (MABP — RAPYCO = 80
PVR = (MPAP — BCWPYCO x 80

where MPAP is mean pulmonary arterial pressure and B0 iz a constant that
converts mmHg/L per min to dyn.s'em’. Systemic vascular resistance, PVR
and CO were expressed as indices representing values corrected for body
surface area (BSA; expressed in m*) and are presented 25 an index of systemic
vascular resistance (ISVR), an index of pulmonary vascular resistance
(IPVR) and cardiac index (CT), respectively, They were calculated as follows:

Weight*<*

where height (in m) was defined as the distance from the upper lip to the
anus with the animal in & supine position, Weight was measured in kg.

BSA = 020247 x Heigh®™ x

ISVRE = SVR = B3SA
IPVR = PVR = B5A
CI = CO/BSA

Experimental design and drug treatments

Animals were anaesthetized as described above and all basal hasmodynamic
parameters were determined after 30 min stabilization. Next, heparin
(500 ILikg, bolus) was injected intravenously and the haemodynamic variables
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were determined every minute. Three minutes latter, protamine (10 mgkg)
was administered intravencusly as bolus injection. Hasmodynamic measurements
were again obtained every minute during the first 5 min and the 10 and
15 min after protamine administration (n = 8). In a separate group, BAY
41-2272 was administered intravenously (10 pg'kg per min mﬁ.ﬁmm
10 min before heparin injection and continued until 15 min after protamine
injection; n = 8). This dose of BAY 41-2272 was chosen on the basis of the
results of a previous study in dogs.” The vehicle group received 0.1 mLkg
per min dimethylsulphoxide under the same experimental conditions.

Plasma ¢GMP concentrations

Blood samples (3 mL) were collected from the femoral vein into heparinized
syringes at selected time-points before and after protamine administration.
Blood samples were collected in the presence of 3-isobuty]- 1 -methyixand
(IBMX; 0.1 mmol/L). Plasma was obiained by centrifugation of whole
{500 g for 10 min) and stored at —20°C until assaved. Levels of cGMP
determined using a commercial enzyme immunoassay (Cayman Chemical,
Ann Arbor, M, USA) after sample (500 pl) extraction on 2 mL ice cold
ethanol, as described by the manufacturer in the immunoassay protocol boakle

Activated partial thromboplastin time

The activated partial thromboplastin (APTT) time, a measure of the intrinsic
coagulation pathway by a surface activator (o a suspension of rabbit
u:pl:laJm (Amax Alexin; Trinity Biotech, 5t Lows, MO, USA), was determil =
using 0.1 mL citrated canine plasma. Time to coagulation (in 5) wag
determined manually.

Drugs

Protamine sulphate and [BMX were purchased from Sigma Chemical (5t
Louis, MO, USA). Sodium pentobarbital (Hypnol!®), fentanyl citrate and
diazepam wers obtained from Cristilia. Heparin was obtained from B
(580 Peuio, Brazil). Compound BAY 41-2272 was provided v Pharma Re
Center, Bayer AG (Wuppertal, Germany) and a stock solution ((.03%)
prepared in 30% dimethvisulphoxide (DMS0).

Statistical analysis

Results are reported as the mean=SEM for n experiments. All statistics
comparisons were performed using GraphPAD Instat (Version 3.00; Gr
Software, San Dhego, CA, USA). Vanations within a group (compared
basal levels) or between groups were analvsad by repeated-measures AN
followed by sither Dunnent’s test or Tukey’s test, respectively. P < 0.05 was
taken a5 indicating statistical significance. b

RESULTS

Pulmonary hypertension caused by the heparin—
protamine complex

Figure la shows that intravenous administration of heparin along
(500 IU/kg) in vehicle (DMSO)-injected dogs did not produce
significant changes in any of the basal haemodynamic parameters
measured. In these animals, subsequent injection of protan
(10 mg/kg, i.v; 3 min after heparin) caused a marked and transies
rise in MPAP that was maximal within 2 min after injection (177
increase), decaying rapidly thereafter (111, 61 and 27% increas
3, 5 and 15 min after protamine injection, respectively). This w8
accompanied by marked increases in IPVR values (320, 180, 14
and 56% increases at 2, 3, 5 and 15 min after protamine injectio
respectively; Fig. 1b). Pulmonary capillary wedge pressure



12 - CF Freitas et al.

35 (2) - E 1600 - (&) "
B a4 1 |
E 254 § s
f 20 { : 8OO ¥
< 15 g -
% 1D1 & 400 A
5- £ o
r T T T E r T T ad
Basal Hep Prot F4 18’ Basal Hep Prat 2 18°
= 200 4 (d)
g gy rig Y s
& E 1504 T e
: :
% % 100
3
o sp 4
Basal Hep F"I:'m 2 TIE' Basal H:!p Prot 2 15
. =
T e} i
. & @
£ E
E 4 =
&
5 2 z
o a E
: - : - [T
Basal Hep Prot 2 15 -
Time: (rmin)
Fig.1 Effect of BAY 41-2272 on haesmodynamic changes induced by in wivo formation of the hepann—protamine complex in anaesthetized dogs. Heparin (Hep;

500 TU/kg) was administered intravenousty 3 min pricr 1o protamine (Prot 10 mgkg). BAY 41-2272 was infused at 2 rate of 10 pg'kg per min (v =§; @), whereas
control dogs were infised with dimethylsulphonide (0.1 mL%g per min; # = §; O). MPAF, mean pulmonary arterial pressure; [PVE, index of pulmonary vascular
resistancs; MABP, mean artenial blood pressure; Cl, cardhac index; HR, heart rate; ISVE, index of systemic vascular resistance; 27, 157, 2 and 15 min, respectively,
after the administration of protamine. Values are the mean®SEM. *£ < (1035, **P < 0.0 compared with respective basal values; TP < 0,001 compared with contral.

Table 1 Pulmonary capillary wedge pressure in anassthetized dogs in vehicle
(dimethylsulphoxide)} and BAY 41-2272 (10 pg'kg per min}-premeated
dogs, before and during pulmonary hypertension induced by heparin—protamine

24 = P

2 o o

18 ——‘J—
Pulmonary capillary |

wedge pressure (mmiHg) g 15 =

Vehicle BAY41-2272 B
o
Basal 33209 38216 B
Heparin . 2B+08 44135 " —_

Heparin + protamine (2 min) 10.1 £ 1.4 7628 6 == |
Heparin + protamine (15 min) 51212 36215 / ,
i / -'
Values are the mean+SEM. *P <001, **F <0001 compared with /ﬁ |

respective basal values; 'P < 0.01 compared with vehicle group.

Table2 5,0, values in anassthetized dogs in vehicle (dimethylsulphoxide)-
and BAY 41-2272 (10 pg'kg per min)-pretregted dogs, before and during

Fig.2 Plasma levels of c¢GMP in anaesthetized dogs subjected 1o
pulmonary hvpertension as a result of the heparin—protamine interaction.
Concentrations of ¢cGMP were determined in biood samples obtained before
(basal; W) and 2 min after protamine injection in both vehicle (E)- and
BAY 41-2272 (T)-treated dogs. **P < 0.00]1 compared with basal or vehicle
{dimethylsulphoxide) group.

5.0, (%)

Vichicle BAY 41-2272 significantly increased at 2 min, normalizing at 15 min (Table 1). In

addition, a significant fall in MABP, which was maximal 3 min after

Blase] EB8x12 942+ 147 protamine injection, was observed (Fig. 1¢) and this was accompanied
Heparin B7.0% 1.6 93.5+22" by a si 'ﬁ;mttlévaﬁm' [_[R;:flg .ja&m_ e aaie

Heparin + protamine (2 min) 77414 852+ 36%" sigmi " e

Heparin + protamine (15 min) 84.6432 89.0£2.1 (Fig. 1d). The CI was unchanged (Fig. l¢), whereas ISVR was slightly

Values are the mean+5EM. *FP < 0.00]1 compared with respective basal
values; "F < 0.05, "P < 0.0001 compared with the vehicle group.

{albeit not significantly) reduced after protamine administration (Fig. 1f).
In a separate group, BAY 41-2272 (10 pg/kg per min) was infused
10 min before heparin injection and infusion was maintained

© 2007 Ifkelausnors
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throughout the experimental protocol. In the first 10 min of infusion,
BAY 41-2272 significantly increased HR (Fig. 1d) and CI (Fig. 1e),
without having any significant effect on the other haemodynamic
parameters measured. However, in these dogs, BAY 41-2272 com-
pound markedly reduced the increased PH (Fig. 1a,b; Table 1). The
other haemodynamic changes were unchanged by BAY 41-2272.

Plasma cGMP levels

Plasma levels of cGMP were measured before (basal) and 2 min after
protamine injection (peak of PH). Figure 2 shows that ¢cGMP levels
were markedly elevated (P < 0.001) in BAY 41-2272-treated dogs
compared with vehicle (DMSO)-treated animals.

Arterial oxygen saturation (5,0,) values

In vehicle-treated dogs, the 5,0, values decreased significantly at the
peak of PH (2 min after administration of protamine), normalizing
at 15 min. In BAY 4]1-2272-treated dogs, a shght but significant
increase in 5,0, basal values was observed compared with vehicle-
treated dogs. In addition, BAY 41-2272 treatment significantly
attenuated the reduction in 5,0, observed as a result of the heparin—
protamine interaction at 2 min (Table 2).

Measurement of APTT

The addition of heparin (10 U/mL) to citrated plasma increased
APTT from 14.00 £0.01 to 21.3 £ 0.6 5 (P < 0.001). The addition
of protamine (10 pg/mL) significantly restored the APTT to basal
values (14.3£03 s P<001). In plasma samples treated with
BAY 41-2272 (10 pmolL), no significant changes in APTT after
protamine addition were found (17.3 £ 0.2 s) compared with vehicle
(0.1% DMSO)-treated plasma samples (16.0 £ 0.6 5).

DISCUSSION

The present study clearly shows that the PH in vivo by the formation
of the heparin—protamine complex in ansesthetized dogs" is markedly
attenuated by infusion of the NO-independent sGC activator
BAY 41-2272, suggesting that accurmulation of cGMP into pulmonary
vascular smooth musele acts to counteract the vasoconstrictor
mechanisms triggered by the heparin-protamine interaction. The
possibility that the protective effects of BAY 41-2272 involve
inhibition of the formation of the heparin—protamine complex seems
to be unlikely because BAY 41-2272 failed to affect the APTT in
canine citrated plasma samples incubated with heparin and
protamine.

It has been reported that PH triggered by the in vivo formation
of the heparin-protamine complex is the consequence of the release
of vasoconstrictor mediators from different cell types when the
complex passes through the pulmonary vascular bed, " Conventional
vasodilator therapy for PH includes calcium channel blockers,
prostacyelin (and its analogues) and endothelin receptor antagonists.'™2!
More recently, phosphodiesterase (PDE) 5 inhibitors, such as sildenafil,
in combination or not with other vasodilators, have been shown to
reduce PH in both human patients™* and experimental animals,™
strongly suggesting that compounds that act to activate the NO-cGMP
pathway may constitute potential therapy for the treatment of PH.
In the present study, infusion of BAY 41-2272 nearly abolished the

increased MPAP and IPVR, as well as attenuating the enhanced
PCWP produced by the im wive heparin—protamine interaction,
strongly indicating that BAY 41-2272, and hence ¢GMP accunmula-
tion in vascular smooth muscle, acts to antagonize the action of the
vasoconstrictor mediators released at the pulmonary vascular bed.
Of interest, selective pulmonary vasodilatation by inhaled NO has
been demonstrated as a good pharmacological strategy to reduce PH
without systemic vasodilatation in humans.*** In animals and humans,
the PH induced by heparin—protamine is accompanied by systemic
hypotension, which may be associated with transient increases in HR
and a decrease in the Cl. The mechanisms by which these haemo-
dynamic alterations take place are largely unknown, but previous
studies suggest that the responses reflect acute right ventricular
failure **** In the present study, BAY 41-2272 seems rather to
exacerbate the systemic hypotension induced by the heparin—
protamine intéraction. Although one may speculate that this is
a consequence of cardiac failure in association with direct systemic
vascular smooth muscle relaxation produced by BAY 41-2272 itself,
our findings that BAY 41-2272 alone (values obtained prior to
heparin administration) does not produce a significant decrease in
MABP exclude this possibility.

In conclusion, the present study shows that prolonged stimulation
of sGC in an NO-independent manner by BAY 41-2272 counteracts
the vasoconstrictor mechanisms at the pulmonary bed triggerad by
in vive heparin—protamine interaction. Therefore, BAY 41-2272 may
constitute a promising drug in the treatment of this type of PH.
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