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RESUMO




Recentemente, o composto BAY 41-2272, um derivado da pirazolopiridina, 5-ciclopropil-
2-[1-(2-fluor-benzil)-1H-pirazol[3,4-b]piridina-3-il|-pirimidina-4-ilamina, (Bayer AG-
Germany), foi descrito como ativador especifico de GCs de agdo NO-independente
(STRAUB et. al., 2001; STASCH et. al., 2001). Experimentos i vifro demonstraram uma
potente ativagio da GCs pelo BAY 41-2272 nas concentragSes de 0.1 nM a 100 uM, sendo
esta estimulaciio potencializada na presenga de doador de NO (DEAYNO 1 uM
(STACH et. al., 2001). Em estudos utilizando enzimas desprovidas de grupamento heme, o
BAY 41-2272 nio foi capaz de ativa-las demonstrando que seu mecanismo, apesar de ser
NO-independente, ¢ heme-dependente (STACH et. al., 2001). Diante do exposto, observa-
se que a inibigdo da sintese de Oxido nitrico € responsavel, em grande parte, pelo
surgimento de processos patologicos, principalmente para o sistema cardiocirculatorio.
Neste sentido, o presente estudo foi realizado para investigar, principalmente, o efeito de
um recente e potente estimulador da GCs (BAY 41-2272, Bayer AG, Germany) -
independente de NO na hipertensio e miocardiopatia em ratos, avaliando desta forma a

importancia dessa via de estimulagdo na presenca da patologia.

Foram utilizados no experimento ratos Wistar/Uni SP.F., pesando entre 250 a 350g
fornecidos do Centro Multidisciplinar para investigagio Biologica da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB - Unicamp). Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, dentro de estantes ventiladas (ALESCO), sob condi¢Ges controladas de

luminosidade (12/12 horas) e temperatura (22°C).

A técnica iniciou-se por intermédio da implantagio de uma unidade transdutor/transmissor
na aorta descendente, fixado na parede abdominal interna do animal. As gaiolas com 0s
animais foram colocadas em cima de receivers individuais, ligados a um computador no
qual registrava a medi¢@o da pressdo arterial e a freqiiéncia cardiaca dos animais, por um
periodo de 90 segundos, duas vezes por semana. A aquisi¢io desses dados foi realizada de

modo continuo por meio do sistema de telemetria (Data Science Inc., St. Paul, MN, USA).

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, pesados semanalmente ¢
tratados por oito semanas consecutivas. O grupo Controle (n= 10) recebeu (1ml de DMSO,

Dimetil Sulfoxido) por gavagem esofagica; o grupo L-NAME (n=20) recebeu L-NAME

Resumo
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(N“nitro-L-arginina-metil-éster), recebeu (20mg/rato/dia); o grupo L-NAME + BAY
(n=15) recebeu L-NAME (20mg/rato/dia) + BAY (10mg/kg/dia) e o Grupo BAY 41-2272
{n=15) recebeu BAY 41-2272 (10mg/kg/dia).

O L-NAME foi dissolvido em agua autoclavada e fornecido normalmente para os animais,
e o BAY 41-2272 foi administrado através de gavagem oral diaria dissolvido em DMSO
80%.

Os resultados demonstraram que 0 BAY 41-2272 diminui significativamente a hipertensio
arterial induzida pelo tratamento crénico com L-NAME, diminui o peso cardiaco, diminui o
peso do ventriculo esquerdo e reduz a area de lesdo dos cardiomiocitos, € que somente 0s
animais do grupo BAY 41-2272 apresentaram um aumento na freqiiéncia cardiaca que
pode ser caracterizado por um mecanismo compensatorio devido a queda da pressdo arterial

noOSs animais.
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ABSTRACT




Recently, the compound BAY 41-2272, a pyirazolopyridine derivative, was described as an
specific GCs activator by a mechamsm that is independent of NO (Straub et al. ,2001;
Stasch et al, 2001). In vitro experiments demonstrated that BAY 41-2272 stimulates
potently sGC at concentrations of 0.1 nM to 100 Nm, this effect is potentiated in the
presence of NO donors licke 2-(N, N-diethylamino)-diazendate-2-oxide (DEA)/NO (Stach
et. al., 2001}). In studies using enzymes were the harm group was removed, BAY 41-2272
did not activate the harm-free enzyme demonstrating that BAY 41-2272 actives sGC by an
NO-independent, but heme-dependent mechanism (Stach et al, 2001). It 1s observed that
the inhibition of the synthesis of nitric oxide is responsible, largely, for the appearance of
pathological processes, mainly in the cardiac system. In this sense, this research seeks
mainly to investigate the effects of BAY 41-2272 (BAY 41-2272, Bayer AG-Germany, a
potent NO-independent stimulator of sGC) in rats, in a physiologic point of view and in a
process physiopathological process (hypertension), evaluating the importance of this

stimulation way in the presence of the pathology.

For this purpose, Wistar/Uni S.P.F.(250 to 350g) obtained from the Center of Bioterism of
the State University of Campinas (CEMIB - UNICAMP), were housed in individual cages
and kept in ventilated shelves (ALESCO) under controlled conditions of light (12h light
dark cycle) and temperature (22°C). The mean arterial blood pressures (MABP) were
collected during 90 seconds two times a week for eight weeks. Rats were equipped with
implantable radiotelemetry, and a data acquisition system (Data Science Inc., St. Paul, MN,
USA), comprising a chronically implantable transducer/transmitter unit fluid-filled catheter.
The transmitter was implanted into the peritoneal cavity and the descending aorta, affixed

to the inner peritoneal wall.

The animals were divided in four experimental groups as follow: 1) Control receiving 1 ml
of DMSO 80% per day; 2) L-NAME, receiving L-NAME, alone (20mg/rat per day), 3)
BAY 41-2272, receiving alone (10mg/kg per day); 4) L-NAME + BAY 41-2272, receiving
concomitantly L-NAME (20mg/rat per day) and BAY 41-2272 (10mg/kg per day). L-
NAME was dissolved in the drinking autoclavated water daily drunk by the rats, BAY 41-
2272 was dissolved in 80% of DMSO and administered by gavages. The experiments were

performed for up to 8 weeks.
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The results obtained showed that BAY 41-2272 reduces significantly the arterial
hypertension induced by chronic treatment with L-NAME, as well the weight of the heart
and of the left ventricle and the cardiomyocite injured area. Only animals had receiving
BAY 41-2272 showed an increase in the heart rate that can be charactenzed by a

compensatory mechanism in function of reduction of the arterial pressure in these animals.
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1.1- Aspecto geral da hipertensio

A hipertensio arterial sistémica ¢ o distirbio cardiovascular de grande
incidéncia e afeta centenas de milhares de pessoas ao redor do mundo. Apesar da crescente
consciéncia publica e do amplo acervo de medicamentos anti-hipertensivos encontrados no
mercado, a hipertensdo arterial continua sendo um dos fatores de risco mais comuns de
morbidade e mortalidade cardiovasculares, além de ser considerado uma entidade clinica
multifatorial, conceituada como sindrome caracterizada pela presenca de niveis tencionais
elevados associados a alteragbes metabolicas ¢ hormonais € a fendmenos troficos
(hipertrofias cardiaca e vascular). Estima-se em 15% a 20% a prevaléncia de hipertensdo
arterial na populagéo brasileira adulta. Seu alto custo social € responséavel por cerca de 40%

dos casos de aposentadoria precoce e de absentismo no trabalho.

Devido a magnitude do problema, tem sido constante a preocupa¢io mundial
em ampliar e aperfeigoar os métodos para diagnostico e tratamento da hipertensio arterial.
O tratamento deve ser empreendido dentro do contexto de uma conduta global em relagio
aos fatores de risco da doenca cardiovascular, e seu objetivo final deve ser o de reduzir o

risco cardiovascular global.

Por definicdo, a hipertensdo arterial em individuos maiores de 18 anos ¢
classificada por Joint National Committee On Detection, Evaluation and Treatment of High
Blood Pressure (2000} da forma apresentada no quadro a seguir:

Condigio Pressdo Sistélica(mmHg) Pressiio Diastdlica(mmHg)
Normal <130 <85
Normal alta 130-139 85-89
Estagio 1 (brando) 140159 90-99
Estagio 2 (moderado) 160-179 100-109
Estagio 3 (severo) 180-209 110-119
Estagio 4 (muilo severo) >210 >120

Introducdo
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A pressdo sangiiinea média é o produto do rendimento cardiaco e resisténcia
periférica total, considerando pressdo e fluxo constantes. Na pratica clinica, pressdo ¢
definida em termos de pressdo sangiiinea sistolica e diastolica, as quais referem-se ao
fendmeno pulsatil. A pressdo sangiinea média significa um valor médio dos extremos da

oscilagio de pressdo (LE NOBLE et al., 1998; VAN BORTEL et al., 2001).

Existem varios agentes fisicos e neurc-humorais conhecidos por serem
responsaveis pelos estimulos exercidos no controle funcional vascular, levando a alteragbes
hemodindmicas. A rigidez arterial, por exemplo, é rapidamente seguida pela ativacio do
sistema nervoso autondmico. Associado com este processo estd ¢ aumento da liberacio de
catecolaminas e angiotensina I1. Esta resposta € caracterizada pelo aumento da pressdo
arterial, ocasionando perda da funcfio endotelial responsivel pela determinacdo da
resisténcia periférica total. Alteragio na permeabilidade endotelial pode levar a um edema
intersticial e mudancas na propriedade fisico-quimica do compartimento intersticial
(PLANTE, 2002).

A conformidade das artérias depende do volume arterial e da propriedade
elastica da parede do vaso. O controle vascular teve melhor compreenséo, mediante estudos
realizados na camada de células endoteliais que revestem todo o sistema vascular
(FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980). Esta camada nfio atua apenas como uma barreira
passiva que impede a livre saida das células e proteinas para os tecidos, mas também como
uma fonte de varias substincias que, por sua vez, controlam as células musculares lisas
subjacentes. Entre estas substincias pode-se destacar as prostaglandinas, tromboxano,
endotelina e 6xido nitrico (MONCADA et al., 1987, YANAGISAWA et al,, 1998).

O tratamento da hipertensdo arterial sistémica visa a prevengdo primaria de
doengas cardiovasculares e renais e ndo ao controle de sintomas, poucas vezes diretamente
associados aos niveis pressoricos. Os farmacos rotineiramente utilizados para controle
anti-hipertensivo podem ser classificados em diuréticos, antagonistas adrenérgicos,
bloqueadores dos canais de calcio, vasodilatadores e antagonistas do sistema

renina-angiotensina.

Introducio
21



Atualmente, entre os agentes anti-hipertensivos, nitratos, doadores de NO, e
drogas que modulam a via do NO demonstram oferecer uma grande ferramenta no controle
da pressio arterial. Em 1989, PATRICK VALLANCE et al, realizaram a infusdo
intra-arterial de um inibidor especifico da o6xido nitrico sintase (NOS), NG-monometil
L-arginina (L-NMMA), demonstrando que o NO enddgeno contribuiu para ©
restabelecimento do tonus arteriolar e mediou a vasodilatagio induzida pela acetilcolina em

humanos.

O NO ¢é conhecido por ser um potente vasodilatador que tem um importante
papel na regulagio do musculo liso vascular. Sua presenca inibe a adesdo de leucocitos e
plaquetas no endotélio, ativagio de leucocitos e agregaciio plaquetaria, e permeabilidade
endotelial. Assim, otimiza a regulacio do fluxo sangilineo na microcirculagdo. No coracéo,
o NO derivado do endotélio modula o relaxamento do miocdrdio e fungdo diastdlica,
reduzindo o consumo de oxigénio independente dos efeitos na fungio contratil (JONAS e
KACZMAREFEK, 1996; SHAH, 2000; LECLERCQ et al,, 2002). Sendo assim, a inibi¢do da
sintese do NO pode levar a alteragdes hemodinimicas, como hipertensdo arterial
acompanhada de lesdes isquémicas cardiacas e renais (MORENO et al, 1996;
BERTHOLD et al., 1999).

ZAPPELLINI et al. (1996), demonstraram que a inibi¢do aguda da sintese de
NO utilizando L-NAME, induziu hipertensio arterial em cdies anestesiados. A hipertens&o
arterial decorrente do aumento da resisténcia vascular sistémica ¢ observada também em
ratos (GARDINER et al, 1990a), em coelhos (KLABUNDE et al, 1991), em gatos
(BOWER e LAW, 1993) ¢ em humanos (STAMLER et al., 1994). Por outro lado, a queda
de débito cardiaco é desencadeada por compostos que inibem a NOS (GARDINER et al,
1990b). Verifica-se que 2 produgio continua de NO ¢ essencial para a manutencdo do tonus
basal em diversos leitos vasculares (HUSSAIN, 1998; HIGASHI e CHAYAMA, 2002)
mantendo a homeostase vascular por meio da atividade constante do estado de
vasodilatacio da célula muscular lisa (MONCADA e HIGGS, 1993).

Introducie
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1.2- Hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca esta associada a diversas alteragdes que variam de
remodelamento de midcito (aumento das dimensdes miocitarias, rearranjo estrutural dos
mesmos, alteragdo de propriedades elétricas e de processos de sinalizacio) a
remodelamento de tecido intersticial e fibras colagenos e de tecido vascular.
Essas alteragbes contribuem para que a hipertrofia seja um fator de risco para morbidade e
mortalidade (CAMPBELL et al., 1991; BRAUNWALD et al., 2001).

Alguns autores defendem que o crescimento hipertrofico cardiaco € semelhante
ao fisiolégico e pode ser atribuido somente a hipertrofia miocitaria. Argumentos a este
favor foram apresentados por KORECKY ¢ RAKUSAN (1978), que comparando mi6citos
hipertrofiados (induzidos por constriciio adrtica), com coragdes normais provenientes de
coragbes de igual peso, constataram que nfo houve diferenga de volume.
Resultados semelhantes também foram observados na hipertrofia induzida pela hipertensio
(RAKUSAN et al,, 1984; VAN DER LAARSE et al., 1989).

Entretanto, ANVERSA et al,, (1986) constataram diferengas histologicas em
tecidos cardiacos e em midcitos de coragdes hipertrofiados. De fato, a hipertrofia cardiaca
pode ser atribuida, entre outros fatores, ao aumento das dimensdes miocitarias; mas
também ao aumento de colageno intersticial e de proliferacio de tecido vascular
(ANVERSA et al,,1975; LOUD et al., 1978; ELEFTHERIADES et al, 1993).

1.3- Hipertrofia de ventriculo esquerdo

O ventriculo esquerdo contrai-se bombeando sangue oxigenado para todo o
corpo através da valva aortica. A via inicial de condugio do sangue arterial € a artéria aorta,
principal artéria sistémica da grande circulagdo. O principal suprimento sistémico para o
torax e todo o organismo deriva-se dos ramos da aorta. De acordo com seu percurso, a
artéria aorta ¢ denominada aorta ascendente, arco aortico, aorta descendente toracica e aorta

descendente abdominal (GRAY et al.,1998).

Introducéo
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A hipertrofia do ventriculo esquerdo pode ser associada a hipertensio arterial, e
constitui importante indicador de risco para arritmias e morte subita, independentemente da
propria hipertensdo. O tratamento medicamentoso € imperativo. Todas as drogas, a excegdo
dos vasodilatadores de agfo direta, sdo eficazes na reducgdo da hipertrofia do ventriculo
esquerdo. Até o momento, entretanto, os beneficios da regressdo da hiperirofia do

ventriculo esquerdo ndo estio bem estabelecidos (FRANCHINI, 2001).

1.4- Oxido nitrico

FURCHGOTT e ZAWADZKI (1980) demonstraram que em resposta &
acetilcolina, as células endoteliais liberavam um fator ndo prostantide denominado fator de
relaxamento derivado de endotélio (EDRF), que causava relaxamento de musculo liso.
Evidéncias bioldgicas e clinicas demonstraram posteriormente que o EDRF ¢ o oxido
nitrico (NO), um potente vasodilatador (IGNARRO et al., 1987).

O NO ¢é o ativador endogeno da Guanilato Ciclase soluvel (GCs) e € atualmente
considerado um biomensageiro de ampla distribuicfio, existente em uma grande variedade
de organismos (HOBBS e IGNARRO, 1996). O NO é um importante mediador de varios
eventos fisiologicos e fisiopatologicos (IGNARRO ¢ MURAD, 1995), enquanto a arginase
é uma enzima chave no ciclo da uréia, uma via metabolica essencial na remoc¢éo de ions

amoénio resultantes da degradacdo protéica (WU e MORRIS, 1998).

As NO sintases (NOS), enzimas responsaveis pela formacio do oxido nitrico
(NQO), catalisam a oxidagio do nitrogénio do grupamento guamidino da L-arginina,
formando NO e L-citrulina em duas etapas (Tlustragdo 1), com a formagio do intermediario
N®-hidroxi-L-arginina (FELDMAN er al, 1993; MARLETTA, 1993, IGNARRO e
MURAD, 1995; KERWIN et al., 1995).

As NOS sio divididas em duas familias: (1) NOS constitutivas isoforma
neuronal aNOS ou NOS TIPO | e isoforma endotelial eNOS ou NOS tipo IIL reguladas
pelo complexo Ca*/calmodulina (CaM) e responsaveis pela produgdo de pequenas

quantidades de NO por curtos periodos de tempo (segundos a minutos), o qual desempenha
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funcdes regulatérias na neurotransmiss#o e no sistema cardiovascular; e (2) NOS induzivel
iNOS ou NOS tipo II ,enzima essencialmente Ca’’-independente, responsivel pela

produgdc de NO por longos periodos (horas a dias) apos sua expresséo.

Tustracio 1 — Sintese enzimatica do NO a partir da L-arginina pela agio da NOS.

1.5- Mecanismos do éxido nitrice

Em mamiferos, o NO participa de numerosas funges na sinalizacio inter e
intracelular, incluindo dilatagdio dos vasos sangiiineos, transmissio neuronal, toxicidade
contra patégenos, tumores, coordenagiio do ritmo cardiaco e regulagio da atividade
respiratoria celular (GROVES e WANG, 2000).

Em uma grande variedade de modelos experimentais in vifro € in vivo, o NO
tém sido descrito como capaz de modular reagBes inflamatorias agudas e crOnicas.
De modo geral, a agio do NO ocorre através da ativaciio da GCs e subseqiiente produciio de
GMPc. Por essa razio, a maioria dos efeitos bioldgicos provocados pelo NO € mediado
pelo GMPc, o qual atua como segundo mensageiro (MURAD, 1986).

O NO apresenta duas categorias de efeitos: diretos e indiretos. Efeitos diretos
compreendem as reagdes nas quais o NO interage diretamente com moléculas bioiogicas ¢
tais efeitos ocorrem na presenca de baixas concentracSes de NO. Sendo assim, o NO

apresenta um efeito direto ac agir diretamente sobre a GCs ligando-se ao grupo heme
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formando um complexo heme-ferroso-nitrosil (MURAD, 1994; WINK e MITCHELL,
1998). Ao formar este complexo, a enzima GCs torna-se ativa levando & formagdo de
GMPc (MURAD, 1994; STONE e MARLETTA, 1994; YU et al., 1994).

0 NO também pode formar o complexo Fe-nitrosil com o grupamento heme do
citocromo P450, inibindo sua atividade (KHATSENKO et al, 1993; WINK et al.,, 1993;
STADLER et al., 1994), enquanto os efeitos indiretos sdo aqueles provenientes da reagio
do NO com o &nion superdxido (O2) ou oxigénio {O;), levando & formagio de espécies
reativas de oxido de nitrogénio (BECKMAN e KOPPENOL, 1996; BECKMAN, 1996).

1.6~ Guanilato ciclase solavel e GMPC

Os nucleotideos ciclicos GMPc ¢ AMPc representam os segundos mensageiros
importantes na transdugio de sinais e na regulacio de respostas fisiologicas.
Os niveis intracelulares desses nucleotideos ciclicos sfo controlados por uma complexa

familia de enzimas denominadas fosfodiesterases (PDEs).

O GMPc ¢ sintetizado por uma familia de enzimas denominadas guanilato
ciclase particulada e guanilato ciclase soluvel (GCs), as quais possuem algumas seqii€ncias
idénticas de aminoacidos na regifio catalitica 4 adenilato ciclase, que € a responsavel pela
sintese de AMPc (KRUPINSKI et al., 1989). O GMPc ¢ formado pela acio da GCs, que ¢
uma enzima expressa no citoplasma de quase todas as células de mamiferos e realiza a
conversido de guanosina trifosfato (GTP) para GMPc. Este segundo mensageiro modula
uma variedade de respostas celulares e fisiologicas, dependendo do tipo de célula e tecido,
incluindo relaxamento de musculo liso vascular e ndo vascular, inibicdo da adesdo,
agregacdo plaquetaria e neurotransmissdo no sistema nervoso central e periférico
(SZABQO ¢ THIEMERMANN, 1995).

O GMPc¢ exerce seus efeitos por meio da ativagio de diferentes efetores como
modulagdo de canais idnicos (BIEL et al., 1999), proteinas quinases dependente de GMPc
(LOHMANN et al., 1997) e PDEs reguladas por GMPc¢ (JUILFS et al., 1999, FRANCIS
et al., 2001).

Introducido
26



A GCs é um heterodimero composto de subunidades o e B (HOBBS, 1997), ¢
cada subunidade pode ser dividida em trés dominios funcionais: dominio de ligagio heme,
regidao de dimerizagio e dominio catalitico. O dominio de ligacio esta localizado no
N-terminal de cada subunidade (GERZER et al, 1982; IGNARRO et al, 1982;
OHLSTEIN et al, 1982). A expressdo das duas subunidades, o e 8, € necessario para a
atividade catalitica desta enzima (HARTENECK et al, 1990; BUECHLER et al, 1991).
A analise da GCs de diferentes tecidos demonstrou a existéncia de maltiplas isoformas com
diferentes composigtes de subunidades. As subunidades mais abundantes sfc ol e Bl, e
estdo presentes na maioria dos tecidos (BRAUGHLER et al., 1979).

sGC

Amino Terminal

Heme Binding
Pomain

Dimevization Domain

Guanyivl Cyclase
Catalytic Domain

Carboxyl Terminal

Tlustracfio 2 — Estrutura da guanilato ciclase soluvel. (Extraido e adaptado de Lucas et al.,
2000).

1.7- Inibidores da sintese de NO

Compostos estruturalmente analogos a L-arginina inibem competitivamente a
NOS. Inicialmente, observou-se gue a NG-monometil L-arginina (L.-NMMA) era capaz de
inibir a sintese de NO e que este efeito caracterizava-se pelo fato de ser dependente da dose
e de ser especifico para a forma levogira (PALMER et al, 1988; REES et al, 1989)
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Posteriormente, outros inibidores foram sintetizados destacando-se a NG-nitro-L-arginina
(L-NNA), o N"-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, MOORE et al, 1990) e
N-mminoetil-1.-ornitina (L-NIO),(MULSCH e BUSSE, 1990).

Atualmente, acredita-se que a NOS constitutiva esteja relacionada 2 modulacio
de parimetros fisiologicos, enquanto a NOS induzivel estaria mais relacionada aos
processos patologicos (PETROS et al., 1994). Deste modo, agentes que atuam na inibigdo
seletiva das diferentes isoformas de NOS poderiam ser de grande valor terapéutico.
Recentemente, algumas isotiuréias, compostos ndo analogos 4 L-arginina, vém sendo
descritas como inibidores mais seletivos da NOS induzivel (SOUTHAN et al., 1995).

1.8- Sistema cardiovascular e oxide nitrico

A célula endotelial expressa receptores para diversas substincias. Quando um
vasodilatador dependente de endotélio, como por exemplo, a bradicinina se acopla ao seu
receptor, ocorre aumento transitério na concentragio intracehular de Ca®*, que, por sua vez,
se liga a calmodulina. O complexo célcio/caimodulina ativado estimula a NOS, gerando
NO, que desta forma ¢ liberado continuamente pelas células endoteliais mantendo a célula
muscular lisa em constante estado de vasodilatagio (MONCADA a e HIGGS, 1993).

Os efeitos do NO podem ser reproduzidos pelos nitrovasodilatadores,
destacando-se o gliceril trinitrato e o nitroprussiato de sodio. Desde entdo, considera-se que
o NO seja o nitrovasodilatador endbgeno. In vivo, a inibigio aguda da sintese de
NO determina aumento da resisténcia vascular podendo levar a4 hipertensio.
Estes efeitos geralmente sdo acompanhados por queda do débito cardiaco e bradicardia
(GARDINER et al., 1990a; ZAPPELLINI et al., 1996). Estas alterages indicam que o NO,
em condi¢des basais, € liberado para modular o tdnus da célula muscular lisa vascular bem

como o fluxo sangiiineo.

De fato, a inibi¢do cronica da sintese de NO em ratos constitui atualmente um
modelo de hipertensdo arterial (BAYLIS et al., 1992; RIBEIRO et al, 1992), causando
também hipertrofia cardiaca, isquemia miocardica, necrose e fibrose (MORENO et al.,
1996).
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1.9- Compostos ativadores da gcs independentes de oxido nitrico

Nos ultimos anos, uma nova classe de substéncias tem sido descrita como capaz
de ativar a GCs por um mecanismo independente de NO. Esta nova classe de compostos
tem como precursor 0 YC-1 que € capaz de ativar diretamente a GCs devido ao seu
acoplamento a um sitio regulatorio da enzima, independente do sitio regulatonio e ligagio
do 6xido nitrico (KO et al., 1994; WU et al,, 1995). Este composto se liga a um sitio
alostérico da enzima, nas cisteinas 238 e 243 da subunidade o1 da enzima. Esta regifo da
GCs modula sua atividade catalitica ¢ a resposta ao ligante acoplado ao grupamento heme,
podendo ser intensificada na presenga do NO (MULSCH et al.,, 1997, BECKER et al,
2001; MARTIN et al , 2001; STASCH et al., 2001; BRIONI et al., 2002).

Trabalhos realizados com anéis adrticos de coetho e cultura de células
endoteliais de aorta bovina demonstraram que o YC-1 é capaz de aumentar os niveis de
GMPc. Na presenga do L-NAME, o efeito maximo do YC-1 € somente parcialmente
diminuido, indicando que o YC-1, além de estimular a GCs em sitio diferente do NO,
também estimula a sintese e liberagdo de NO endogeno das células endoteliais devido a
ativacio da NOS exercendo uma agio sinérgica sobre a GCs (WOHLFART et al, 1999). O
YC-1 também aumenta os niveis de GMPc em células cromafins e células endoteliais
adrenomedulares, sendo sua a¢do blogueada pelo (1H-[1,2,4] oxadiazolo quinoxalin -1-one)
ODQ (FERRERO e TORRES, 2001).

Em trabalho recente Hwang et. al., observaram que a inibicio do burst
respiratorio e desgranulacdo de neutrofilos humanos pelo YC-1, ndo ocorre através da
ativacio da via dependente de GMPc, mas sim da via dependente de AMPc/proteina
quinase A (PKA). Isto sugere a existéncia de um outro mecanismo de sinalizagio

intracelular desencadeado por estes novos ativadores da GCs.

Recentemente, foi descrito o perfil farmacolégico de um novo estimulador da
GCs, 0 BAY 41-2272 e o seu analogo, BAY 41-8543, os quais s3o descritos como os mais
promissores dentre mais de 2.000 derivados sintetizados. S&o moléculas com caracteristicas
e mecanismos similares ao YC-1, sendo, porém, mais potentes (STASCH et al, 2001,
2002 a).
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A incubagdo de macréfagos derivados de medula dssea de camundongos com
BAY 41-2272 aumentou significativamente os niveis intracelulares de GMPc
(CONNELLY et al.,2003).

O BAY 41-2272 é também um potente ativador da GCs em plaquetas humanas,
sendo capaz de inibir os efeitos agregantes induzidos pelo colageno, sem interferir com
aquele induzido pela trombina (STASCH et al., 2001, 2002).

O BAY 41-2272 promove o relaxamento de musculatura lisa de anéis de aorta e
artéria safena de coelhos in vitro. Quando administrado oralmente em ratos, o
BAY 41-2272 produziu, em longo prazo, diminui¢io da pressdo arterial média em animais
hipertensos e normotensos {(STASCH et at., 2001, 2002; STRAUB et al, 2002). O BAY
41-2272 também induz relaxamento in vitro de corpo cavernoso de coelho e humano
(BARACAT et al, 2003; KALSI et al, 2003), tecido vaginal e clitoral de coelhas
(CELLEK, 2003) e promove eregio peniana em coelhos (BISCHOFF et al, 2003).
Este composto ¢ ainda capaz de prolongar o tempo de sangramento em ratos {STASCH et
al., 2001), e em modelo de insuficiéncia cardiaca congestiva em cdes, o BAY 41-2272
aumenta o débito cardiaco e preserva a taxa de filtrag3o glomerular, sem induzir ativa¢do

do sistema renina-angiotensina-aldosterona (BOERRIGTER et al., 2003).

Experimentos in vitro demonstraram que o BAY 41-2272 ativa a GCs nas
concentracdes de 0,1 nM a 100 uM. Esta estimulagdo ¢ potencializada na presenca de
doadores de NO (2-(N N-dietilamino)-diazendate-2-oxide e SIN-1) e revertido pelo ODQ
(STASCH et al,, 2001; Straub et al, 2001). Em estudos com a enzima GCs desprovida de
grupamento heme, o BAY 41-2272 nZo foi capaz de ativa-la, demonstrando que seu

mecanismo de acio é NO-independente, porém heme-dependente (STASCH et al,, 2001).

Sendo assim, os estudos realizados sugerem a existéncia de um novo sitio
regulatorio na GCs, independente de NO, que por sua vez € ativado pelo BAY 41-2272,
capaz de induzir vasodilatagio (STACH et al., 2002 b) podendo atuar na modulagdo do

sistermna cardiovascular.
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2- OBJETIVOS
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2.1- Objetivo geral

A inibicdo da sintese de oxido nitrico pelo L-NAME ¢ responsavel em grande
parte pelo surgimento de processos patologicos, principalmente para o sistema
cardiovascular. O presente estudo teve como objetivo principal investigar o efeito do (BAY
41-2272, Bayer AG, Germany), um recente e potente estimulador da GCs - independente de
NO em ratos, tanto do ponto de vista fisiologico quanto em processo fisiopatologico

avaliando desta forma a importéncia desta via de estimulagio na presenga da hipertens&o.

2.2- Objetivos especificos
1- Investigar o efeito do BAY 41-2272 sobre a pressio arterial;
2- Investigar o efeito do BAY 41-2272 sobre o indice do peso cardiaco;
3- Investigar o efeito do BAY 41-2272 sobre o peso do ventriculo esquerdo;
4- Investigar o efeito do BAY 41-2272 na hipertrofia dos cardiomidcitos;

5- Investigar o efeito do BAY 41-2272 sobre a area de fibrose miocardica.

Objetives
32



3- MATERIAL E METODOS
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Para a realizagio deste estudo, o protocolo experimental foi submetido e
aprovado junto a Comissio de Ftica em  Experimentacio  Animal
(CEEA: hitp://www.ib.unicamp.br/ceea ) do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas (parecer n® 438-2, de agosto de 2002).

3.1~ Animais

Foram utilizados ratos machos heterogénicos, da linhagem Wistar/Uni, livres de
patogenos especificos (SPF), pesando entre 250 a 350g com seis semanas de idade,
procedentes do Centro Multidisciplinar para Investigagio Biologica (CEMIB) da

Universidade Estadual de Campinas.

Os animais foram alojados individualmente em gaiolas de policarbonato
transparente, no interior de uma estante ventilada (ALESCO), assegurando a qualidade
sanitaria dos animais, sob condi¢Bes controladas de luminosidade 12 horas com luz
fluorescente e temperatura ambiente de 19 a 21°C, recebendo agua autoclavada e ragio
Nuvilab CR1 (Nuvital Nutrientes Ltda.) esterilizadas fornecidas ad libitum, no setor

quarentena do CEMIB, durante todo o experimento.

3.2- Implante do transdutor PA-C40

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sédico 3%- {Cristalia — Produtos
quimicos farmacéuticos, Ltda), 30mg/Kg administrado por via intraperitonial. Apds a
depilagdo da regido abdominal, foi feita uma pré- assepsia com alcool iodado a 10%.
Foi realizada uma incisdo de aproximadamente 4 cm na pele do abdémen para ter acesso &
aorta descendente abdominal. O intestino foi afastado para o acesso da aorta descendente
abdominal e a veia. Neste procedimento foi necessario separar a aorta da veia. A aorta
descendente abdominal foi perfurada com agulha, e com o auxilio de uma espéatula especial,
foi introduzido o cateter do transdutor PA-C40 na luz da aorta e fixado com cola Vetbond

(3M). Imediatamente apds a fixacio do cateter, verificou-se o sinal de fregliéncia da

Material e Métodas
34



pulsagiic do animal utilizando um imd para ligar o transdutor e um radio de freqiéncia
baixa para captar o sinal emitido pelo transdutor. Uma vez validado o sucesso do implante,
o transdutor foi fixado com linha de sutura na parede interna do abdome e a pele foi
suturada e desinfectada com rifocina.

Tustracio 3 — Transdutor modelo PA-C 40

Hustracio 4 — Implante do transdutor fixo na parede abdominal do animal
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3.3- Sistema de telemetria

Os animais implantados com o transdutor PA-C 40 ficaram sob observacéo,
quanto & sua recuperagdo clinica, durante uma semana, sem qualquer tratamento da droga.
Apds esse periodo os animais foram pesados semanalmente e tiveram sua pressdo arterial
registrada, por um periodo de noventa segundos, duas vezes semanais, durante oito
semanas consecutivas. Foram registradas as pressdes sistélica, diastolica e freqiiéncia
cardiaca, aproximadamente duas horas antes do inicio de qualquer manipulagio.
A coleta dos dados foi registrada, armazenada e mostrada pelo sistema de telemetria
(Data Science Inc., St. Paul, MN, USA).

No dia pré-estabelecido da coleta dos registros da pressdo arterial de cada rato,
as gaiolas dos animais foram colocadas sobre o receiver individual. Logo apos, foi ativado
o transdutor dentro do animal, mediante a passagem de um imd no exterior da gaiola
proximo ao animal. Desta forma, o transdutor passou a enviar sinal para o computador
registrar, armazenar ¢ exibir as medi¢des da pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca,

conforme mostra a lustracio 5.
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Tlustragiio 5 — Mecanismo utilizado para aquisi¢io dos dados da pressiio arterial e
freqiiéncia cardiaca.

3.4- Obtenciio do indice do pese cardiaco e do indice de peso de ventriculo esquerdo

Apbs oito semanas de tratamento, os ratos foram pesados e sacrificados por
overdose de pentobarbital sodico 3%. O coragio foi extraido, lavado com solugio salina
(cloreto de sodio dissolvido em #gua na concentragiio de 0,9%, p/v) para a remogiio de
coigulos € imersos em soluglio de formalina 10% por 24 horas. Em seguida, os coragBes
foram dissecados, os atrios removidos ¢ os ventriculos pesados, obtendo dessa forma o peso

cardiaco.

Apéds a retirada do ventriculo direito, o tecido remanescente foi pesado e
obteve-se 0 peso ventricular esquerdo. Esses valores foram corrigidos em fungiio do peso
corpdreo obtido na ultima semana e, dessa forma, foram finalmente expressos como: peso

cardiaco ¢ indice do ventriculo esquerdo.
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3.5- Analise histologica cardiaca

O ventriculo esquerdo e septo foram cortados em cinco diferentes anéis
eqiiidistantes perpendiculares ao maior eixo do ventriculo. A seguir, os anéis sofreram
processamento histolégico de rotina (JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO, 1999). Os anéis foram
embebidos em parafina, cortados em micrétomo com espessura de Sum ¢ corados com

tricromico de Masson para analise estereologica.

3.5.1- Analise estereologica

O grau de fibrose foi avaliado quantitativamente pelo método de densidade de
volume (Vv) (AHERNE, 1970). A analise das ldminas foi feita em microscopio 6tico
(Zeiss, Alemanha), e o volume relativo ocupado pelo tecido conjuntivo nos atrios foi
medido com uma ocular comtendo um reticulo de integragdo de 25 pontos

(5 linhas paralelas com 5 pontos cada).

Para avaliar o grau de fibrose no corte histologico considerou-se o nimero de
vezes em que os 25 pontos coincidiam com areas de tecido conjuntivo. Foi obtida a fracio
de volume ocupado por tecido conjuntivo (Ppi) através da seguinte férmula: Ppi=p/P ,onde
p € a soma de nGmeros de pontos que coincidem com tecido conjuntivo ¢ P é o nimero

total de pontos do campo total na ldmina.

O pardmetro estereoldgico da densidade de volume (Vv) foi analisado para

determinar a hipertrofia do cardiomiécito. Vv foi calculado pela seguinte formula:

Vv= p/Pt, onde p = ponto que coincidem no midcito e Pt =total de pontos do
sistema teste que caem sobre o coragdo nos 20 campos microscopio. A area de fibrose foi
avaliada quantitativamente usando programa Software Zeins (Axio Vision 3.01, Germany),

que permite calcular eletronicamente a area total da lesdo do miocardio.
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3.6- Protocolo experimental
Hipertensdo induzida pela inibicdo cronica da sintese de NO

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, submetidos a um

tratamento diano por um periodo de oito semanas:
Grupo Controle — {n= 10) recebeu 1ml de DMSO 80% por gavagem esofagica;

Grupo L-NAME — (n=20) recebeu L-NAME (20 mg/rato/dia) no bebedouro e
1ml DMSO 80% por gavagem esofagica;

Grupo L-NAME + BAY - {(p=15) receberam L-NAME (20 mg/rato/dia) no
bebedouro e BAY 41-2272 (10 mg/kg/dia) dissolvidos em 1ml DMSO 80% por gavagem

esofagica.

Grupo BAY - (n=15) recebeu BAY 41-2272 (10 mg/kg/dia) dissolvidos em 1
mi DMSO 80% por gavagem esofagica.

3.7- Analise estatistica

Os valores experimentais foram expressos como média + erro padrio das
médias (EPM) de n experimentos indicados em cada caso. Analise de varidncia (ANOVA)
e teste de t de Student (pareado ou para comparagio multiplas) foram empregados para
avaliar diferencas entre grupos experimentais. Valores de P< 0.05 foram considerados

significativos.
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4- RESULTADOS
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4.1. Efeito do BAY 41-2272 sobre a pressiio arterial sanguinea des ratos

E possivel observar na Figura 1 os resultados obtidos da média da pressio
arterial dos ratos apos oito semanas de tratamento consecutivo, onde os animais do grupo

controle permaneceram normotensos durante todo o periodo do experimento.

O tratamento cronico com o inibidor da NO sintase {L-NAME) induziu um
aumento significativo da pressfo arterial média (178 + 8.4 mmHg) quando comparado aos
animais do grupo controle (109 + 5.0 mmHg) adotando que P<0.01 ¢ significativo.

O grupo dos animais tratados com o ativador especifico da guanilato ciclase
solavel L-NAME + BAY mostrou uma diminui¢3o na pressfo arterial média (112 £ 5.1),
guando comparado ao grupe L-NAME, considerando P<0.01.

Os animais tratados com BAY 41-2272 apresentaram uma diminuiciio na
pressdo arterial média (92 + 2.1 mmHg) comparado ao grupo controle, considerando
P<0.05.

Figura 1 — Efeito do BAY 41-2272 sobre a pressiio arierial sanguinea dos rates. Média
da pressio arterial (mmHg) determinada pela radiotelemetria em ratos
Wistar/Uni, tratados durante oito semanas com L-NAME (n=20), BAY 41-2272
{n=15) comparados com o grupo comtrole (n=10), L-NAME + BAY (=15}
comparados ao grupo L-NAME Resultados sio expressos como média + EPM,
onde * P<0,05, ** comparado ao grupo comirole P<0,01 e ## P<0,01,
comparado ao L-NAME.

Resultados
41



4.2- Efeito do tratamento sobre o peso corporeo

A Figura 2 demonstra que os animais tratados com L-NAME ¢ 0 BAY 41-2272

apresentaramm um ganho de peso significativamente menor quando comparado ao peso
corporeo do grupo coatrole.

Figura 2 - Média de peso corporal. Ratos WISTAR/Uni tratados durante oito semanas
com L-NAME (s=20), L-NAME + BAY (2=15) e BAY 41-2272 (n=15)

comparados com grupo controle (n=10). Resultados sfo expressos como
média = EPM, onde * P<0,05

4.3- Efeito do BAY 41-2272 sobre indice do peso cardiaco

A Figura 3 demonstra um aumento significativo do indice do peso cardiaco

(IPC) nos animais tratados durante oito semanas com L-NAME (281 + 0.13mg/g)
comparado 2o grupo controle (2.39 + 0.18 mg/g).




Os animais tratados concomitantemente com L-NAME + BAY (246 =
0.21mg/g), atenuaram significativamente o aumento do indice do peso cardiaco quando
comparados ac grupo L-NAME. J& os animais tratados com BAY 41-2272 nio
apresentaram mudancas comparadas ao grupo controle.

Figura 3 — Efeito do BAY 41-2272 sobre o indice do peso cardiaco dos ratos. Média do
indice do peso cardiaco (IPC) expresso em mg/g de ratos Wistar/Uni tratados
durante oito semanas com L-NAME (n=20), L-NAME + BAY(n=15) e BAY
41-2272 (p=15). Resultados sfo expressos como média + EPM, onde * P<0,05,
comparade ao grupo controle (n=10) e # P<0,05 comparado ao grupo L-
NAME.

4.4- Efeito do BAY 41-2272 sobre o indice do peso de ventriculo esquerde

A Figura 4 ilustra o indice do peso do ventriculo esquerdo (IPVE) expresso em
mg/g, apés oito semanas de tratamento. Os animais tratados com L-NAME apresentaram
um aumento significativo do TPVE (2.08 + 0.19 mg/g), quando comparado ao grupo
controle {1.12 %+ 0.15).
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O Co-tratamento com BAY (1.22 + 0.59 mg/g) reduziu significativamente o
aumento do IPVE, quando comparado ac grupo L-NAME. Ja os animais tratados com
BAY 41-2272 niio apresentaram qualquer alteragio quando comparado ao grupo controle.

Figura 4- Efeito do BAY 41-2272 sobre indice do peso ventriculo esquerdo. Média do
indice do peso ventriculo esquerdo IPVE expresso em mg/g de ratos Wistar/Uni
tratados durante oito semanas com L-NAME (r=20) L-NAME + BAY(p=15) ¢
BAY 41-2272 (n=15).Resultados sdo expressos como média + EPM, onde *
P<0,05, comparado ao grupo controle {(n=10) e * P<0,05 comparado ao grupo
L-NAME.

4.5- Efeito do BAY 41-2272 sobre a freqiiéncia cardiaca

Somente ¢ grupo dos anmimais tratados com o BAY 41-2272 apresentou um

aumento significativo da freqiiéncia cardiaca em relagio ao grupo controle Figura 5.
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Figura 6- Efeito do BAY 41-2272 se¢bre o tamanho dos cardiomidcites. Média da

densidade de volume do cardiomiocite (Vv) em ratos Wistar/Uni tratados
durante oito semanas com L-NAME {(5=20) L-NAME + BAY(r=15) ¢ BAY
41-2272 (r=15). Resultados sic expressos como média = EPM, onde * P<0,05,

comparado ao grupo controle (n=10) e ¥ P<0,05 comparade ao grupo

L-NAME.
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Figura 7- Efeito do BAY 41-2272 sobre area de lesiio des cardiomiécitos. Média da area
de fibrose cardiaca expressa em pm? x 10° nos ratos Wistar/Uni tratados durante
oito semanas com L-NAME (p=20) L-NAME + BAY (n=15) e BAY 41-2272
{n=15). Resultados sfio expressos como média £ EPM, onde **P<0,01,
comparado ao grupo conirole (n=10) e ## P<0,01 comparado com 0 grupo
L-NAME.

4.8- Fotomicrografia do ventricule esquerde

A Figura 8 ilustra uma fotomicrografia do ventriculo esquerdo de cada grupo

experimental;
- Imagem 8A mostra a auséncia de lesdo cardiaca do grupo controle;

- Imagem 8B mostra o resultado dos animais que receberam o tratamento
crdénico com o inibidor da sintese de oxido nitrico (L-NAME), evidenciado na

figura por (*) uma extensa area de fibrose.
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- Imagem 8C mostra a fotomicrografia do grupo L-NAME + BAY, onde ndo se
encontra focalizada &rea de fibrose, apesar da constatagio de baixa

freqiiéncia da lesdo neste tratament

- Imagem 8D revela a auséncia de fibrose cardiaca no grupo BAY,

comportando-se semelhante ao grupo controle Imagem 8A

Figura 8- Fotomicrografia do ventriculo esquerdo. A- controle; B- L-NAME;
C- L-NAME + BAY; D- BAY. Coloragiio pelo trictbmico de Masson {(1000x).

(*) Indica a area de fibrose cardiaca.
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O NO tem papel fundamental na regulacdo do fluxo sangiiineo e na presso
artertal {(MONCADA et al.,1991). No coragio, o NO derivado do endotélio modula o
relaxamento do miocardic e a funcio diastolica, reduzindo o consumo de oxigénio
independente dos efeitos na fungdo contratil (JONAS & KACZMAREK, 1996; SHAH,
2000; LECLERCQ et al., 2002). Por outro lado, a queda de débito cardiaco € desencadeada
por compostos que inibem a NOS (GARDNER et al., 1990). Verifica-se que a produgdo
continua de NO ¢ essencial para a manuten¢do do ténus basal em diversos leitos vasculares
(HUSSAIN, 1998, HIGASHI & CHAYAMA, 2002) mantendo a homeostase vascular
através da atividade constante do estado de vascdilatagio da célula muscular lisa
(MONCADA e HIGGS, 1993).

ZAPPELLINI et al., (1996) demonstraram que a inibigio aguda da sintese de
NO utilizando L-NAME induziu a hipertensio arterial em cies anestesiados. A hipertensfo
arterial decorrente do aumento da resisténcia vascular sistémica é observada também em
ratos (GARDINER et al, 1990), em coethos (KLABUNDE et al., 1991), em gatos
(BOWER ¢ LAW, 1993) e em humanos (STAMLER et al., 1994).

A inibi¢8o da sintese de NO pelo tratamento croénico com L-NAME em ratos
acarreta hipertens@o arterial acompanhada de alterac@es patologicas do coraggo, tais como
fibrose intersticial, necrose subendocardica e hipertrofia ventricular esquerda
{MORENQ et al., 1996). (PACCA et al., 2002} adotando protocolo similar em ratos Wistar,
tratados com L-NAME durante oito semanas, constataram a elevacio da meédia da pressdo
arterial, hipertrofia do cardiomidcito e fibrose do miocardio, destacando-se que houve uma
mortalidade de 33%.

Os resultados do presente estudo referentes ao tratamento com L-NAME
evidenciaram o aumento da pressdo arterial, hipertrofia do ventriculo esquerdo, aumento do
tamanho do cardiomidcito e fibrose cardiaca. Ao final do experimento testes
microbiologicos em animais sentinelas mantidos em cada grupo de animais tratados néo
detectaram alteragOes no padrdo sanitdrio, indicando que as técnicas de manejo e as
condigdes ambientes adotadas foram suficientes na preservacdo das condigdes de saida dos

animais. A certificacio sanitiria desses amimais pode ser comprovada no laudo emitido
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pelo laboratério de controle de qualidade animal (Anexo 2) do CEMIB, que o classifica

como livre dos agentes patogenos pesquisados e padrdo VAF (Virus Antibody Free).

O tratamento pelo L-NAME apresenta algumas implicacdes que devem ser
consideradas: 1- L-NAME inibe também outras enzimas que apresentam o grupo “heme”
em sua estrutura, como por exemplo, a P450, importante na sintese de produtos vasoativos;
2- O L-NAME pode ativar sistemas pressores tais como simpatico e sistema renina-
angiotensina; 3- O L-NAME produz agregacio plaquetaria podendo induzir isquemia renal
pela ativagdo do sistema renina-angiotensina (KRIEGER et al, 1996). Convém ressaltar
que os resultados obtidos nos grupos L-NAME e BAY 41-2272 revelaram redugio do peso
corporal, 0 que suscita oportunamente a avaliagdo histopatologica dos rins para possivel

confirmacio de lesdo renal.

No presente trabalho, adotamos o sistema de telemetria para monitoramento da
pressio arterial e freqiiéncia cardiaca em ratos Wistar tratados com o potente estimulador
da GCs, o BAY 41-2272 que ¢ duas vezes mais potente que Seu precursor, O
YC-1(STASCH et al., 2001, 2002 b). Trabalhos realizados com anéis aorticos de coelho e
cultura de células endoteliais de aorta bovina demonstraram que o YC-1 ¢é capaz de
aumentar os niveis de GMPc. Na presenga do L-NAME, o efeito maximo do YC-1 ¢
somente parcialmente diminuido, indicando que o YC-1, além de estimular a GCs em sitio
diferente do NO, também estimula a sintese e liberagio de NO endogeno das células
endoteliais devido a ativagiio da NOS exercendo uma agio sinergica sobre a GCs
(WOHLFART et al, 1999). O YC-1 também aumenta os niveis de GMPc em células
cromafins e células endoteliais adrenomedulares, sendo sua ac¢fio bloqueada pelo ODQ
(FERRERQ e TORRES, 2001).

O presente estudo mostrou que 0 BAY 41-2272 diminuiu significativamente a
hipertenso causada pela administracdo prolongada de L-NAME, sugerindo que 0 mesmo
inibe a vasoconstricio determinada pela deficiéncia croénica de NO. Estes resultados sdo
concordantes com Stasch et al., (2001, 2002 b) e STRAUB et al,, (2002) observaram que o
BAY 41-2272, guando administrado oralmente em ratos, produziu, a longo prazo, a

diminuigdo da press3o arterial média em animais hipertensos e normotensos.
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Outros grupos de autores demonstraram que ¢ BAY 41-2272 também induziu
relaxamento in vitro de corpo cavernoso de coelho e humano (BARACAT et al, 2003,
KALSI et al., 2003), tecido vaginal e clitoral de coelhas (Cellek, 2003) e promoveu eregio
peniana em coelhos (BISCHOFF et al,, 2003). Este composto € ainda capaz de prolongar o
tempo de sangramento em ratos (STASCH et al, 2001). Em modelo de insuficiéncia
cardiaca congestiva em cies, 0 BAY 41-2272 aumenta o débito cardiaco e preserva a taxa
de filtragdo glomerular, sem induzir ativagio do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(BOERRIGTER et al., 2003).

Neste modelo experimental de intbicdo cronmica de NO, observou-se que a
hipertrofia do ventriculo esquerdo e dos cardiomidcitos acompanha a hipertensio arterial
(MORENO, JR et al., 1995; NUMAGACHI et al, 1995; MORENO, JR et al, 1996;
AKUZAWA et al., 1998; DEVLIN et al., 1998; GOMES PESSANHA et al., 1999). Isto foi
confirmado no presente estudo;, em 0ito semanas verificou-se que o tratamento com
L-NAME acarretou aumento da pressdo artenial, aumento significativo no indice de peso
cardiaco (IPC) e indice do peso do ventriculo esquerdo (IPVE), como também aumento no
tamanho dos cardiomi6citos dos ratos. Estes efeitos foram reduzidos significativamente

pela terapia concomitante com BAY 41-2272,

Houve um aumento significativo da freqiiéncia cardiaca no grupo de animais
tratados somente com BAY 41-2272, que pode ser caracterizado por um rnecanismo
compensatorio a queda de pressao arterial. Entretanto, a confirmacio dessas hipoteses deve

ser investigada.

Dentre os novos compostos ativadores da GCs, 0 BAY 41-2272 parece ser Gtil
como ferramenta farmacologica para o melhor entendimento do mecamismo de aco da

guanilato ciclase solivel, independente de oxido nitrico.

Um conhecimento mais aprofundado neste sentido pode ajudar no
desenvolvimento de uma nova classe de drogas com perfil farmacologico diferente das
drogas doadoras de NO e pode representar um novo recurso para prevenc¢io e/ou tratamento

da hipertensio.
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« O BAY 41-2272 diminuiu de forma significativa a presséo arterial dos ratos

submetidos ao tratamento cronico com L-NAME.

» O BAY 41-2272 reduziu de forma significativa o aumento do peso cardiaco

dos ratos tratados com L-NAME.

» O BAY 41-2272 reduziu significativamente o aumento do indice do ventriculo

esquerdo dos animais submetidos ao tratamento com L-NAME.

» O BAY 41-2272 reduziu significativamente a hipertrofia dos cardiomiocitos

dos animais tratados cronicamente com L-NAME.
* O BAY 41-2272 produz um aumento significativo da freqiiéncia cardiaca.

+ Baseado nos resultados obtidos pdde-se concluir que o BAY 41-2272 supre a
deficiéncia de Oxido nitrico em ratos tratados cronicamente com L-NAME

por um mecanismo independente de NO.

Conclusdo
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Anexo 1- Copia do certificado submetido e aprovado junto ao Comité de Etica na
Experimentagiio Animal — CEEA —IB - UNICAMP.

&‘rb Universidade Estadual de Campinas
=

Y Instituto de Biologia

LANMI A 0003

CEEA-IB-UNICAMP

Comiss#io de Etica na Experimentagac Animal
CEEA-B-UNICAMP

CERTIFICADRO

Certificamos que o Protocolo n® 438-2, sobre "AVALIACAO DOS EFEITOS DO BAY
41-2272 NA PRESSAO ARTERIAL SISTEMICA E FREQUENCIA CARDIACA EM
RATOS ACORDADOS" scb a responsabiiidade de Prof. Dr. Gilberto De
Nucci/Renato do Rego Araujo Faro esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacio Animal adotades pelo Colégio Brasileiro de Experimentag&o Animal
{COBEA), tendo sido aprovade pela Comissidio de Efica na Experimentagio Animal
{CEEA}IB-UNICAMP em reuni2o de 0B de junho de 2005,

CERTIFICATE

We cerlify that the prolocol n® 438-2, entited "EFFECT OF BAY 41-2272 ON
SYSTEMIC ARTERIAL PRESSURE AND HEART RATE IN AWAKE RATS" is in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian Coliege for Animal Experimentation {COBEA). This project was approved by
the insiitutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on June 8. 2605.

Campinas, 08 de junho de 2005.
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Anexo 2-Copia do laudo controle sanitario emitido pelo laboratdrio de controle de
qualidade animal do CEMIB.

S_‘@.. CEMIB/UNICAMP .m%
‘@y ICLAS MONITORING / REFERENCE CENTER

International Council for Laboratory Animal Science

Time.
Prof Dr. GILBERTO DE NUCCE

CERTIFICADO DE SANIDADE ANIMAL

Certificamos que o5 raies beterogenéticos da linhagem WISTAR? Usi, origindrics das coidnizs de Produgiio S.P.F.
(bloco BI). apresentam-se emtos dos scgummes agumies patostnicos, de scordo com o5 Olmaos lesies de
monitorizagio sanitiria reslizades pelo Laborardrio de Controle de Qualidade Animal - €. Q. 8. (*):

! - Ecto ¢ Endoparasitas 1 Radfordia sp. Pelipiax sp. Omithoryssus bacoii. Neteedres muris, Loelaps ecidins,
Syphacia sp, Aspiculuris ietrapters, Capillaria hepatica, Hymenolepis sp, Trichasomoides crassicauda, Trickaris
murs. Toenia teeniaformis. Trichinelle spiralis. Spiromuciews wris, Giordia moeis, Entamocba muris,
Tritvichomonas mwris, Trichomonas mimwe, Eimeria sp, Crypiosporidium porvam, {ryptosporidium muris.
Toxoplasma gondii. Hexamastix murds, Trypanosoma Jewfst,

2 - Bactérias, Ricketsias o fungos : Mycepiarme pulmonis. Mycopiasma arthritidis, Myvoplasma aeuroliticum,
Clasiridum piliforme (Bocilius piliformis), Saimonelia sp, Shigelle sp, Citrobacter rodentium. Citvebacter
frewndsi biotipe 4280, Swrepiococcus Fhemollicos grupo 4. Sirgplococcus pnewmoniae. Streptobecilius
moniiiformis, Corvaebaclerium kitscheri. Bordetella Bronciiseptica. Pasteurella prewmaoirdpica. Leptospiva sp,
Hemobartonella mgis, Epervthrocoon  coccoides. dermutefites  (Trickophyton sp.  Microsporum  comis.
Epidermoplyiom fisccasww} Histoplasma capssiatum, Cryplococcus negformens.

3 - Viras : Coronavires do rato { Rat Coroaa Virus - RCV ¢ vines da Sislodacrioadenite - SDAV ), parvovires {
Kilhan rat virus - KRV, virus Tooln H-1, vins minuto do camundongo — MVYM e Rat parvovires — RPY ), vinss

€a encefalomielite de Theiler (TMEW), poxvirms do zato, virus Sendak, virus dx Corfomeningite linfocitdnia { LCM
3 Reovirws tipe 3, Adenovires muino fipe 1. CHumegsiovires mriee (MOMV), Rotseires grupe A/B

{Edimvldir). viros ds poevmonia do careandongo (PVM).

Informamos ainda que s mesmaos se encontram fivres de outros agentes infecciosos capazes de causar risco 3 safide
huemans.

ATENCAQ : parw @ manuiencic do padriio senitdric descrile ¢ fundamenial que os animais sojam irsmsporlidos om
comiaineres apropriades. que nie devem sor abortos durnnic © ANSPOT2 € Que o5 animals sejam acondicionados em nnidades
ssoladoras ou saias dotadas de sistema de barreiras de profegdio adeguadas para manutencio de andmais S.PF.

{*1 data dos dltimos testes reslizedes: Bezembre de 2083,

Campinas, 12 de Janeire de 2004.
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Anexo 3 Copia do Trabalho submetido a4 Revista ELSEVIER VASCULAR
PHAMACOLOGY.

Protective effects of BAY 41-2272 (sGC stimulator) on hypertension, heart and
cardiomyocyte hypertrophy induced by chronic L-NAME treatment in rats.

Marcos Zanfolin™’, Renato Faro™', Eugénio G. Araujo’, Ana Maria Aparecida
Guaraldo®, Edson Antunes” and Gilberto De Nucci®

“Department of Pharmacology, Faculty of Medical Sciences, *CEMIB - Multidisciplinar
Center for Biological Investigation, UNICAMP, Campinas (SP) and “Veterinary Medicine
School, Federal University of Goias (GO), Brazil.

* Author for comrespondence:
Renato Faro, PhD
Department of Pharmacology
Faculty of Medical Sciences
UNICAMP POBox 6111
13081-970

Campinas (SP), Brazil

Tel:  +55-19-3788-9554
Fax: +55-19-3252-1516

E-mail: riaro@cartesius.com

Short title: “Protective cardiovascular effects of BAY 41-2272.”
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Summary

This study evaluated the effects of BAY 41-2272 (BAY), a specific activator of sGC NO-
independent action on changes of mean arterial blood pressure (MABP), heart and left
ventricle weight indexes (HWI and LVWI, respectively), cardiomyocyte hypertrophy (Vv)
and fibrosis area induced by chronic L-NAME treatment in rats. The animals were divided
in a) Control group; b) L-NAME group; ¢) L-NAME+BAY group and d) BAY group.
Eight-week of L-NAME treatment caused a significant increase in MABP when compared
to unireated rats (173+11.1 and 109+5.0 mmHg, respectively; p<0.01). L-NAME + BAY
co-treatment abolished the L-NAME-induced hypertension (112 *+ 5.1 mmHg; p<0.01).
Significant increases in HWI and LVWI as well as in Vv were observed in the L-NAME-
treated anmimals compared to control group, and concomitant treatment with BAY
significantly attenuated this hypertrofic effect. Treatment with L-NAME presented several
areas of repairing fibrosis in left ventricles, and this effect was also abolished by BAY co-
treatment. Qur results demonstrate that BAY 41-2272 inhibits hypertension and prevents
heart abnormalities {cardiac hypertrophy and increased fibrosis areas) induced by NOS
inhibition.

Key words: NOS inhibition, hypertension, cardiomyocyte hypertrophy, BAY 41-2272,

fibrosis, sGC stimulator.
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Introduction

Cardiac hypertrophy is a principal compensatory mechanism for the maintenance of normal
contractile function when the heart faces a haemodynamic overload. This can initially be
viewed as a salutary response, however, left ventricular hypertrophy and failure constitutes

major risks of cardiovascular complications and sudden death among hypertensive subjects

(1,2).

Daily administration of NO synthase (NOS) inhibitors such as N-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME) causes marked and sustained arterial hypertension (3, 4)
accompanied by morphological abnormalities (ventricular hypertrophy and foci of necrosis
and fibrosis) in heart (5, 6). Some antihypertensive agents prevent the hypertension induced
by NOS inhibitors; however, the morphological abnormalities can either be unaltered (7) or
attenuated by these agents.

Nitric oxide, through activation of sGC and c¢cGMP formation, modulates the
hypertension in different species and attenuates the hypertrophyc response to growth factor
stimulation in cardiomyocytes (5, 6). Recently, the compound BAY 41-2272 was identified
as a potent, NO-independent, stimulator of sGC (1). This study was designed to evaluate
the protective effects of BAY on arterial hypertension and cardiac abnormalities (increase
of heart weight index, left ventricular weight index, cardiomyocyte hypertrophy and
fibrosis} induced by chronic L-NAME treatment in rats.
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MATERIALS AND METHODS
Animals

Male rats (Wistar-Uni SPF; 130-200 g) provided by the Central Animal House
(CEMIB-UNICAMP) were used. The animals were maintained in individual cage under
SPF, light and temperature-controlled conditions (12h day/ 12h night, 25°C) and were fed
with a standard chow (Nuvilab CR-1®, Nuvital Nutrientes, Curitiba, Brazil). The

experiments were carried out in accordance with the guidelines of State University of
Campinas (UNICAMP).

Experimental design

The animals were anaesthetised, surgically manipulated and equipped with
radiotelemetry device into the descending aorta. Body weight gain was evaluated weekly
and data acquusition was performed during 90 seconds twice a week for eight consecutively
weeks (Data Science Inc., St. Paul, MN, USA). The animals were initially divided into four

experimental groups, as follows:
1. Control (n=10), rats that received tap water alone;

2. L-NAME (p=20), rats that received L-NAME alone (20 mg/rat per
day);

3. L-NAME + BAY 41-2272 (n=15), rats that received concomitantly L-
NAME (20 mg/rat per day) in drinking water and BAY (10 mg/kg per
day) dissolved in DMSO 80% by diary oral gavage;

4. BAY 41-2272 (n=15), rats that received BAY alone (10 mg/kg per day)
dissolved in DMSO 80% by diary oral gavage;

L-NAME (purchased from Sigma Co., St Louis, USA) was dissolved in the
drinking water. The volume of water drunk by each rat was approximately 50 ml/rat per
day. BAY 41-2272 (kindly provided by Bayer AG, Germany) was dissolved in DMSO 80%
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(1ml. was admimstrated for each animal diary). L-NAME and Control animals also
received DMSO 80% by diary oral gavage.

Cardiac Weight Index

At the end of study, the animals were sacrificed with an overdose of sodium
pentobarbital {Hypnol; 50mg/Kg, i.p.). The heart was dissected out, washed with saline
(0,9%) and fixed in 10% formalin for 24 h. Rats that died before the end of the study were
not used for cardiac weight index determination and stereological procedures. Heart weight
was obtained by removing of both atria. The left ventricular weight was determined
excising the night ventricle and weighing the remaining tissue. Heart weight and left
ventricular weight indexes were calculated by dividing heart weight and left ventricular

weight by body weight obtained at the last week of treatment.
Histology and stereological procedures

A 4-mm-thick, cross-sectional, midventricular slice was embedded in paraffin,
and 5 mm sections were stained with either hematoxylin-eosin or Masson’s trichrome. The
sections were divided in 4 low-magnification fields (x40), and a set of photographs of these
fields was obtained. Two perpendicular lines crossing at the center of the LV cavity were
drawn for each section. Microphotographs of optical fields were obtained along these lines,
and digitized for subsequent analysis (Olympus DP10 camera and Micro Image, Olympus
Optical, Japan).

Volume density (Vv) was the stereological parameter used to determine the

cardiomyocyte hypertrophy, and was calculated using the following formula:

Vv = pCM/Pt ; where pCM = points lying in cardiomyocyte and Pt = total test-

points.

The myocardial lesions were evaluated quantitatively by using a point counting
method that allows the determination of the total area of the foci of repairing fibrosis. In
this method, the total area of the lesions was calculated electronically by Zeins software

(AxioVision 3.01, Germany) according the formula:
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TL=PL x d2 ; where TL: total lesion area (02), PL: number of points lying in

the lesions and d: distance between lines of the test system
Statistical analysis

Results are expressed as the mean £ SEM. Analysis of variance followed by
Bonferroni® s test was applied in order to assess the differences in body weight indexes and
mean arterial blood pressure. For stereological procedures, analysis of variance was

followed by Tukey’s test. A p<0.05 was considered to be significant.
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Resuits
Body weight and Mortality

After eight weeks of treatment, a slight, but significant (p<0.05), reduction in
body weight was observed in L-NAME and BAY groups compared with control rats (Table
1). No significant reduction in body weight was observed in L-NAME + BAY group. In the
L-NAME group, eight out of twenty (40%) died before the end of the treatment, and co-
treatment of L-NAME with BAY reduced by 50% this mortality (three out of fifteen rats).

All the animals from the remaining groups survived.
Mean Arterial Blood Pressure (MABP) and Heart Rate (HR)

Figure 1 shows that eight weeks of treatment with L-NAME (20 mg/rat/per
day) caused a significant and time-dependent increase in MABP when compared to
untreated rats, where the maximal response was observed at the last week of treatment (178
+ 8.4 and 109 + 5.0 mmHg for L-NAME and control, respectively; p<0.01). Co-treatment
with BAY (10 mg/kg/per day) abolished the L-NAME-induced hypertension throughout
the experimental protocol (112 + 5.1 mmHg at the eighth week; p<0.01). Animals receiving
BAY treatment alone presented a slight, but significant (p<0.05), decrease of MABP in all
studied time compared with untreated rats {92 + 2.1 mmHg at the eighth week).

In addition to hypertension, L-NAME treatment caused a slight bradycardia
(p<0.05) that was prevented in rats receiving concomitantly BAY (Table 1). BAY alone

caused a significant tachycardia when compared with the control group.
Heart Weight Index (HWT) and Left Ventricular Weight Index (LYWI)

After eight weeks of treatment, significant increases (p<0.05) in HWI and
LVWI were observed in the L-NAME-treated animals compared with control group (Table
1). Concomitant treatment with BAY markedly attenuated the increase in HWI and LVWI
caused by L-NAME. Treatment with BAY alone did not significantly affect HWI and
LVWI compared to control group (Table 1).
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Stereological analysis: Cardiomyocyte size (Vv) and Area of Fibrosis

L-NAME treatment induced an increase on the cardiomyocyte hypertrophy,
which was significantly reduced by BAY co-treatment (Figure 2A). Animals treated with
BAY had no change in Vv parameter compared to control animals.

The qualitative analysis showed that left myocardium in Control and BAY
groups was normal and no injuries were observed (Figure 3, panels A and D, respectively).
In contrast, in L-NAME group, the majority (87%) of the animals presented several areas of
repairing fibrosis (Figure 2B), consisting of remote myocardial infarctions completely
healed where the necrotic cardiac fibres were replaced by dense collagenous scar. In this
group, animals aiso exhibited small areas of granulation tissue compatible with more recent
myocardial microinfarctions. In these healing areas there were a rich vascular network,
fibroblasts and little collagenization. In animals receiving concomitantly BAY treatment,
these lesion areas were absents or markedly smaller and less extended than L-NAME group
(Figure 3, panel B). The quantitative analysis demonstrated that co-treatment with BAY
significantly prevented the increased area of fibrous tissue (Figure 2B).
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DISCUSSION

The present study clearly demonstrated that eight-week-treatment with L-
NAME caused marked increases in mean arterial blood pressure followed by increase HWI
and LVWI indexes; left ventricle photomicrography also demonstrated an extensive area of
repairing fibrosis. However, co-treatment with a specific activator of sGC (BAY 41-2272)
markedly reduced the arterial hypertension, as well as, preventing cardiac and

cardiomyocytes hypertrophy consequently reducing fibrosis area.

Congestive heart failure is a leading cause of cardiovascular mortality around
the world, this syndrome is characterised by liquid retention and often left ventricular
hypertrophy with inefficient systolic contractility (1). Hypertrophy can be viewed as an
initial salutary compensatory response. However, an increase in left ventricular mass
secondary to essential hypertension is frequently observed in experimental animals and
patients. This has been associated with a high incidence of ventricular arthythmia, reduced
ventricular compliance, impaired coronary blood supply and diastolic function, and
incremental risk of cardiovascular morbidity and mortality (26). In the experimental model
of chronic NO inhibition, animals with arterial hypertension also exhibit coronary
vasoconstriction, reduction of coronary blood flow, ventricular hypertrophy, increase in
cardiomyocyte size and this can lead to cardiomyocyte death, necrosis and subsequent

formation of repairing fibrosis (27), as in part, confirmed in the present study.

A morphological study indicated an increase in myocardial mass in the left
ventricle, which is primarily related to an increase in myocyte size (38). However, a
structural remodeling of the myocardial collagen matrix may also be involved, depending
on the nature of hypertrophic stimulus. For example, in man, as well as in several
experimental and genetic models of arterial hypertension (39), an interstitial and
perivascular myocardial fibrosis has been observed. On the other hand, myocardial fibrosis
was not seen in the hypertrophy associated with athletic training or that accompanying
anemia (40), chronic overload volume (41, 42, 43), or hyperthyroidism (44). The findings
suggest that the growth of cellular constituents of the various myocardial tissue
compartments, namely cardiac myocytes and fibroblasts, which are responsible for

myocardial collagen metabolism, may each have different regulatory mechanisms.
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Differences in fibroblast growth and their synthesis of collagen, relative to myocyte
hypertrophy, may lead to intercompartmental imbalance and thereby pathologic
hypertrophy. {(45)

Antithypertensive agents such minoxidil (46), [J-methyidopa (47),
hydrochlorothiazide (48, 49) and hydralazine (32) largely attenuate L-NAME-induced
hypertension, but fail to show any significant effect on regression of myocardial fibrosis. In
contrast, our present study showed independently of NOS inhibition, treatment of BAY
prevented left ventricle hypertrophy and in most case abolished or markedly attenuated the
lesion areas by the long-term L-NAME treatment.

The stimulation of sGC in a NO-independent manner by BAY would
compensate for the systemic deficiency of NO and would explain the prevention of the
mortality seen in the L-NAME-treated animals. Accordingly, ours results suggest that
administration of sGC stimulator, such as BAY 41-2272, could be a new class of
antihypertensive drug that may reduce the risk of vascular mortality in patients with acute

myocardial infarction.

In summary, our present study performed in a rat model of chronic NO
deficiency, demonstrated that vascular and myocardial structural changes are not
attributable to arterial hypertension or to the inhibition of NO synthesis but to sGC

activation.
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Figure 1 — Effect of BAY on N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)-induced
hypertension in rats. Mean Arterial Blood Pressure (MABP; mmHg) was measured by
radiotelemetry device twice a week in Control (O; n=8), L-NAME (®; n=12), L-NAME +
BAY (M p=12) and BAY ([J; n=12) groups. Results are expressed as mean + SEM.
#p<0.05 and ** p<0.01 compared to Control group, ™ p<0.01 compared to L-NAME group.
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Figure 2 - Cardiomyocyte size (Vv; panel A) and Area of Fibrosis (panel B) in control rats
( = ), treated chronically with L-NAME ( mes ;20 mg/rat/ per day for 8 weeks) in
association to BAY ( & ; 10 mg/kg per day) or treated with BAY alone E53 ). Results are
expressed as mean = SEM. *5<0.05 and **p<0.01 compared to Control group, * p<0.05 and
= £<0.01 compared to L-NAME group.




Figure 3 — The panels A, B, C e D show an animal left ventricle photomicrography from
each studied group (Control, L-NAME, L-ANME + BAY and BAY, respectively). Amimals
subjected to L-NAME treatment presented an area of repairing fibrosis (¥).
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Table 1 — Heart rate, body weight, Heart Weight (HWI) and Left Ventricle (LVWI)
Indexes in animals treated for eight weeks with N®-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME; 20 mg/rat per day) in association to BAY (10 mg/kg per day).
Results are expressed as mean £ SEM. *p<0.05 compared to Control group, *

p<0.05 compared to L-NAME group.

Control L-NAME L-NAME+BAY BAY

Bedy Weight (g) 33914 301 £ 9% 324+15 296 + 16*
Heart Rate (bmp) 377 +£12 342 + 8% 401 5% 431 3 25+
Heart Weight

Index (HWI ; mg/g) 2.39+0.18 281+0.13% 2.46+021° 2481026
Left Ventricle Weight Index

(LVWI ; mg/g) 1.12£0.15 208 +0.19% 1.22 +0.59° 1.23 +0.48
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