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RESUMO

Efeito protetor miocardico dainibicdo de metaloproteinases de

matriz extracelular durante embolia pulmonar aguda em caes

Embolia pulmonar aguda (EPA) é uma importante causa de morbidade e
mortalidade. Recentes estudos tém mostrado a importancia da vasoconstricao
pulmonar que ocorre apés a EPA. Um grupo de enzimas zinco dependentes
designadas metaloproteinases de matriz extracelular estdo envolvidas na
degradacao de componentes da matrix extracelular e possivelmente participam
da lesao miocardica. Atualmente tem sido mostrado aumento na liberagao de
Tnlc em pacientes com disfuncido ventricular em decorréncia de EPA. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a inibicdo das MMPs poderia
resultar em efeitos benéficos na disfuncio ventricular induzida pela EPA.

Os cées do grupo Sham (n=5) receberam apenas salina, EPA foi
induzida por infusdo de coagulos autdlogos injetados dentro do ventriculo
direito no grupo Emb (n=10); os caes do grupo Doxy (n=5) receberam apenas
infusdo de doxiciclina (10mg/kg) por via intravenosa em 5 minutos; e os caes
do grupo Doxy+Emb (n=10) receberam a mesma dose de doxiciclina antes da
indugdo da EPA. Foram realizadas medidas da atividade das MMPs em
amostras de plasma e de ventriculo direito. A migracao de neutrdéfilos para o
ventriculo direito foi avaliado pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase

(MPO) e a liberagao de Tnlc por imunoensaio enzimatico.



Nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos grupos Sham e
Doxy. A indugcao da EPA aumentou a pressdao média da artéria pulmonar (de
121 para 31+2 mmHg), o indice de resisténcia vascular pulmonar (de 142+23
para 828+120 dyn.s.cm), a atividade das MMPs (avaliada por gel de zimografia,
espectrofluorimetria e zimografia in situ), a migracdo de neutréfilos e a
liberagao de troponina | no grupo Emb (P <0,05). Entretanto, o pré-tratamento
com doxiciclina preservou o indice cardiaco, reduziu a pressao média da artéria
pulmonar para 26x1 mmHg, o indice de resisténcia vascular pulmonar para
514141 dyn.s.cm, a atividade das MMPs, a migracao de neutrdfilos, bem como
a liberagao de troponina | (de 61% para 41%) 120 minutos apds a indugao da
EPA no grupo Doxy+Emb (P <0,05).

Esses resultados sugerem que a inibigdo das MMPs protegem o
miocardio contra aumentos na liberagdo de troponina | induzido pela EPA,

possivelmente resultando em efeitos hemodinamicos benéficos.

Palavras chaves: embolia pulmonar aguda; ventriculo direito; metaloproteinases

da matriz; troponina | cardiaca; zimografia



ABSTRACT

Myocardial protective effects of extracellular matrix
metalloproteinases inhibition during acute pulmonary

embolism in dogs

Acute pulmonary embolism (APE) is an important cause of morbidity and
death. Recent studies have addressed the relevance of pulmonary artery
vasoconstriction in APE. A group of zinc-dependent endopeptidases called
matrix metalloproteinases (MMPs) are involved in the degradation of
components of extracellular matrix and may play a role in the myocardial injury.
Recently, studies showed an elevation of troponins cTnl in patients with a
ventricular dysfunction caused by APE. Thus, the aim of this study was
evaluates whether MMPs inhibition could result in beneficial effects in
ventricular dysfunction induced by APE.

Sham operated dogs (N=5) received only saline. APE was induced by
autologous blood clots injected into the right atrium in the Emb group (N=10);
Doxy group (N=5) received only doxycycline (10 mg/kg), intravenous infusion
during 5 minutes; and Doxy+Emb group (N=10) received doxycycline before
APE. Measurement of gelatinolytic matrix metalloproteinases activity in cardiac
and plasma samples were performed. The extent of neutrophil accumulation in
the heart was measured by assaying myeloperoxidase (MPO) activity and cTnl

was measured by fluorimetric enzyme immunoassay.



Xi

No significant hemodynamic changes were found in Sham and Doxy
groups. Embolization increased mean pulmonary arterial pressure (from 121 to
312 mmHg), the pulmonary vascular resistance index (from 142123 to
828+120 dyn.s.cm), gelatinolytic matrix metalloproteinases activity, the
neutrophil accumulation and serum cTnl in Emb group (P< 0.05). Doxycycline
improved the cardiac index, reduced pulmonary vascular resistance index to
514+41 dyn.s.cm, mean pulmonary arterial pressure to 261 mmHg,
gelatinolytic matrix metalloproteinases activity, the neutrophil accumulation and
serum cTnl (by 61% and 43%), 120 min after APT in Doxy+Emb group
(P<0.05).

These results suggest that matrix metalloproteinases inhibition protects
the myocardium against APE-induced increases in cTnl, possibly resulting in

beneficial hemodynamic effect.

Keywords: acute pulmonary embolism; right ventricule; matrix metalloproteinases;

cardiac troponin |; zymography.
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1.1. Fisiologia da circulacdo pulmonar

A circulagédo pulmonar caracteriza-se por ser, em condigdes normais, um
circuito de baixa pressdo, alta capacitdncia e baixa resisténcia ao fluxo
sanguineo (cerca de um décimo da sistémica). O leito vascular pulmonar pode
acomodar grandes volumes sanguineos com pequenos aumentos na sua
pressdo arterial, fundamentalmente através do recrutamento de capilares e
arteriolas. Por exemplo, durante esforgo fisico aumentado, observa-se um
aumento de até 50% do fluxo, sem grandes aumentos na pressao arterial
pulmonar (PAP). Esta propriedade de recrutamento vascular se da pelo fato de
algumas areas pulmonares ventiladas ndo serem perfundidas (areas ou zonas
pulmonares tipo | de West) (West, 1977). Além disto, as artérias pulmonares e
seus ramos apresentam constituigdo histolégica que os torna mais
complacentes do que as artérias sistémicas. Esta diferenca faz com que as
artérias pulmonares e seus ramos se distendam mais intensamente do que as
artérias sistémicas quando submetidas a aumentos de pressao arterial (Reeves
e Rubin, 1998).

Na camada intima dos vasos pulmonares encontram-se células
endoteliais que sdo capazes de regular o tdbnus vasomotor, a sintese de
substéancias fibrinoliticas, além de regular a permeabilidade vascular (Elliot,
1992). O endotélio é responsavel por diversos compostos vasoativos, alguns
com fungado vasodilatadora como o 6xido nitrico e as prostaciclinas, outros com
funcdo vasoconstrictora como a endotelina, a angiotensina Il e os
endoperoxidos. Anormalidades na produgao ou degradagédo destes mediadores

responsaveis por complexos mecanismos reguladores da circulagdo pulmonar
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podem resultar em aumento da resisténcia vascular pulmonar (RVP), gerando a
hipertensao pulmonar (Riedel, 2001).

Quantitativamente, temos que, em individuos sadios e ao nivel do mar, a
pressao sistélica na artéria pulmonar (PSAP) é de 18 a 25 mmHg, a pressao
média da artéria pulmonar (PMAP) de 12 a 16 mmHg (Elliot, 1992; Wood, 2002)
e o gradiente transpulmonar normal € de 9 mmHg. Correspondendo a um valor
normal de débito cardiaco, temos que a RVP é menor que 320 dinas.s.cm™
(Reeves e Rubin, 1998). Quando a pressdo arterial pulmonar aumenta acima
destes valores normais, temos hipertensao pulmonar, caracterizada por PMAP
superior a 25 mmHg em repouso, ou 30 mmHg durante esforgo, ou por valores
de RVP superiores a 320 dynas.s.cm®, ou ainda quando o gradiente
transpulmonar é superior a 10-12 mmHg (Wood, 2002).

O fluxo sanguineo pelos pulmbes €, essencialmente, igual ao débito
cardiaco. Por conseguinte, os fatores que controlam o débito cardiaco,
principalmente fatores periféricos, também controlam o fluxo sanguineo
pulmonar. Na maioria das condi¢des, 0os vasos pulmonares atuam como tubos
passivos e distensiveis, cujo calibre aumenta com a pressao crescente e diminui
com a reducdo da pressdo. Para que ocorra aeragao adequada do sangue, é
importante que este seja distribuido para os segmentos dos pulmdes onde os
alvéolos sdo mais oxigenados. Isso é realizado pelo seguinte mecanismo:
quando a concentragdo de oxigénio nos alvéolos diminui abaixo da normal,
particularmente quando cai para menos de 70% (pressao arterial de oxigénio -
PaO,, abaixo de 73 mmHg), os vasos sanguineos adjacentes aos alvéolos com

baixas pressbdes de oxigénio se contraem no decorrer de 3 a 10 minutos. Isto
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pode levar a aumentos da RVP podendo atingir valores até cinco vezes maiores
do que os valores normais, quando em presenga de niveis de oxigénio
extremamente baixos (Voelkel e Tuder, 2000). Este aumento da RVP por conta
da hipoxia é denominado vasoconstricdo pulmonar hipdxica e, curiosamente,
constitui-se num efeito oposto ao dos vasos sistémicos que se dilatam em
condicbes de hipoxia. Acredita-se que a baixa concentragdo de oxigénio
determine a liberacdo de alguma substancia vasoconstritora, ainda
desconhecida, do tecido pulmonar. Esse efeito dos baixos niveis de oxigénio
sobre a resisténcia vascular pulmonar desempenha importante fungao: distribuir
o fluxo sanguineo para areas dos pulmdes que estdo melhores ventiladas,
proporcionando assim, um sistema de controle da distribuicido do fluxo
sanguineo para as areas pulmonares em propor¢ao ao nivel de ventilagdo.

(Dantzker, Wagner et al., 1978)

1.2. Estatistica e importancia clinica da embolia pulmonar aguda

A inexisténcia de estatisticas nacionais faz com que tenhamos que nos
reportar a numeros obtidos em outros paises para que possamos dimensionar
problemas de saude no Brasil. A embolia pulmonar (EP) € um dos melhores
exemplos da necessidade de investigacao epidemiolégica dentro do nosso
contexto populacional. Apesar da investigacado extensiva e nos avangos nas
pesquisas, a embolia pulmonar continua ainda a ser sub-diagnosticada, apenas
30% dos casos de embolia pulmonar sdo diagnosticados antemortem
(Morgenthaler e Ryu, 1995). O insucesso no diagnostico é a maior ameacga

para os pacientes que sofrem de EP, onde a taxa de mortalidade para
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pacientes nao-tratados é de 30% versus 2,5% para pacientes com EP tratados
adequadamente (Carson, Kelley et al., 1992; Smulders, 2000).

O tromboembolismo venoso, que inclui trombose de veias profundas e
embolia pulmonar (EP), € uma das principais causas de morbidade e
mortalidade. Nos Estados Unidos, estima-se que 2 milhdes de pessoas
desenvolvam trombose venosa profunda a cada ano, dessas, 600,000
progridem para embolia pulmonar, sendo fatal em 200,000 casos (Gross e
Weitz, 2008). Trombos originarios de veias profundas sao os mais comuns na
inducdo da tromboembolia pulmonar, causando uma intensa obstrucdo dos
vasos pulmonares (Sadosty, Boie et al.,, 2003), liberacdo de mediadores
vasoconstritores (Layish e Tapson, 1997), gerando assim um aumento da
resisténcia vascular pulmonar (RVP), o qual evolui para uma insuficiéncia
cardiaca direita aguda e choque circulatério (Edlow, 2001). Porém, também
existem outros tipos de émbolos que podem migrar para os vasos pulmonares
e induzir EP, como émbolos de ar ou outros gases, émbolos gordurosos e
liquidos amniotico. Estes diferentes tipos de embolia guardam certo grau de
semelhanca fisiopatoldgica (Riedel, 2001; Tanus-Santos e Theodorakis, 2002;
Wood, 2002).

A embolia pulmonar aguda (EPA) pode ser classificada em: maci¢a e nao
macica. Os pacientes com manifestagcdes de EPA maci¢ca tém um progndstico
desfavoravel associado com aumento do risco de morte prematura, onde temos
um periodo critico nas primeiras horas da instalacdo da EPA, que é quando
ocorrem a maioria dos obitos (taxa de mortalidade em torno de 70% na primeira

hora). Observa-se instabilidade hemodindmica com hipotensdo sistémica,
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choque cardiogénico, dispnéia severa e insuficiéncia respiratéria. Ja os
pacientes com EPA nao maci¢a, ndo estdo associados com instabilidade
hemodinamica nem com insuficiéncia respiratéria, apresentando um risco de
morte <5%. Entretanto a mortalidade em pacientes com EPA n&o maciga &
significantemente maior (26%), se esses pacientes tiverem novos processos de
embolizacado pulmonar (Almahameed e Carman, 2007).

O tratamento geralmente utilizado em quadros de EPA Vvisa
principalmente a remog¢ao dos émbolos que provocam obstru¢do mecanica do
leito vascular pulmonar, isso inclui tratamento de suporte, agentes tromboliticos
e anticoagulantes sistémicos, bem como embolectomia cirdrgica (Sadosty, Boie
et al., 2003). Embora a obstrugdo mecanica seja a principal causa da EPA, tem
sido sugerido que o bloqueio farmacolégico da vasoconstricdo arterial pulmonar
secundaria a EPA possa ser utilizada como terapia coadjuvante para o
tratamento da EPA (Smulders, 2000; Tanus-Santos e Moreno, 2001; Dias-
Junior, Vieira et al., 2005).

Dentro desse contexto uma melhor compreensdo dos acontecimentos
que conduzem ao aumento da pressado arterial pulmonar (PAP) e da
insuficiéncia cardiaca direita é necessaria para o desenvolvimento de
tratamentos adicionais visando reduzir ainda mais a mortalidade nesta

desafiadora doenca.

1.3. Hipertensédo pulmonar induzida por EPA
Alguns mecanismos contribuem para o aumento da RVP, levando ao

desenvolvimento da hipertensao arterial pulmonar (HAP) durante a EPA.
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Dentre eles podemos destacar a obstrucado fisica dos leitos vasculares
pulmonares, a vasoconstricdo arterial pulmonar gerada por reflexo
neurogénico, a liberagdo de agentes vasoconstritores, bem como a
vasoconstricao pulmonar hipéxica (Smulders, 2001).

No que se refere a obstrucdo mecénica, o tamanho do émbolo é
importante para determinar a magnitude da EP, porém a obstrugcdo mecanica
por si s6 ndo pode explicar todos os acontecimentos que ocorrem durante EPA.
Estimulos neurais e humorais sdo importantes codeterminantes da gravidade
dos disturbios hemodindmicos induzidos pela EPA. Apenas 25% a 30% dos
vasos pulmonares devem ser obstruidos para que ocorra um aumento da PAP
quando ocorre obstrugao pulmonar por um trombo-émbolo (Wood, 2002).

A vasoconstricdo pulmonar neurogénica induzida por embolia pulmonar
envolve a inervagao parassimpatica, ndo adrenérgicos e nao colinérgicos
(NANC) e nervos simpaticos eferentes. A EP induz o reflexo de Bezold-Jarisch
(apnéia, bradicardia e hipotensao), que pode contribuir para algumas das
mortes subitas apdés a EP. O bloqueio do nervo vago bilateralmente
completamente abole o reflexo de Bezold-Jarisch induzido pela serotonina
(Comroe, Van Lingen et al., 1953), mas falha em modular aumentos na PAP e
na pressdao do ventriculo direito, bem como n&o previne o colapso
hemodindmico depois de tromboembolismo experimental (Stratmann e
Gregory, 2003). A vasoconstrigdo pulmonar neurogénica também ocorre por
uma estimulagao de nervos simpaticos eferentes, onde trabalhos mostram que
a simpatectomia tanto em humanos como em modelos animais pode resultar

em efeitos benéficos (Jahn, Waurick et al., 2001).
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A vasoconstricdo pulmonar mediada por fatores humorais também
participa da hipertensdo pulmonar induzida por EPA, sendo que a modulagao
do leito vascular pulmonar é conferida por um equilibrio entre agentes
vasoconstritores e vasodilatadores. Uma vez que um trombo-émbolo se aloja
no leito vascular pulmonar, existe uma rapida e complexa interagao de eventos
moleculares e celulares que causam aumento na liberacdo de agentes
vasoconstritores e pro-coagulantes, bem como diminuigdo dos agentes
vasodilatadores e anticoagulantes aumentando assim a pressao da artéria
pulmonar. Durante a EPA, existe uma liberagdo de vasoconstritores
pulmonares por plaquetas, leucécitos e por células endoteliais e pulmonares
como a serotonina, tromboxano A;, endotelina-1, fator de ativagdo das
plaquetas, prostaglandina Fy4 , histamina, entre outros (Smulders, 2001; Wood,
2002).

A ativagcdo e a agregacado plaquetaria sdo eventos chaves para a
formagao do trombo como também da vasoconstrigdo que ocorre em fungao da
EPA. Uma vez ativada as plaquetas podem liberar diversas substancias
vasoativas, dentre essas temos a serotonina (5-hidroxitriptamina) que € um
pontente vasoconstritor do leito vascular pulmonar (Smith e Smith, 1955).
Outras fontes de serotonina incluem células enterocromafins gastrintestinais,
neurdnios serotoninérgicos, células neuroenddcrinas pulmonares, entre outros.
Durante a EPA temos uma diminuicdo do tamanho funcional do leito vascular
pulmonar, diminuindo assim a recaptacdo e a metabolizacdo da serotonina,
promovendo uma maior concentragao desta nos vasos pulmonares (Thomas e

Vane, 1967). A serotonina promove agregacgao plaquetaria que diminui a lise
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dos émbolos nos pulmdes, e também inibe a liberacdo de prostaciclina
(vasodilatador) pelo endotélio pulmonar. Portanto essas agdes da serotonina
podem iniciar e propagar um ciclo vicioso de aumento da agregacao
plaquetaria, diminuicdo da lise dos émbolos e vasoconstricdo do leito vascular
pulmonar (Stratmann e Gregory, 2003).

Outro potente vasoconstritor pulmonar liberado pelas plaquetas € o
tromboxano A, (Tx-Az), que promove hipdxia e estimula a agregagao
plaquetaria, contribuindo para mais liberacdo de serotonina pelas plaquetas
(Stratmann e Gregory, 2003). O Tx-A; também pode ser produzido a partir do
metabolismo do acido araquiddnico, de mondcitos circulantes e por células
endoteliais vasculares; porém essas fontes sado quantitativamente menos
importantes do que as plaquetas. O principal papel do Tx-A; € o aumento da
agregacao plaquetaria e vasoconstricdo pulmonar e sistémica (Oates,
Fitzgerald et al., 1988), ambos efeitos visando a hemostasia. Varios estudos
demonstram um aumento da produgao de Tx-A, na EPA, especialmente nos
estagios iniciais (primeiros 30 minutos) (Utsonomiya, Krausz et al., 1982;
Reeves, Demers et al., 1983). Nesse sentido o grau de producédo de Tx-A, tem
sido correlacionado com o risco de mortalidade na EPA experimental em
animais (Reeves, Demers et al., 1983).

O fator de ativagao derivado das plaquetas (PAF) tem varios papéis. Ele
pode contrair os vasos pulmonares diretamente, promover edema pulmonar,
ativar a liberacdo de outros vasoconstritores e promover remodelamento
vascular (Deuel e Huang, 1984). Por outro lado pode inibir a ativacéo e a

agregacao plaquetaria por meio de um “feedback-negativo” que envolve a
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producao e liberagcao de prostaciclina (Bryckaert, Rendu et al., 1986; Vassbotn,
Havnen et al., 1994).

Um outro importante fator humoral produzido pelo endotélio vascular que
causa intensa e sustentada vasoconstricao pulmonar é a endotelina (ET). Ha
varios subtipos de endotelina, tais como a endotelina-1 (ET-1), conhecida por
sua capacidade de causar hipertensao pulmonar (Maclean, 1999). Um estudo
mostrou que o antagonismo do subtipo A do receptor de endotelina, reduziu de
forma significativa aumentos na pressao arterial pulmonar (Schmeck, Koch et
al., 1998). Esse e outros estudos sugerem que a endotelina-1 pode induzir
vasoconstricdo pulmonar através da estimulagdo da produgao de Tx-A, (Del
Basso e Argiolas, 1995). A liberagcao de endotelina ou de seu precursor (big-
endotelina) dos pulmdes apds EP, pode promover vasoconstricdo coronariana
que contribui para cardiodepressao (Dschietzig, Laule et al., 1998).

A histamina €& encontrada em varios tecidos do corpo, porém esta
presente em altas concentragdes nos pulmdes e na pele. Ela causa constricao
dos vasos pulmonares, um efeito oposto ao observado na circulagao sistémica
(Barnes e Liu, 1995).

Outro possivel contribuidor para a vasoconstricdo pulmonar tem sido
chamado de vasoconstricdo pulmonar hipéxica. Quando em hipdxia que pode
ocorrer durante a EPA, os vasos sanguineos pulmonares adjacentes aos
alvéolos sob baixas pressdes de oxigénio se contraem levando ao aumento da
RVP (Voelkel e Tuder, 2000). Este aumento da RVP resultante das pressdes
parciais de oxigénio diminuidas é denominado vasoconstricido pulmonar

hipéxica e, de modo interessante, € um efeito oposto ao observado sobre os
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vasos sistémicos durante a hipoxia, os quais se dilatam. Este mecanismo
possibilita a redistribuicdo do fluxo sanguineo para areas dos pulmdes que estao
mais ventiladas, permitindo melhor oxigenagdo sanguinea a custo da elevagao

da pressao arterial pulmonar (Dantzker, Wagner et al., 1978).

1.4. Disfuncao Ventricular induzida por EPA

A principal funcao do ventriculo direito € a de manter as baixas pressoes
provenientes do atrio direito, otimizando o retorno venoso e proporcionando
baixa pressao de perfusado através dos pulmdes. Para alcancar esse objetivo o
ventriculo direito ejeta sangue quase continuamente a partir do atrio direito
para os pulmoes. Isso é possivel por causa das caracteristicas favoraveis que
o leito vascular pulmonar proporciona, como pressdes e resisténcia vasculares
baixas, e alta complacéncia. Inversamente o ventriculo esquerdo gera pressdes
mais elevadas e em breves periodos de contragao e relaxamento, através de
artérias de baixa complacéncia (Mebazaa, Karpati et al., 2004).

Normalmente um aumento no débito do ventriculo direito € acomodado
pelo recrutamento de vasos nao perfundidos localizados na porgao superior
dos pulmdes, e por dilatagdo dos vasos pulmonares de regides mais utilizadas
(parte inferior), (Schulman e Matthay, 1992). Em certas doengas como a EP, os
vasos pulmonares ndao podem ser recrutados e estao contraidos; portanto, ha
um aumento da pressao arterial pulmonar e o ventriculo direito se dilata. Isso
ocorre porque o ventriculo direito esta acostumando a trabalhar contra baixas
pressbes da artéria pulmonar (aproximadanente 15 mmHg); ndo estando

preparado para suportar aumentos rapidos e elevados na pés-carga decorrente
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de elevagdes das pressodes e resisténcia vascular pulmonar (Matthay, Arroliga
et al., 1992) observadas na EPA. Assim para compensar, o ventriculo direito se
dilata para manter o volume sistdlico; porém a fragcdo de ejeg¢ao é reduzida,
provocando um rapido aumento na pressao da artéria pulmonar (Matthay,
Arroliga et al., 1992).

A principal causa de morte na EPA é o desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca direita aguda que direciona para choque cardio-circulatério (Tanus-
Santos e Theodorakis, 2002). O grau de obstrucao vascular pulmonar é um fator
muito importante na determinagdo da resposta do ventriculo direito aos
aumentos da pressao pulmonar durante a EPA. Tal como a obstrugdo aumenta,
também existe um aumento da pressao arterial pulmonar (Uzuelli, Dias-Junior et
al., 2008). Além disso existe a liberacdo de mediadores vasoconstritores que
aumentam a resisténcia vascular pulmonar, resultando em hipertensao
pulmonar (Lualdi e Goldhaber, 1995).

O subito aumento na pressao arterial pulmonar (PAP) reflete um aumento
abrupto na pés-carga do ventriculo direito, com consequente elevagdo da
tensao sobre a parede do ventriculo direito, seguido por dilatagdo e disfungao
ventricular direita (Lualdi e Goldhaber, 1995). A disfungao ventricular direita
contratil aguda pode diminuir o débito do ventriculo direito, reduzindo assim a
pré-carga do ventriculo esquerdo (Jardin, Dubourg et al., 1987). A dilatagao
ventricular direita atribuida ao aumento na PAP causa um deslocamento do
septo interventricular em diregcdo ao ventriculo esquerdo (interdependéncia
ventricular). Nesse contexto, a diastole do ventriculo esquerdo € prejudicada

pelo deslocamento interventricular que reduz a distensibilidade ventricular
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esquerda e consequentemente atrapalha o enchimento do ventriculo esquerdo
durante a diastole (Goldhaber e Elliott, 2003). Esse comprometimento do
enchimento da camara ventricular esquerda, diminui tanto o débito cardiaco
como a pressao arterial sistémica, bem como a perfusdo coronariana,
produzindo assim isquemia miocardica (Brooks, Kirk et al., 1971). A elevagao na
tensdo da parede do ventriculo direito também aumenta a demanda de oxigénio
pelo miocardio, comprime a artéria coronariana direita, diminui a perfusao
subendocardica e limita a oferta de oxigénio para o miocardio gerando isquemia
que pode promover mais disfuncao ventricular direita e choque cardiogénico
(Goldhaber e Elliott, 2003). A perpetuacdo desse ciclo pode direcionar para
enfarto do ventriculo direito, colapso circulatério e morte (Lualdi e Goldhaber,

1995), conforme ilustrado na figura 1.
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1.5. Troponina | como possivel biomarcador para EPA

Varios estudos tém demonstrado que a mensuragao das troponinas
cardiacas € utilizada com o intuito de avaliar o risco de pacientes com angina
pectoris, sindrome coronariana aguda, embolia pulmonar e infarto do miocardio
(Meyer, Binder et al., 2000; Douketis, Crowther et al., 2002; Konstantinides,
Geibel et al., 2002). As troponinas | e T funcionam juntas como subunidades de
um complexo de troponina associado com o filamento fino de actina dentro das
células do musculo estriado e sao liberadas na corrente sanguinea como
resultado de necrose miocardica (Meyer, Binder et al., 2000). A troponina |
cardiaca (Tnlc) é exclusivamente de origem cardiaca, ndo sendo encontrada
no tecido muscular esquelético, isso mostra ser especifica para a detecgao de
lesdo miocardica (Mehta, Jani et al., 2003), ndo sendo influenciada por lesées
agudas do musculo esquelético (Douketis, Crowther et al., 2002).

As troponinas cardiacas tém surgido como promissores biomarcadores
para a estratificacao do risco de pacientes com EPA. Os niveis de Tnlc podem ser
usados para distinguir os pacientes de baixo, médio e alto risco; sendo portanto,
um valioso parametro para triagem de pacientes com embolia pulmonar
(Konstantinides, Geibel et al., 2002). Aumentos nos niveis de troponina em
associagao com disfungao ventricular direita diagnosticada por ecocardiografia,
podem ajudar na identificagdo de pacientes hemodinamicamente estaveis, porém
com alto risco de morte (Kucher e Goldhaber, 2003). Mais de 50% dos pacientes
com EPA tem aumento nas concentracbes de troponina | cardiaca nas amostras
de soro. Nesse sentido, o aumento na concentragdo de troponina | cardiaca

apresenta-se como um confidvel marcador de disfuncdo ventricular direita
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associada com um prognéstico desfavoravel e aumento no risco de morte (Uzuelli,
Dias-Junior et al., 2008).

A obstrucdo embodlica e a vasoconstricao das artérias pulmonares em
consequéncia a EPA, leva ao aumento das pressdes do ventriculo direito e da
artéria pulmonar. Em resposta ao rapido aumento da pos-carga o ventriculo
direito se dilata, ocorrendo aumentos na demanda de oxigénio e diminuicdo da
perfusao da artéria coronaria direita. Isso gera isquemia e lesao miocardica que
€ seguida da liberagao de troponinas cardiacas (Goldhaber, 2003).

A disfungdo ventricular direita tem sido reconhecida como um fator
determinante no prognoéstico da embolia pulmonar (Konstantinides, Geibel et
al., 2002). A validade da ecocardiografia para a deteccdo da disfuncéo
ventricular direita a curto e longo prazo ja € bem estabelecida (Goldhaber,
2003). No entanto, a ecocardiografia tem algumas limitacbes técnicas, nao
podendo ser utilizada para a avaliacdo quantitativa da gravidade da disfuncao
do ventriculo direito, € pouco disponivel e pode ter um incbmodo pela
dificuldade de captar a imagem do ventriculo direito. Em contraste os ensaios
para troponina sdo baratos, rapidos e bem padronizados (Goldhaber, 2003).
Nesse contexto os ensaios de troponina cardiaca podem ser utilizados em
conjunto com parametros clinicos e ecocardiograficos de disfungéo ventricular,
para orientar o tratamento de pacientes com EP, e sobre tudo melhorar o

progndstico de pacientes de alto risco.

1.6. Metaloproteinases da matriz extracelular e EPA
As metaloproteinases de matrix (MMPs) sdo enzimas que degradam

proteinas da matrix extracelular, compostas por uma familia de
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aproximadamente 28 enzimas divididas em grupos incluindo as colagenases,
estromelisinas, matrilisinas, MMPs de membrana e as gelatinases. Algumas
MMPs foram sub-classificadas de acordo com as proteinas da matriz
extracelular que elas degradam, no entanto elas também desempenham outras
fungcdes importantes, participando de processos fisioldgicos, incluindo a
embriogénese (Vu e Werb, 2000), angiogénese (Roy, Zhang et al., 2006),
involugao uterina e reabsorgao 6ssea (Rouet-Benzineb, Buhler et al., 1999); mas
também participam de processos patologicos como metastases tumorais
(Deryugina e Quigley, 2006), inflamacgéao e artrite (Mohammed, Smookler et al.,
2003). Desta diversificada familia de enzimas, as MMP-2 e MMP-9 também
denominadas de gelatinases A e B respectivamente, estdo importantemente
envolvidas em diversas doengas do aparelho cardiovascular; incluindo
aterosclerose, infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca, embolia pulmonar e
aneurisma (Dollery, Mcewan et al., 1995; Spinale, Coker et al., 2000; Creemers,
Cleutjens et al., 2001; Spinale, 2002; Fatar, Stroick et al., 2005; Souza-Costa,
Zerbini, Palei et al., 2005; Thompson e Cockerill, 2006; Fortuna, G.M.,
Figueiredo-Lopes, L. et al., 2007). Embora as MMPs sejam mais conhecidas por
suas acgdes no remodelamento da matrix extracelular, recentes estudos tem
demonstrado que em particular as MMPs-2 e -9, também desempenham
importantes papéis intracelulares (Chow, Cena et al., 2007; Schulz, 2007).

No coracdo as MMPs sao encontradas predominantemente na forma
enzimatica inativa (pr6-MMPs) e associadas a seus inibidores enddgenos
(TIMPs) (Tyagi, Matsubara et al., 1993). A MMP-2 é expressa em todas as

células que compdem o coragao, sendo encontrada nos cardiomidcitos normais,
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bem como no endotélio, nas células da musculatura lisa vascular e nos
fibroblastos (Coker, Doscher et al., 1999; Wang, Schulze et al., 2002). Ja a
MMP-9 é uma enzima cuja expressao € induzida por ativagdo imune, ou seja,
em resposta a citocinas pré-inflamatérias; e esta relacionada com a ativagao de
leucdcitos e macréfagos (Heymans, Luttun et al., 1999; Schulz, 2007).

As MMPs sao inicialmente expressas como enzimas latentes (proé-
MMPs), podendo ser ativadas por clivagem proteolitica no meio extracelular
passando para uma forma enzimaticamente ativa (O'connor e Fitzgerald, 1994;
Cao, Sato et al., 1995). Esse tipo de ativagcao pode ser feito por MMPs tipo
membrana (MT1-MMP), como por outras proteases, onde ocorre uma remogao
proteolitica da regiao do pro-peptideo inibitorio, expondo o sitio catalitico do
zinco (Zn?*), tornando a enzima ativa (Birkedal-Hansen, 1995). Acredita-se que
esse mecanismo de ativagdo ocorra para todas as MMPs. Porém espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio também estdo envolvidas na ativagado de
algumas MMPs numa via que nao necessariamente envolve a remocgao
proteolitica do pro-peptideo inibitério. Esse processo ocorre por mudangas
conformacionais no dominio do proé-peptidio inibitério, permitindo o acesso do
substrato ao sitio catalitico do Zn?*. Esse processo de modulagdo da atividade
das MMPs por estresse oxidativo tem sido descrito para as MMPs-1, -2, -8 e -9
(Okamoto, Akaike et al., 2001)

As mudancgas conformacionais no dominio do pro-peptidio inibitério
durante o processo de ativacdo das MMPs por estresse oxidativo, envolve o
grupamento sulfidril presente nos residuos de cisteina que interagem com o

sitio catalitico do zinco que sao altamente sensiveis a mudangas no ambiente
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dependendo do tipo do desafio oxidativo (Schulz, 2007). Isso pode resultar
numa variedade de mudancgas que incluem nao apenas a indug¢ao da atividade
da enzima, mas também modulacdo da atividade da enzima, e até mesmo
inativagdo por elevados aumentos do estresse oxidativo (Chow, Cena et al.,
2007). Logo baixas concentragdes (1-10 uM) de perdxido de nitrito (ONOO")
resulta em aumento da atividade proteolitica das MMPs (Okamoto, Akaike et
al., 2001), em contraste, altas concentracbes de ONOO™ tém sido mostrado
inativar as MMPs possivelmente por nitracdo de residuos de tirosina
(Rajagopalan, Meng et al., 1996; Owens, Milligan et al., 1997).

As MMPs tém sua atividade modulada tanto pelos TIMPs como por
drogas sintéticas que atuam primariamente pela habilidade de quelar Zn?*, as
quais tem sido utilizadas como ferramenta experimental para o estudo das
MMPs. Os inibidores das MMPs tem sido utilizados em estudos para a
descoberta de drogas antiinflamatérias, anticancerigenas e também para o
tratamento de doencas cardiovasculares (Peterson, 2006). Os antibiéticos da
classe das tetraciclinas sdo de interesse especial pelo fato de terem a
capacidade de inibir a atividade das MMPs, propriedade esta distinta de sua
acao antibacteriana (Schulz, 2007). Essa classe de drogas inibe a atividade
das MMPs pelo fato de serem queladores de cations divalentes, e
preferencialmente quelam o Zn** que é imprescindivel para a atividade das
MMPs (inibicdo de forma ndo seletiva). Dentre essa classe de drogas, a

doxiciclina € o mais potente inibidor de MMPs e ja é utilizada clinicamente
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como inibidor de MMPs para o tratamento da periodontite em dose
subantibiotica (Golub, Lee et al., 1998).

Recentemente, tem sido demonstrado que as MMPs, especialmente as
MMPs-2 e -9 ndo promovem apenas a degradacao da matriz extracelular, mas
também desempenham outras agdes intracelulares. Nesse contexto, as MMPs
degradam proteinas contrateis presentes nos miofilamentos finos, que inclui a Tnlc
e a miosina de cadeia leve 1 (MCL-1) gerando assim disfungao cardiaca, ilustrado
na figura 2 (Rouet-Benzineb, Buhler et al., 1999; Chow, Cena et al., 2007; Schulz,
2007). Condicdes patolégicas em que ocorre um aumento na producao de radicais
livres, especiamente o perdxido de nitrito, favorecem a ativagao das MMPs (2 e 9)
dentro dos cardiomidcitos levando a uma perda da fungdo cardiaca, que é
revertida com o uso de inibidores das MMPs (Chow, Cena et al.,, 2007). Num
estudo in vivo no qual coragbes de ratos foram submetidos a uma lesdo de
isquemia e reperfusao, a inibicdo das MMPs diminuiu a degradagao de troponina |
e ainda recuperou a fungao cardiaca (Schulz, 2007).

Recentes estudos tém mostrado que as MMPs em particular as MMPs 2
e 9, estao envolvidas na hipertensao pulmonar aguda associada a EPA (Palei,
A. C., Zaneti, R. A. et al., 2005; Souza-Costa, Zerbini, Palei et al., 2005;
Fortuna, G. M., Figueiredo-Lopes, L. et al.,, 2007; Souza-Costa, Figueiredo-
Lopes et al., 2007). De fato, estes estudos sugerem que as MMPs possam
modular a atividade de alguns peptideos vasoativos envolvidos na hipertensao
pulmonar. Ja é conhecido que a MMP-2 cliva a big endotelina-1 (vasoconstritor)
a endotelina-1-32, que tem acdo vasoconstritora similar a da endotelina-1

(Fernandez-Patron, Radomski et al., 1999). A ativagdo das MMPs durante a
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EPA também pode causar degradagao de mediadores vasodilatadores, como o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) que promove efeitos
vasodilatadores, abolindo dessa forma esse efeito (Fernandez-Patron, Stewart
et al., 2000). A MMP-2 também modula as a¢cdées da adrenomedulina que é um
peptideo vasodilatador, resultando na geracdo de produtos vasoconstritores e
vasodilatadores (Martinez, Oh et al., 2004). Através dessa agao proteolitica
sobre alguns peptideos vasoativos € possivel que as MMPs tenham efeitos
sobre o controle do ténus vascular pulmonar, podendo dessa forma contribuir

para o agravamento da hipertensao pulmonar.
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FIGURA 2: llustracdo das a¢des da MMP-2 dentro dos cardiomidcitos. A ativagdo da
MMP-2 por radicais livres pode resultar na degradagdo de proteinas cardiacas
contrateis como a Tnlc e a MCL-1. Tnlc, troponina | cardiaca; MCL-1, miosina de
cadeia leve 1; ONOO', peroxido de nitrito; H,O,, perdxido de hidrogénio. Adaptado de
(Schulz, 2007).
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1.7. Processo inflamatorio durante a EPA

A inflamacéo cardiaca contribui para lesdo miocardica durante o processo
de isquemia e reperfusdao do ventriculo esquerdo (Vinten-Johansen, 2004),
porém a contribuicdo da inflamacgao na disfuncdo do ventriculo direito induzida
por embolia pulmonar ainda ndo é bem esclarecida. Em pacientes que
faleceram em decorréncia de EPA, foi demonstrado que houve um acumulo de
células inflamatérias no miocardio do ventriculo direito (lwadate, Doi et al.,
2003). Ainda nao é bem elucidado se a isquemia e o aumento da tensdo na
parede do ventriculo direito em decorréncia da EPA, favoreca a expressao de
quimiocinas e conduza a uma lesdo de ordem inflamatdria do ventriculo direito.
Um estudo demonstrou uma melhora nos parametros hemodinamicos e na
sobrevivéncia de ratos submetidos experimentalmente a EP tratados com
antiinflamatorios (Jones, Watts et al., 2003). Outro importante estudo em um
modelo de EP em ratos mostrou que o bloqueio da migragao de neutréfilos
reduziu a inflamagao cardiaca, melhorou a fungdo contratii do miocardio e
mostrou tendéncia na reducgao da liberagao da troponina | cardiaca. Isso sugere
fortemente que a resposta inflamatéria excessiva resulta de uma infiltracao de
neutréfilos para o miocardio e contribua para a disfungdo do ventriculo direito
induzida por EPA (Watts, Zagorski et al., 2006). Acredita-se que esta resposta
inflamatdria se restrinja apenas ao ventriculo direito, pois nenhuma alteragéo no
ventriculo esquerdo foi encontrada (lwadate, Doi et al., 2003; Watts, Zagorski et

al., 20086).



2. HIPOTESE
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Neste trabalho, pretendemos testar a hipotese de que a inibicdo de
MMPs com doxiciclina possa proteger contra a lesao e disfungao ventricular

direita observadas apds a EPA.



3. OBJETIVOS
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3.1. Avaliar os efeitos hemodindmicos associados a inibicdo de MMPs
previamente a indugao da EPA,;

3.2. Avaliar alteragbes nas atividades das enzimas MMP-2 e MMP-9 no
ventriculo direito de caes submetidos a EPA;

3.3. Examinar se a inibicdo de MMPs atenua os aumentos das concentragdes
circulantes de troponina |, bem como as alteragbes nas atividades de MMP-2,
MMP-9 e mieloperoxidase (indicador de migragao de neutréfilos) no ventriculo

direito apos EPA.



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1. Preparo e monitorizagdo dos animais

Os protocolos e procedimentos cirurgicos empregados neste estudo
foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (CETEA-FMRP).

Trinta cdes mesticos de ambos os sexos (peso médio + desvio padrao =
13,5 + 2,5 kg) foram obtidos do Biotério Central — Campus da USP de Ribeirdo
Preto os quais foram anestesiados com cetamina (25 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg) por via intramuscular. A manuten¢ao da anestesia foi feita com injecdes
intramusculares repetidas a cada hora de cetamina (10 mg/kg) e xilazina (5
mg/kg). ApGs ser realizada a indugao da anestesia foi iniciada a tricotomia na
face medial dos membros pélvicos, para permitir melhor higienizagcéo e acesso
das veias e artérias femorais. A seguir, a veia femoral foi dissecada e canulada
para ser utilizada como via de administracdo de drogas. Os animais foram
ventilados mecanicamente com um ventilador (Ventilador EFRA ROAD C.F.,
Palmer SWZ Ltda., London, UK), utilizando-se ar ambiente e volume corrente
de 15 ml/kg, para isso foram entubados utilizando um traqueotubo de balonete
inflavel. Para que a ventilagdo mecanica fosse realizada de forma passiva a fim
de se evitar competicdes respiratorias, foi administrado um bloqueador
neuromuscular (brometo de pancurénio - 0,1 mg/kg dose inicial e 0,05 mg/kg
dose de manutencdo) por via intravenosa (veia femoral esquerda). A
freqUéncia respiratéria foi ajustada de modo a se obter niveis fisioldgicos de
pressao parcial de gas carbdnico no sangue arterial (PaCO,) entre 30 e 40

milimetros de mercurio (mmHg), verificados através da analise gasométrica.



Para a monitorizacdo hemodindmica, foi introduzido um cateter na
artéria femoral esquerda, cuja extremidade ficou posicionada na artéria aorta,
visando-se obter medida direta da pressao arterial média (PAM). A veia
femoral direita foi dissecada e isolada para a introducédo do cateter de Swan-
Ganz 7,5-F (Edwards Lifesciences, USA), cuja extremidade distal ficou
posicionada num dos ramos da artéria pulmonar, objetivando-se medir os
seguintes parametros hemodinamicos: pressao meédia da artéria pulmonar
(PMAP) e pressao de oclusado da artéria pulmonar (Poap) (figura 5). O lumen
proximal do cateter posicionado na veia cava caudal foi utilizado para medir a
pressao venosa central (PVC). Com a ajuda do termistor presente no cateter
de Swan-Ganz 7,5-F foi possivel avaliar o débito cardiaco (DC) em ftriplicata
pelo método da termodiluicdo (figura 6). A frequéncia cardiaca (FC) foi
avaliada por ECG de superficie (derivacdo DII). A velocidade maxima de
elevagao da pressao ventricular direita durante a sistole (dP/dt max, mmHg/s)
e a velocidade maxima de diminuigdo da pressao ventricular direita durante a
diastole ((dP/dt min, mmHg/s) foram medidas. A dP/dt max e a dP/dt min foram
utilizadas como indice de funcao sistélica e diastdlica do ventriculo direito
respectivamente, sendo mensuradas a partir de um cateter posicionado no
interior da camara do ventriculo direito. Todos os cateteres de pressao foram
acoplados aos transdutores de pressdo do monitor hemodinamico (Dixtal

modelo DX2010, Dixtal do Brasil, Manaus, Brasil).
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4.2. Protocolo Experimental
Antes do inicio do experimento propriamente dito, foram coletados 5
mL/kg de sangue venoso do animal com agulha e seringa estéreis. Este
sangue foi acondicionado em placa de vidro por 1 hora para a formagao de
coagulos. Entdo, o coagulo foi cortado e passado através de uma peneira
(tamis), de poros iguais a 3 mm. Assim, conseguimos coagulos de 2-3 mm de
diametro. Tais coagulos foram misturados a 10 mL de salina 0,9%, 5 minutos
antes da inducao da embolia.
O estudo foi composto por 4 grupos experimentais:
% Grupo Sham (n=5): recebeu apenas a infusdo de salina durante o
periodo experimental;
% Grupo Doxy (n=5): recebeu pré-tratamento com doxiciclina (10 mg/kg)
seguido de infusdo de salina
% Grupo Emb (n=10): recebeu infusdo de salina como pré-tratamento
seguido de infusdo de coagulos autdlogos (5 mL/kg)
% Grupo Doxy+Emb (n=10): recebeu pré-tratamento com doxiciclina (10

mg/kg) seguido de infusdo de coagulos autdlogos (5 mL/kg)

Apds anestesia, monitorizacdo e estabilizagdo hemodinamica por 20
minutos, foi feita a avaliagdo hemodinamica inicial (Basal) utilizando os
parametros hemodinamicos (descritos na secao 4.1). Depois de finalizada a
avaliagdo hemodinamica no momento basal os animais pertencentes aos
grupos Doxy e Doxy+Emb receberam pré-tratamento com doxiciclina (10

mg/kg), e os animais pertencentes aos grupos Sham e Emb receberam apenas
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infusdo de salina como pré-tratamento. A embolia foi induzida por infusdo dos
coagulos autologos por 5-10 minutos com o auxilio de uma seringa estéril
conectada a canula de calibre espesso inserida no atrio direito. Em seguida,
foram feitas avaliagdes hemodinamicas nos respectivos momentos: E30, E60 e
E120; correspondentes a 30, 60 e 120 minutos apds a infusdo de salina no
grupo Sham; ou infusdo de salina seguida pela indugdo da embolia no grupo
Emb; ou infusdo de doxiciclina seguida de infusdo de salina no grupo Doxy; ou
infusdo de doxiciclina antes da indugdo da embolia no grupo Doxy+Emb. A

figura 3 ilustra o procedimento experimental descrito.

Embolia Pulmonar Aguda
ou
Infusé@o de salina

Anestesia
e
Estabilizacao

Avaliacdo Hemodinamica

Basal Pré-tratamento E30 E60 E120
com doxiciclina
ou salina

Figura 3: llustracé@o do procedimento experimental.

Nos momentos Basal, E60 e E120 foram coletados 4 mL de sangue

arterial adicionados a tubos contendo solugdo de EDTA (1 mg/mL de sangue)
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para a separacao do plasma por centrifugagcdo (1000g por 10 minutos) e
armazenamento a -70°C para posteriores analises bioquimicas. Também nos
momentos Basal e E120 foram coletados mais 5 mL de sangue e colocados
em tubo estéril para que, apés a retragdo do coagulo, o mesmo fosse
centrifugado (1000g por 10 minutos) para a separagdo do soro. A seguir,
aliquotas de 1 mL foram acondicionadas a -70°C para posterior analise
bioquimica.

Apoés a avaliagcdo hemodinadmica final, os animais foram sacrificados
por meio de injegao intravenosa de cloreto de potassio. Assim que os animais
vieram a Obito foi realizada uma toracotomia, pela qual o coragdo foi
rapidamente acessado para a retirada de amostras de tecido do ventriculo
direito, que foram rapidamente congeladas e estocadas a -70 °C e
posteriormente utilizadas para as analises bioquimicas que serdao melhores

descritas nas sec¢des 4.7 a 4.10.

4.3. Cateter de Swan-Ganz

O cateter de Swan-Ganz 7,5-F (figura 4) possui trés lumens e um
termistor incorporado, que se destina a medida do débito cardiaco por
termodiluicdo. Por meio da extremidade distal € possivel medir a pressao
arterial pulmonar (lumen distal) e a pressdo de oclusdo da artéria pulmonar

(limen distal com o balado insuflado).
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Encaixe do Lumen Distal
Encaixe do Termistor Orificio do Lamen Proximal

‘ Termistor

[ y
: "' Orificio do Lumen Distal—— x

/ Valvula de inflagdo do baldao Baldo

Encaixe do Lumen Proximal

Figura 4: llustragcédo do cateter de Swan-Ganz 7,5-F.

O cateter de Swan-Ganz 7,5-F foi introduzido pela veia femoral direita
seguindo pela veia cava caudal, atrio direito, ventriculo direito ate atingir a
artéria pulmonar. A sua localizagdo pelos vasos sanguineos ou camaras
cardiacas por onde passou foi dada por registros de curvas de pressao
caracteristicas de cada um destes vasos ou camaras. Assim, o cateter de
Swan-Ganz 7,5-F atingiu o atrio direito, prosseguiu até o ventriculo direito,
registrando as curvas de pressdo tipicas destas cadmaras ao longo do ciclo
cardiaco, que foram confirmadas insuflando-se o baldo na extremidade do
cateter (figura 5 A e 5 B).

Progrediu-se a circulagdo pulmonar, onde ocorre uma mudanga no
padrdao de registro de curva, pois a pressao sistdlica normal na artéria
pulmonar pode variar de 15 a 20 mmHg, sendo esta a mesma presséo sistolica
do ventriculo direito. Entretanto, a pressao diastélica ventricular direita € em
torno de 0 a 2 mmHg enquanto que a da artéria pulmonar pode variar de 5 a
12 mmHg (ilustrado na figura 5 C). Estes registros de pressédo constituem a

primeira confirmag&o da canulag&o da artéria pulmonar.
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A segunda confirmagao desta canulagao foi dada pela oclusdo de um
dos ramos da artéria pulmonar que mostrou um tracado de pressao
semelhante ao da PVC, porém com identificacdo das ondas tipicas das
pressodes retrégradas dos capilares pulmonares (Poap), apresentando valores
discretamente maiores (8 a 10 mmHg - ilustrado na figura 5 D) em
comparagao aos valores tipicos da PVC (entre 2 e 5 mmHg). A Poap € uma
medida indireta da pressao atrial esquerda, sendo assim, um bom parametro
para auxiliar na avaliagdo da pré-carga do ventriculo esquerdo. Depois deste
procedimento, o volume insuflado no baldo do cateter de Swan-Ganz 7,5-F foi
liberado e obteve-se novamente o tracado da pressao da artéria pulmonar
(figura 5 C). Por fim, confirmou-se o posicionamento do cateter na artéria
pulmonar ao se insuflar novamente o baldao do cateter e verificar o imediato

registro tipico da curva de pressao da artéria pulmonar ocluida (figura 5 D).
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Curva da pressao obtida no
atrio direito

Curva da pressao obtikda no
ventriculo direito

Ventriculo Direito

Curva da pressao obtida na
artéria pulmonar

Artéria Pumonar

Curva da pressdo obtida
num ramo da artéria
pulmonar ocluida

Figura 5: Evolucdo do cateter de Swan-Ganz ao longo da circulagdo venosa e
registros das curvas de pressdes caracteristicas de cada vaso sangiineo ou cavidade
cardiaca, a saber: atrio direito (A), ventriculo direito (B), artéria pulmonar (C) e artéria
pulmonar com um de seus ramos ocluido pelo balao insuflado (D).
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4.4. Determinagdo do Débito Cardiaco pelo método da termodiluigdo

O método da termodiluigdo calcula o débito cardiaco (DC) a partir da
variagcdo de temperatura, dada pelo resfriamento do sangue circulante em
consequéncia da injecao de salina gelada (3,0 mL, a aproximadamente 0 °C), e
do tempo que decorre para que sejam novamente registradas temperaturas
basais, em consequéncia da lavagem da solugédo gelada ao longo da
circulagdo. As temperaturas s&o medidas por um termistor proximal
incorporado ao cateter de Swan-Ganz.

A diferenca de temperatura foi dada por um termistor posicionado em
salina resfriada (aproximadamente 0 °C), enquanto outro termistor, encontrado
na extremidade do cateter, registra a temperatura corporal do animal.
Imediatamente apds a injecao de salina resfriada, o tempo necessario para o
retorno a temperatura fisioldgica (38 °C em um cao saudavel) é representado
na forma de uma curva de variagdo da temperatura em fungdo do tempo

(ilustrado na figura 6).

o
A
|
|

Area da Curva

Temperatura °C

37°C Curva da Termodiluicao

Figura 6: Desenho representativo da curva de variagdo da temperatura em fung¢ao do
tempo, destacando a area sob a curva.
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A area sobre a curva é determinada pelo Monitor pré-programado que,
usando uma formula convencional, calcula o volume de sangue bombeado pelo

coragao por minuto, sendo o débito cardiaco (DC) expresso em L/minuto.

4.5. Calculo dos parametros hemodinamicos

Os parametros hemodinamicos calculados foram: Resisténcia Vascular
Sistémica (RVS), indice de RVS (IRVS), Resisténcia Vascular Pulmonar
(RVP), indice de RVP (IRVP) e indice Cardiaco (IC), através das seguintes

formulas:

RVS = PAM -~ PVC x 80
DC

IC

RVP = PMAP — Poap x 80
DC

IRvp= PMAP — Poap x 80
IC

Onde 80 é uma constante que converte mmHg/L/min em dina.s/cm®’m? e IC é

o indice cardiaco, que foi calculado conforme a férmula a seguir:

IC = D_C
ASC

Onde ASC ¢ a area de superficie corporea e foi calculada segundo a formula
abaixo (wood 2002b):

ASC = {peso (kg)}”**° x {altura(m)}**°""**
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4.6. Zimografia para MMP-2 e MMP-9 das amostras de plasma

A atividade da MMP-2 e MMP-9 no plasma foi determinada pelo método
da zimografia, que consiste em uma eletroforese das amostras em um sistema
SDS/PAGE que inclui o substrato da enzima (gelatina) no gel de separacao, de
modo a permitir a evidenciacao e quantificacao da atividade da MMP-2 e MMP-
9. Um microlitro de plasma foi utilizado para a visualizagdo das bandas das
MMPs no gel de eletroforese, diluidas em tampao de amostra ndo-redutor
(solugao aquosa de Tris/Cl pH 6,8 - 0,1 mol/L, 20% de glicerol, 1% de SDS e
0,001% de azul de bromofenol), na proporgdo 1:1. As amostras assim
preparadas, bem como um padrdo interno de soro fetal bovino (LGC BIO),
foram separadas através de eletroforese em um sistema descontinuo de
tampbdes, em géis de poliacrilamida preparados no laboratério a uma
concentragéao de 7% e co-polimerizados com gelatina a 1% (SIGMA). Antes da
aplicacdo no gel, as amostras e o padrédo de soro fetal bovino foram

submetidos por 15 minutos a um banho maria a 40°C.

Apoés a corrida de aproximadamente 5 horas, os géis foram submetidos
a dois banhos de 30 minutos cada (temperatura ambiente) em solugcdo de
Triton X-100 2 % para renaturar as enzimas e, em seguida, incubados durante
16 horas em tampao Tris-HCI a 50 mM, pH 7,4, contendo CaCl, a 10 mM, a
temperatura de 37°C. Apds, os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue G-250 0,05% por 3 horas, para logo em seguida serem descorados por
15, 30 e 60 minutos em metanol 30% e acido acético 10% até a visualizagao
das bandas caracteristicas da atividade gelatinolitica das MMPs: bandas claras

contra um fundo azul escuro.



A semi-quantificacdo da atividade das gelatinases foi realizada através
de densitometria das bandas usando o sistema de foto documentagcao Kodak
Electrophoresis Documentation and Analysis System (EDAS) 290 (Kodak,
Rochester, NY). A pro-MMP-2 e a pr6-MMP-9 foram identificadas como bandas

de 67 KDa e 92 KDa, respectivamente.

4.7. Zimografia para MMP-2 e MMP-9 das amostras de ventriculo direito
Para avaliar a quantidade de MMPs -2 e -9 no ventriculo direito dos caes
foi realizado ensaio de zimografia. Resumidamente, amostras de ventriculo
direito foram pesadas, colocadas em tampao de extragao (50 mmol/L de Tris-
HCI, pH 7,4, mmol/L de 1,10-fenantrolina e 1 mmol/L PMSF, 1 mM NEM, e 10
mM CaCl,.) e trituradas. Apdés 16 horas de incubagcdo as amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante foi recolhido para dosagem de proteinas
(método de Bradford). Os extratos de tecidos foram normalizados de acordo
com a concentracdo de proteinas (40ug), depois as amostras foram
submetidas a eletroforese em 12% SDS-PAGE co-polimerizado com gelatina
(1%) como o substrato. Apos eletroforese, os géis foram colocados em solugéo
de Triton X-100 a 2% por 30 minutos a temperatura ambiente, por trés vezes, e
incubadas a 37 °C durante 16 horas em tampéao Tris-HCI, pH 7,4, contendo 10
mmol/L CaCl,. Os géis foram fixados em 30% de metanol e 10% em &cido
acético, coradas com 0,05% Coomassie Brilliant Blue G-250 e, em seguida,
descorados com 30% de metanol e 10% de acido aceético. A atividade
gelatinolitica foi detectada como as bandas ndo coradas contra o fundo azul de

gelatina coradas com Coomassie azul, analisados por densitometria usando
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um sistema de analise e documentacao de eletroforese da Kodak (SADE) 290
(Kodak, Rochester, NY). A analise entre gel foi possivel apés a normalizagao
da atividade gelatinolitica com um padrao interno (soro fetal bovino). As formas
pré e ativa da MMP-2 foram identificadas como bandas em 72 e 67 kDa e as

formas pré e ativa da MMP-9 como bandas em 92 e 87 kDa.

4.8. Ensaio de atividade gelatinolitica

A atividade gelatinolitica, realizada em ventriculos direito de caes, foi
determinada usando o Kit EnzChek Gelatinase/Collagenase (E12055, Molecular
Probes, Oregon, USA). Inicialmente, foi analisada a quantidade de proteinas nas
amostras pelo método de Bradford (Sigma). Sessenta microgramas de tecido
previamente homogeneizado foi aplicado, em duplicatas, em cada pogo de uma
microplaca. Como substrato, utilizou-se DQ gelatin (E12055, Molecular Probes,
Oregon, USA) na concentracdo de 5 ug/mL, preparada em tampao Tris-CaCl,
(Tris a 50 mM, CaCl, a 10 mM, ZnCl; a 1 uM). A atividade gelatinolitica foi
determinada por um espectrofluorémetro (Aexcitagso 495, Aemissso 515 NM; Gemini
EM, Molecular Devices, Sunnyvale, CA), apés 120 minutos de incubagao a 37
°C. Fenantrolina 1 mM (inibidor de gelatinases) e fluoreto fenilmetilsulfonil
(PMSF) 1 mM (inibidor de serina proteases) foram utilizados para confirmar a

atividade das MMPs no ventriculo direito.

4.9. Zimografia in situ
A atividade das MMPs, in situ (ventriculos direito), foi analisada utilizando

como substrato DQ gelatin (E12055, Molecular Probes, Oregon, USA) na
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concentracao de 20 ug/mL, preparada em tampao Tris-CaCl, (Tris a 50 mM,
CaCl; a 10 mM, ZnCl; a 1 uM). Inicialmente, os tecidos foram congelados em
OCT, cortados a 4-um de espessura, e incubados com o substrato DQ gelatin
por 60 minutos. Para isto, utilizou uma camara umida e escura. Apds este
periodo, os cortes foram lavados com PBS e fixados em paraformaldeido a 4%,
por 10 minutos. Com auxilio de um microscopio de fluorescéncia (Leica)
acoplado a uma camera fotografica, as imagens dos cortes foram registradas na
objetiva de 40x. A atividade gelatinolitica, in situ, foi visualizada por uma cor
verde brilhante. Para analise e quantificagdo da atividade, utilizou-se o programa
Imaged (NIH - Instituto Nacional de Saude). Fenantrolina 1 mM (inibidor de
gelatinases) e fluoreto fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM (inibidor de serina
proteases) foram utilizados para confirmar a atividade das MMPs no ventriculo

direito.

4.10. Determinacédo da atividade da enzima mieloperoxidase no ventriculo
direito

A quantificacdo do acumulo de neutréfilos no coragao (ventriculo direito)
foi determinado pelo ensaio da atividade da mieloperoxidase de
homogeneizados de ventriculo direito. Amostras de ventriculo direito
(aproximadamente 1g) de cada animal foram colocadas em 2 mL de tampéao
(NaCl 0,1 M, NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,015 M) gelado, em pH 4,7 e estocados
a -20°C. Para se realizar o ensaio, as amostras que estavam estocadas foram
homogeneizadas em Pollytron e em seguida centrifugadas a 3.000 xg por 15

minutos a 4°C. Foi realizado um choque hipoténico no “pellet” das células com
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10 ml de NaCl 0,2%. Depois de uma nova centrifugagcado a 3.000 xg por 15
minutos a 4°C, o “pellet” foi ressuspenso em tampao NaPO4 (pH 5,4) contendo
0,5% de brometo de hexadeciltrimetiiamonio (HTAB) e novamente
homogeneizado em Pollytron. A seguir o homogeneizado foi centrifugado a
10.000 xg por 15 minutos a 4 °C e o sobrenadante das amostras de ventriculo
direito diluido 3:50 em tampéao fosfato 0,08 mM pH 5,4. O ensaio foi realizado
em placa de ELISA com 96 pocos, sendo que em cada pogo foram adicionados
25 ul de TMB ( 3, 3’, 3, 3-tetrametilbenzidina; 1,6 mM) e 100 pl de H»O, (0,5
mM). O meio de reagao foi incubado por 5 minutos a 37 °C, sob proteg¢ao da
luz, seguido pela interrupcédo da reacao pela adicao de acido sulfurico 4 M. A
quantificacdo dos neutrdfilos foi feita a partir de uma curva padrdao de
neutréfilos (obtidos da cavidade peritoneal de camundongos, 6 horas apos a
administragcdo de carragenina) diluidos seriadamente em NaPO,4 0,08 M, 1 x
10° neutrdfilos/pogo/50 pl. A absorbancia foi determinada em leitor de ELISA
(Spectra Max 250; Molecular Devices) no comprimento de onda de 450 nm.

Resultados estao expressos como numero de neutréfilos por mg de tecido.

4.11. Dosagem da troponina | cardiaca

A troponina | cardiaca foi dosada em amostras de soro através da
técnica de imunoensaio enzimatico (tipo sanduiche) quimioluminescente com
dois sitios em que foi usado o Kit Immulite (Diagnostic Products Corporation,
Los Angeles, CA, USA).

A fase solida, uma pérola de poliestireno encapsulada dentro da unidade

teste IMMULITE é recoberta com anticorpo monoclonal especifico a troponina |
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de murino. Enquanto o soro do animal e a fosfatase alcalina conjugada a
anticorpo policlonal especifico a troponina | de cabra sao incubados por 30
minutos a 37°C na unidade teste, com agitacado intermitente, a troponina | da
amostra é ligada de maneira a formar um complexo de anticorpos tipo
"sanduiche". O conjugado nao ligado é entdo removido pela lavagem por
centrifugacao, o substrato é adicionado e a unidade teste € incubada por mais
10 minutos. O substrato quimiluminescente usado na reagao enzimatica € um
éster de adamantil fosfato dioxetano, o qual é submetido a hidrélise na
presenca da fosfatase alcalina gerando um intermediario instavel. A producao
continua deste intermediario resulta na emissao de luz ininterrupta aumentando
assim a precisao por prover uma janela para multiplas leituras. O complexo
ligado, assim como sua emissao de fétons sdao medidos pelo lumindémetro, no
analisador Immulite (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA),
sendo proporcional a concentragao de troponina | existente na amostra. A

concentracao minima detectavel pelo ensaio é de 0,35 ng de troponina I/mL.

4.12. Analise Estatistica

Os resultados pertinentes as medidas hemodinamicas bem como os
resultados da troponina | e atividade das MMPs 2 e 9 em amostras de
ventriculo direito foram apresentados como média e seus respectivos erro
padrdo da meédia (média + EPM). Os resultados relacionados a dosagem das
MMPs 2 e 9 no plasma foram expressos como delta % e seus respectivos erro

padrao da média.
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A comparagao intra-grupos experimentais ao longo do tempo foi feita por
uma analise de variancia para amostras repedidas (MANOVA), seguido pelo
post hoc test de Dunnett. A comparacgao entre os grupos experimentais a cada
momento experimental foi feita por uma analise de varidncia univariada
(ANOVA), seguido pelo post test de Dunnett (# = p < 0,05 versus grupo Emb).

Foi considerado estatisticamente significativo o valor minimo de

probabilidade < 0,05 (p < 0,05).



5. RESULTADOS
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5.1. Resultados hemodinamicos

Os dados hemodindmicos referentes aos grupos Sham e Doxy se
mantiveram constantes, nao apresentando quaisquer mudancgas significativas
durante todo o experimento.

Os parametros hemodindmicos basais, antes da indugdo da embolia
pulmonar aguda (EPA), foram semelhantes em todos os grupos experimentais.
A infusdao de coagulos autdlogos (5mL/kg) foi efetuada em um tempo maximo
de dez minutos. Decorridos 30 minutos apds este procedimento, foram
verificados aumentos estatisticamente significativos em algumas variaveis
hemodinamicas nos grupos embolizados (Emb e Doxy+Emb).

A pressdo média da artéria pulmonar (PMAP) aumentou em
aproximadamente 160%, quando comparado o momento basal ao E30 (12+1
para 312 mmHg, *P<0,05) no grupo Emb, que na auséncia de pré-tratamento
permaneceu elevada até o fim do experimento. No grupo Doxy+Emb, que foi
pré-tratado com doxiciclina (inibidor nao-seletivo das MMPs) a PMAP
aumentou em cerca de 125% (131 para 29+1 mmHg, *P<0,05) comparando o
momento basal ao E30, onde no momento E60 apresentou uma tendéncia de
queda, que nao foi estatisticamente significativa. Entretanto no momento E120
houve uma redugédo da hipertensdo pulmonar em aproximadamente 20%, se
comparados os grupos Emb e Doxy+Emb (32+2 para 26x1 mmHg, #P<0,05),

respectivamente (figura 7).
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Figura 7: Avaliacdo da pressdo média da artéria pulmonar em funcéo do tempo.
Pressdo média da artéria pulmonar (PMAP) em mmHg dos grupos Sham (N=5), Doxy
(N=5), Emb (N=10) e Doxy+Emb (n=10) nos momentos Basal (BL), E30, E60 e E120
minutos apds a indugdo da embolia pulmonar aguda. Os valores sdo as médias +
E.P.M. * P<0,05 vs respectivo basal, # P<0,05 vs grupo Emb.

O indice de resisténcia vascular pulmonar (IRVP) aumentou em
aproximadamente 362%, quando comparado o momento basal ao E30 (142119
para 656+103 dina.s.cm™.m™, *P<0,05) no grupo Emb, que na auséncia de pré-
tratamento permaneceu elevada até o fim do experimento. No grupo
Doxy+Emb, que foi pré-tratado com doxiciclina (inibidor nao-seletivo das
MMPs) o IRVP aumentou em cerca de 232% (180128 para 597151 dina.s.cm’
5.m'2, *P<0,05) comparando o momento basal ao E30, onde no momento E60
apresentou uma tendéncia de queda, que nao foi estatisticamente significativa.

Entretanto no momento E120 houve uma reducao IRVP em cerca de 38% se
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comparados os grupos Emb e Doxy+Emb (828+120 para 51441 dina.s.cm™.m

2 #P<0,05), respectivamente (Figura 8).

#
1
1000+ *
N
g * 1
o~ 800- * 1
£ 1 * *
© 600+ L T *
2 T
S 4004
= o L
o 2001 & T .
SEEE 55§ f355 235§
n O + n O + n O + n O +
> > > >
x x x x
o o o o
o )] o o
BL E30 EGO E120

Figura 8: Avaliacdo do indice de resisténcia vascular pulmonar em funcédo do
tempo.

indice de resisténcia vascular pulmonar (IRVP) em dina.s.cm®.m? dos grupos Sham
(N=5), Doxy (N=5), Emb (N=10) e Doxy+Emb (n=10) nos momentos Basal (BL), E30,
E60 e E120 minutos apds a indugdo da embolia pulmonar aguda. Os valores séo as
médias + E.P.M. * P<0,05 vs respectivo basal, # P<0,05 vs grupo Emb.



A inducdo da EPA nao causou diferencas significativas na pressao
arterial média nos diferentes grupos, apenas ocorreram pequenas flutuagdes
que nao foram estatisticamente significativas nos grupos durante todo o

experimento (conforme ilustrado na figura 9).
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Figura 9: Avaliagcdo da presséo arterial média em funcéo do tempo.

Pressao arterial média (PAM) em mmHg dos grupos Sham (N=5), Doxy (N=5), Emb
(N=5) e Doxy+Emb (n=5) nos momentos Basal (BL), E30, E60 e E120 minutos apods a
indugcdo da embolia pulmonar aguda. Os valores sao as médias £ E.P.M.
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De maneira semelhante ao ocorrido com a PAM, a indugao da EPA nao
causou diferengas significativas no indice de resisténcia vascular sistémico
(IRVS), nos diferentes grupos, apenas ocorreram pequenas flutuagdes que nao
foram estatisticamente significativas nos grupos durante todo o experimento

(conforme ilustrado na figura 10).
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Figura 10: Avaliacao do indice de resisténcia vascular sistémica em funcéo do
tempo.

indice de resisténcia vascular sistémica (IRVS) em dina.s.cm®.m? dos grupos Sham
(N=5), Doxy (N=5), Emb (N=10) e Doxy+Emb (n=10) nos momentos Basal (BL), E30,
E60 e E120 minutos apds a indugéo da embolia pulmonar aguda. Os valores sao as
médias + E.P.M.
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A EPA causou uma aparente reducao, porém estatisticamente negativa
do indice cardiaco (IC) no grupo Emb até o fim do experimento, quando
comparado ao momento basal. No grupo Doxy+Emb, n&do houve reducédo do
indice cardiaco (IC) durante o experimento, no entanto no momento E120 o
indice cardiaco do grupo Emb foi estatisticamente diferente do grupo
Doxy+Emb em cerca de 20% (2,5+0,2 para 3,0+0,1 L. min".m? #P<0,05)

respectivamente (Figura 11).
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Figura 11: Avaliac&o do indice cardiaco em fung&o do tempo.

indice Cardiaco (IC) em I.min"".m? dos grupos Sham (N=5), Doxy (N=5), Emb (N=10) e
Doxy+Emb (n=10) nos momentos Basal (BL), E30, E60 e E120 minutos apds a
inducdo da embolia pulmonar aguda. Os valores sdo as médias + E.P.M., # P<0,05 vs
grupo Emb.
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Nao houve mudancgas significativas na frequéncia cardiaca (FC) com a
instalacdo EPA nos diferentes tempos de observagdo e nem entre os grupos

experimentais, como apresentado na figura 12.
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Figura 12: Avaliacdo da freqiiéncia cardiaca em funcéo do tempo.

Frequéncia cardiaca (FC) em batimentos por minuto dos grupos Sham (N=5), Doxy
(N=5), Emb (N=10) e Doxy+Emb (n=10) nos momentos Basal (BL), E30, E60 e E120
minutos apds a inducdo da embolia pulmonar aguda. Os valores sdo as meédias *
E.P.M.
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A dP/dt maxima do ventriculo direito nao sofreu mudancgas
estatisticamente significativas em consequéncia da embolia pulmonar aguda,
apesar de que os grupos Emb e Doxy+Emb mostraram uma tendéncia de
aumento (figura 13). Da mesma forma a dP/dt minima do ventriculo direito ndo
sofreu alteragdes estatisticamente significativas apdés a indugdo da embolia

pulmonar aguda, conforme pode ser visualizado na figura 14.
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Figura 13: Avaliacdo da dP/dt maxima em funcao do tempo.

dP/Dt maxima em mmHg/s dos grupos Sham (N=5), Doxy (N=5), Emb (N=10) e
Doxy+Emb (n=10) nos momentos Basal (BL), E30, E60 e E120 minutos apds a
inducédo da embolia pulmonar aguda. Os valores sao as médias + E.P.M.
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Figura 14: Avaliacédo da dP/dt minima em funcédo do tempo.

dP/dt minima em mmHg/s nos grupos Sham (N=5), Doxy (N=5), Emb (N=10) e
Doxy+Emb (n=10) nos momentos Basal (BL), E30, E60 e E120 minutos apds a
inducédo da embolia pulmonar aguda. Os valores sao as médias + E.P.M.
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5.2. Resultados da atividade gelatinolitica das metaloproteinases 2 e 9
Com relagdo ao ensaio da zimografia nas amostras de plasma,
enquanto a atividade da MMP-2 ndo aumentou significativamente apés a EPA
(figura 15), a atividade da MMP-9 aumentou aproximadamente 105% no grupo
EMB. O pré-tratamento com doxiciclina no grupo Doxy+Emb diminuiu a

atividade da MMP-9 no plasma para valores basais (Figura 16).
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Figura 15: Avaliacéo da atividade das MMP-2 pelo método da zimografia.

Delta percentual em relagdo ao momento basal (100%) da atividade gelatinolitica da
MMP-2 no plasma nos grupos Sham (N=5), Doxy (N=5), Emb (N=10) e Doxy+Emb
(n=10), nos momentos Basal (BL), E60 e E120 minutos apo6s a indugcédo da embolia
pulmonar aguda. Os valores sao o delta % + E.P.M.
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Figura 16: Avaliacéo da atividade das MMP-9 pelo método da zimografia.

Delta percentual em relagdo ao momento basal (100%) da atividade gelatinolitica da
MMP-9 no plasma nos grupos Sham (N=5), Doxy (N=5), Emb (N=10) e Doxy+Emb
(n=10), nos momentos Basal (BL), E60 e E120 minutos apo6s a indugcéo da embolia
pulmonar aguda. Os valores sédo o delta % + E.P.M. * P<0,05 vs respectivo basal, #
P<0,05 vs grupo Emb.

De forma semelhante a zimografia das MMPs 2 e 9 no plasma; o ensaio
da zimografia nas amostras de ventriculo direito também demonstrou que a
atividade da MMP-2 n&o aumentou significativamente apos a EPA. No entanto
a atividade da MMP-9 teve uma tendéncia de aumento no grupo Emb, porém

nao foi significativa (Figura 18).
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Figura 17: Gel de zimografia exibindo as bandas caracteristicas de pro-MMP-9 e pro-
MMP-2 nos grupos Sham (N=5), Doxy (N=5), Emb (N=10) e Doxy+Emb (n=10).

104

@ _ 107
ki 3
o g
a oz
éa ::
= 057 T = 05
o3 T o9
0.0 0.0
Q& S © © Q S © ©
P & x<<}° ¢ i~ & x@é‘
<>°J§ <>°”6

Figura 18: Avaliacdo da atividade das MMPs 2 e 9 pelo método da zimografia
Atividade gelatinolitica da MMP-9 e MMP-2 em amostras de ventriculo direito nos
grupos Sham (N=5), Doxy (N=5), Emb (N=10) e Doxy+Emb (n=10) 120 minutos apods a
indugdo da embolia pulmonar aguda. Os valores séo a média + E.P.M.

No ensaio que avalia a atividade gelatinolitica das MMPs 2 e 9 utilizando
um kit de atividade gelatinolitica, os animais do grupo Sham e Doxy nao
apresentaram mudancgas significativas. No entanto, a indugao da embolia
pulmonar aguda promoveu um aumento da atividade gelatinolitica das MMPs-2

e 9; o pré-tratamento com doxiciclina atenuou esse aumento da atividade
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gelatinolitica, respectivamente nos grupos Emb e Doxy+Emb de forma

significativa (Figura 19).
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Figura 19: Avaliacdo da atividade das MMPs 2 e 9 utilizando um kit de atividade
gelatinolitica.

Atividade gelatinolitica da MMP-9 e MMP-2 em amostras de ventriculo direito nos
grupos Sham (N=5), Doxy (N=5), Emb (N=10) e Doxy+Emb (n=10) 120 minutos apods a
indugdo da embolia pulmonar aguda. Os valores sdo a média + E.P.M. * P<0,05 vs
grupo Sham, # P<0,05 vs grupo Emb.

A zimografia in situ também foi realizada com o intuito de se avaliar a
atividade das gelatinases, onde os animais dos grupos Sham e Doxy né&o
apresentaram mudancgas significativas. A indu¢ao da embolia pulmonar aguda
promoveu um aumento da atividade das gelatinases no grupo Emb, e o pré-
tratamento com doxiciclina no grupo Doxy+Emb mostrou uma tendéncia em
diminuir a atividade das gelatinases, porém de forma nao significativa (Figura

21).
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Figura 20: Fotografia de cortes de ventriculo direito de cades nos grupos Sham (N=5),
Doxy (N=5), Emb (N=10) e Doxy+Emb (n=10).
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Figura 21: Avaliacdo da atividade das MMPs 2 e 9 pelo método da zimografia in
situ.

Atividade gelatinolitica da MMP-9 e MMP-2 em amostras de ventriculo direito nos
grupos Sham (N=5), Doxy (N=5), Emb (N=10) e Doxy+Emb (n=10) 120 minutos apds a
indugao da embolia pulmonar aguda. Os valores sdo a média £+ E.P.M. * P<0,05 vs
grupo Sham.
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5.3. Resultado da atividade da mieloperoxidase (MPO)

O ensaio da atividade da mieloperoxidase (MPQO) foi utilizado para
quantificar o acumulo de neutréfilos no coragao (ventriculo direito). Os animais
dos grupos Sham e Doxy nao apresentaram mudancgas significativas, no
entanto a indugdo da embolia pulmonar aguda promoveu um aumento na
atividade da MPO correspondente a um maior acumulo de neutréfilos para o
ventriculo direito dos animais do grupo embolia (* P<0,05). O pré-tratamento
com doxiciclina diminuiu a atividade da MPO no grupo Doxy+EMB (# P<0,05),
resultando numa menor quantidade de neutréfilos no coragdo dos animais

pertencentes a esse grupo (Figura 22).
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Figura 22: Avaliacdo da migracdo de neutréfilos pelo método da mieloperoxidase

(MPO).

Atividade da MPO em amostras de ventriculo direito nos grupos Sham (N=5), Doxy
(N=5), Emb (N=10) e Doxy+Emb (n=10) 120 minutos apdés a inducdo da embolia
pulmonar aguda. Os valores sdo a média + E.P.M. * P<0,05 vs grupo Sham, # P<0,05
vs grupo Emb.
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5.4. Resultado da dosagem de troponina |

Com relagdo ao ensaio da troponina |, os animais dos grupos Sham e
Doxy nédo apresentaram mudancas significativas. Entretanto a inducdo da
embolia pulmonar aguda foi associada com aumento significativo da troponina |
no soro no grupo Emb e o pré-tratamento com doxiciclina no grupo Doxy+Emb
diminuiu a concentragdo de troponina | no soro de 61% para 43%

respectivamente (conforme representado na figura 21).
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Figura 23: Avaliagcdo da concentracdo de troponina | no soro pelo método de
imunoensaio enzimatico por quimiluminescéncia.
Concentragao de troponina | no soro nos grupos Sham (N=5), Doxy (N=5), Emb
(N=10) e Doxy+Emb (n=10) nos momentos Basal (branco) e E120 (preto) minutos
apos a indugao da tromboembolia pulmonar aguda. Os valores sdo a média £ E.P.M. *
P<0,05 vs respectivo basal, # P<0,05 vs grupo Emb.



6. DISCUSSAO
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A inibicado das MMPs por doxiciclina (inibidor ndo seletivo) antes da
indugdo da EPA mostrou ter efeitos hemodindmicos benéficos nesse estudo.
Os animais do grupo Emb que foram submetidos a EPA tiveram aumentos
tanto da PAP quanto do IRVP, caracterizando a hipertensdo pulmonar aguda
induzida por EPA. Em contraste, os aumentos da PAP e do IRVP dos animais
do grupo Doxy+Emb (pré-tratados com doxiciclina seguido de indugao da EPA)
foram menos intensos que do grupo Emb, observando-se uma queda ao longo
do tempo, que foi significante 120 minutos apds a indugcao da embolia. Isto
sugere que as MMPs, possivelmente as MMP-2 e -9 participam do processo de
hipertensdo pulmonar induzida por EPA, e que a inibicdo das MMPs possa ser
utilizada para atenuar o disturbio hemodinamico causado pela EPA. Isso pode
ser explicado pelo fato das MMPs modularem as ag¢des de alguns peptideos
vasoativos liberados durante a EPA e que promovem hipertensdo pulmonar.
Como exemplo, a MMP-2 cliva a big-endotelina (vasoconstritor) a endotelina 1-
32, que tem potente acdo vasoconstritora similar aquela produzida pela
endotelina-1 (Fernandez-Patron, Radomski et al., 1999). A MMP- 2 também
afeta as acgdes de peptideos vasodilatadores incluindo a adrenomedulina
gerando tanto produtos vasoconstritores como vasodilatadores, bem como
suprime as agoes vasodilatadoras do CGRP (Fernandez-Patron, Stewart et al.,
2000; Martinez, Oh et al.,, 2004). Esses efeitos sobre alguns peptideos
vasoativos sugerem que as MMPs possam participar do controle do tonus
vascular pulmonar, aumentando a liberacdo de mediadores vasoconstritores,
bem como degradando mediadores vasodilatadores, agravando, dessa forma,

a hipertensdo pulmonar. Esta sugestdo € apoiada por outros trabalhos que
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sugerem que as MMPs participem da hipertensdo pulmonar, e que a inibigao
destas poderia resultar em melhora hemodinamica durante EPA (Palei, A. C.,
Zaneti, R. A. et al., 2005; Fortuna, G.M., Figueiredo-Lopes, L. et al., 2007).

A inibicao das MMPs nao influenciou a presséao arterial sistémica nem o
indice de resisténcia vascular sistémico (IRVS). Isso sugere uma possivel
seletividade dos efeitos da inibicdo das MMPs pela doxiciclina para os vasos
pulmonares em nosso modelo de embolia pulmonar aguda, onde nao foi
observada hipotensao sistémica devida ao pré-tratamento com doxiciclina.

Em relagdo ao indice cardiaco (IC), a inibigdo das MMPs antes da
indugao da embolia pulmonar protegeu contra a queda do IC ao longo de todo
o experimento. Isso sugere que, de alguma forma, as MMPs possam promover
efeitos que prejudiquem a fungao cardiaca durante a EPA. Uma das variaveis
que podem alterar o débito cardiaco € a freqléncia cardiaca (FC), que
permaneceu inalterada entre os grupos durante todo o experimento.

Para avaliar a fungao do ventriculo direito durante a EPA, foram medidas
a dP/dt max e a dP/dt min como indices de fungao sistdlica e diastdlica do
ventriculo direito, respectivamente. Observamos que, embora a indugdo da
EPA nao tenha aumentado significativamente a dP/dt max e a dP/dt min,
observamos maiores dP/dt max e a dP/dt min nos animais embolizados em
comparagao com 0s ndo embolizados. Entretanto, ndo observamos quaisquer
diferencas nestes parametros quando comparamos 0s animais embolizados
tratados com doxiciclina com aqueles que recebem veiculo (controles), o que
nos indica que a inibicdo de MMPs pela doxiciclina ndo foi capaz de afetar

significativamente o desempenho do ventriculo direito avaliado com estes
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parametros. Talvez, se a avaliagao da dP/dt max e dP/dt min apds a indugao
da EPA fosse realizada muito mais tardiamente (6 ou 9 horas apos EPA, por
exemplo) conseguiriamos observar diferencas significativas e expressivas entre
0s grupos, possivelmente mostrando que, de alguma forma, a inducao da EPA
poderia induzir alteracbes de fungdo cardiaca contra as quais a inibicdo de
MMPs poderia ter efeito protetor. Esta sugestdo tem por base nossos
resultados de troponina | cardiaca medida no soro, conforme discutimos
abaixo.

Recentes estudos tem implicado as MMPs na EPA (Palei, A. C. T.,
Zaneti, R. A. G. et al., 2005; Souza-Costa, Zerbini, Palei et al., 2005; Fortuna,
G. M., Figueiredo-Lopes, L. et al., 2007; Souza-Costa, Figueiredo-Lopes et al.,
2007), porém o exato mecanismo de como isso ocorre ainda nao foi elucidado.
Em nosso estudo, mostramos, por diferentes ensaios, que a atividade das
MMPs esta aumentada apdés a indugcdo da EPA por infusdo de coagulos
autdlogos (5mL/kg). Esse aumento da atividade das gelatinases foi encontrado
tanto em amostras de plasma quanto em amostras de ventriculo direito. Isso
sugere que, além de influenciar a hipertensdo pulmonar induzida por EPA, as
MMPs-2 e -9 também possam influenciar a fungado cardiaca, participando de
alguma forma da disfungéo do ventriculo direito em decorréncia da EPA.

Durante a EPA ¢é possivel que as MMPs-2 e -9 estejam realizando parte
de suas acbes dentro dos cardiomidcitos, degradando proteinas contrateis
como a troponina cardiaca | (Tnlc) e a miosina de cadeia leve 1 (MCL-1)
(Rouet-Benzineb, Buhler et al., 1999; Chow, Cena et al., 2007; Schulz, 2007).

Nossos dados corroboram esta sugestao, pois observamos que, no grupo Emb,
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houve um aumento na liberagcdo de troponina | e no grupo Doxi+Emb o
aumento das concentracbes de troponina | no soro foram atenuados,
possivelmente em funcdo da inibicado das MMPs. A degradacao de proteinas
contrateis do miocardio pelas MMPs pode intensificar a disfungéo ventricular
direita, sugerindo, assim, que as MMPs possam participar da fisiopatologia da
EPA. A acao das MMPs com propensao a degradagao de proteinas contrateis
dos cardiomiécitos pode explicar em parte a disfungcao ventricular direita que
ocorre em funcado da EPA. A diminuicdo da pés-carga do ventriculo direito em
decorréncia da atenuacgado da hipertensao pulmonar também poderia resultar
em melhora da performance do ventriculo direito. De fato, é possivel que
estejam ocorrendo essas duas situagdes em nosso estudo, ou seja, € possivel
que a inibicdo das MMPs diminua tanto a degradagao de troponina | cardiaca
diretamente, como também possa atenuar a hipertensao pulmonar induzida por
EPA, reduzindo assim a sobrecarga e a isquemia do VD.

Alguns estudos sugerem haver aumento da migragcao de neutréfilos para
o ventriculo direito em funcdo da EPA. Isso possivelmente ocorre devido a
lesao isquémica do ventriculo direito em consequéncia da EPA, promovendo a
sintese de quimiocinas, quimiotaxia e infiltracdo de neutréfilos para o tecido
cardiaco (Watts, Zagorski et al., 2006). Nossos resultados de mieloperoxidase
sdo consistentes com esta sugestao. Ainda, a MMP-9 é usualmente estocada
em granulos dentro dos neutréfilos maduros, sendo possivel que estimulos por
fatores quimiotaticos produzam liberagdo de MMP-9 por degranulagao
leucocitaria rapida (menos de 1 hora) (Opdenakker, Van Den Steen et al.,

2001). Portanto, como os neutréfilos podem liberar grandes quantidades de
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MMP-9 (Fernandez-Patron, Zouki et al., 2001; Van Den Steen, Dubois et al.,
2002), é possivel que isto tenha ocorrido no ventriculo direito apos EPA,
criando um ambiente favoravel a degradacgao de proteinas cardiacas contrateis
como a Tnlc e a MCL-1. Nossos resultados apoiam esta hipotese, sendo
portanto possivel que os aumentos de MMP-9 sejam oriundos da degranulagao
de neutrdfilos ativados, explicando em parte os aumentos da atividade da
MMP-9 circulante e no tecido cardiaco direito. Nosso estudo mostra aumentos
na atividade da mieloperoxidase (MPO) no VD apds EPA, o que pode refletir
migracao neutrofilica no grupo Emb. Em contraste, a inibicdo das MMPs por
doxiciclina pode ter atenuado a migracdo dos neutrofilos para o tecido
cardiaco, possivelmente diminuindo tanto a liberacdo de MMP-9 como as
acdes da MMP-9 eventualmente liberada na intimidade do miodardio. Neste
sentido, um estudo prévio sugeriu que a gelatinase B (MMP-9) de origem
neutrofilica potencializasse as agdes da interleucina 8 (IL-8), aumentando a
quimiotaxia dos neutréfilos, conferindo assim um efeito pro-inflamatério para a
MMP-9. Dessa forma a MMP-9 nao seria apenas um efetor, mas também um
regulador da funcao leucocitaria (Opdenakker, Van Den Steen et al., 2001).
Assim, estes fatos podem explicar, ao menos em parte, como a inibicdo das
MMPs pode ter diminuido a migragdo neutrofilica para o VD, conforme
sugerem os resultados de MPO. Estratégias farmacolégicas que visassem a
inibicdo da MMP-9 poderiam atenuar os disturbios hemodinadmicos induzidos
pela EPA.

O aumento do estresse oxidativo € um importante estimulador do

recrutamento de neutréfilos para o coragao durante infarto do miocardio (Ren,
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Dewald et al., 2003). Alguns estudos demonstraram que ocorre um aumento do
estresse oxidativo em decorréncia da EPA (Dias-Junior, Souza-Costa et al.,
2005; Souza-Costa, Zerbini, Metzger et al., 2005; Cau, Dias-Junior et al., 2008).
Desta forma, o aumento do estresse oxidativo poderia promover a ativagcao de
neutréfilos que, além de liberarem grandes quantidades de MMP-9, também
poderiam liberar anions superoxido e outras espécies reativas de oxigénio
(Dikshit, Srivastava et al., 1989). Este efeito poderia gerar um ciclo vicioso,
havendo mais estimulagao da migracado neutrofilica para o ventriculo direito e
ativacédo das MMP-2 e -9 dentro dos cardiomidcitos. Isso poderia gerar uma
intensa degradacao de proteinas contrateis do miocardio, causando disfungao
ventricular direita associada a EPA.

Nosso estudo tem algumas limitacbes que devem ser levadas em
consideragao. Em primeiro lugar podemos citar o uso de um inibidor nao
seletivo das MMPs (doxiciclina), o qual inibe varias MMPs e nao s6 as MMPs-2
e -9 que parecem ser importantes na EPA. Como ja é descrito, algumas MMPs
regulam a atividade de outras (Chow, Cena et al., 2007; Schulz, 2007) e a
inibicdo ndo seletiva poderia de alguma forma influenciar essa regulagao.
Segundo, a avaliacdo hemodindmica durante o experimento deveria ser
realizada por um tempo mais longo, pois talvez diferentes resultados fossem
encontrados em relagao a avaliacdo da funcao cardiaca pela dP/dt max e min,
e sobre a atividade da MMP-2 por exemplo. Nesse contexto, talvez
encontrassemos alguma diferenga significativa entre os grupos EMB e
Doxy+EMB em relagdo a dP/dt max e dP/dt min em avaliagdes mais tardias,

pois supostamente o desempenho cardiaco do grupo Doxy+Emb poderia estar



melhor do que a do grupo Emb no decorrer do tempo. A atividade da MMP-2
também poderia aumentar se fosse feita uma analise algumas horas mais
tarde. Demonstrou-se em células endoteliais cardiacas que hipoxia de curta
duracédo (6 horas) inibe a sintese de mRNA da MMP-2. Porém, hipoxia de
longa duracdo (24 horas) aumentou o mRNA da MMP-2 (Alfonso-Jaume,
Bergman et al., 2006; Chow, Cena et al., 2007).

Concluindo, a inibicado das MMPs previamente a indugdo da EPA
parece ter efeitos importantes na protecdo contra a disfungdo do ventriculo
direito. De fato isso pode ter ocorrido porque a inibicdo das MMPs diminuiu a
hipertensdo pulmonar aguda induzida por EPA, a migragao dos neutroéfilos para
o ventriculo direito, a liberagdo de troponina | cardiaca no soro, bem como a
atividade das MMPs-2 e -9 no ventriculo direito. Provavelmente isso atenuou as
acdes das MMPs na intimidade dos cardiomidcitos, com consequente
diminuicdo da degradagao de proteinas contrateis cardiacas e tendéncia a
melhora do desempenho cardiaco. Esses efeitos podem proteger o ventriculo
direito contra lesbes em consequéncia da EPA, possivelmente resultando em

efeitos hemodinamicos benéficos a curto e longo prazo.
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7.1. A inibicado das MMPs previamente a indugdo da EPA atenuou a
hipertensdo pulmonar aguda, promovendo melhora do quadro hemodinamico
dos animais submetidos a embolia pulmonar aguda (EPA).

7.2. Durante a EPA constatou-se aumento da atividade da MMP- 9 no
plasma, bem como da atividade das gelatinases no ventriculo direito.

7.3. A inibicado de MMPs por doxiciclina atenuou os aumentos das
concentragdes circulantes de troponina | associados a EPA. Este efeito foi
associado a menores atividades de mieloperoxidase no ventriculo direito.

Conjuntamente, estas conclusdes parciais nos levam a conclusao final de
que a inibicao de MMPs pode atenuar a lesdo miocardica do ventriculo direito
associada a EPA, possivelmente levando a melhor desempenho cardiaco
durante EPA. Isto pode ser explicado por inibigdo da migracéo de leucdcitos
para a intimidade do miocardio, com liberacdo de menores quantidades de
MMPs e/ou inibicao de MMPs liberadas por leucécitos, proporcionando um

efeito protetor contra a degradacédo de miofilamentos contrateis durante EPA.
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