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RESUMO




Metaloproteinases modulam a contratilidade vascular e podem afetar a hipertensdo
pulmonar que ocorre na embolia pulmonar induzida (EPA). N6s examinamos os efeitos da
administracdo de doxiciclina ( um inibidor das metaloproteinases) em caes anestesiados e

submetidos a EPA.

Métodos: 5 cdes no grupo sham receberam somente salina. EPA foi induzida por injecio
intravenosa de microesferas em quantidade suficiente para aumentar a pressdo média
arterial pulmonar (PMAP) em 20 mmHg e cdes do grupo embolia receberam salina (grupo
embolia, N=8) ou doxiciclina (10 mg/Kg, i.v.) 5 ou 30 minutos ap6s EPA (grupos embolia
+ doxi 5 e embolia + doxi 30, N=9 e 8, respectivamente). Avaliagdo hemodinamica foi feita
no momento basal e de 5 a 120 minutos ap6és EPA. Zimografia da MMP-2 e da MMP-9 foi

feita nas amostras de plasma.

Resultado: nenhuma mudanca hemodinamica foi observada no grupo sham. Embolizacdo
aumentou a PMAP em 218+/-16% e indice de resisténcia vascular pulmonar (IRVP) em
289+/-42% no grupo embolia (ambos p<0,05). Doxicilina aumentou o indice cardiaco (IC)
em 24+/-5% e reduziu o IRVP em 23+/-4% 120 minutos apds EPA no grupo embolia+doxi
30. Em acréscimo, doxi reduziu PMAP e IRVP 30 minutos apés EPA com efeito maximo
ap6s 120 (25+/-4% de redugdao na PMAP e 33+/-6% de redugdo no IRVP, ambos <0,05) no
grupo embolia+doxi 5. Os niveis plasmdticos de pr6-MMP-9 e MMP-9 elevaram-se

somente no grupo embolia e MMP-2 permaneceu inalterada.

Conclusao: nosso estudo mostra que doxiciclina atenua a hipertensao pulmonar na EPA
induzida e indica que, MMP-9 tem um papel na hipertensdo pulmonar da EPA induzida.

MMP-9 pode ser um alvo farmacolégico na EPA.

Palavras-chaves: Doxiciclina, Metaloproteinases, Embolia Pulmonar, Hipertensao

Pulmonar.
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ABSTRACT




Matrix metalloproteinases (MMPs) modulate vascular contractility and may affect acute
pulmonary embolism (APE)-induced pulmonary hypertension. We examined the effects of

the administration of doxycycline (a MMP inhibitor) following APE in anesthetized dogs.

Methods: Sham operated dogs (N=5) received only saline. APE was induced by
intravenous injections of microspheres in amounts to increase mean pulmonary artery
pressure (MPAP) by 20 mmHg, and embolized dogs received saline (Emb group, N=8), or
doxycycline (10 mg/kg, 1.v.) 5 or 30 min of APE (Emb + Doxy 5 and Emb + Doxy 30
groups, N=9 and 8, respectively). Hemodynamic evaluation was performed at baseline and
5-120 after APE. Gelatin zymography of MMP-2 and MMP-9 from plasma samples was

performed.

Results: No significant hemodynamic changes were found in Sham animals. Embolization
increased MPAP by 218+16% and the pulmonary vascular resistance index (PVRI) by
289442% in Emb group (both P<0.05). Doxycyline increased the cardiac index by 24+5%
and reduced PVRI by 23+4% 120 min of APE in Doxy 30 + Emb group. In addition,
doxycyline reduced MPAP and PVRI 30 min after APE with maximum effects seen 120
min after APE (25 + 4% decrease in MPAP and 33 + 6% decrease in PVRI; both P<0.05) in
Doxy + 5 group. Plasma pro-MMP-9 and MMP-9 levels increased only in Emb group and
MMP-2 remained unaltered.

Conclusions: Our study shows that doxycycline attenuates APE-induced pulmonary
hypertension, and indicates that MMP-9 has a role in APE-induced pulmonary
hypertension. MMP-9 may be a pharmacological target in APE.

Keywords: Doxycyclin, Matrix metalloproteinases, Pulmonary Embolism, Pulmonary

Hypertension.
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A embolia pulmonar € uma condi¢do clinica de alta prevaléncia e
elevada taxa de mortalidade. Estima-se que nos EUA 600.000 pacientes
anualmente sejam acometidos por embolia pulmonar (EP) e 50.000 a 200.000 evoluem para
o Obito (Smulders 2000). Isto faz com que a embolia pulmonar seja a terceira causa de
morte entre os americanos (Sadosty, Boie et al. 2003); (Wood 2002). A embolia pulmonar
aguda (EPA) pode levar a morte nas primeiras horas apds a sua instalacdo, tendo sido
relatada taxa de mortalidade de até trinta por cento em casos de hipotensdo arterial. Dois
tercos dos pacientes pertencentes aos casos fatais morrem na primeira hora de embolia
pulmonar aguda (Bailen, Cuadra et al. 2001); (Wood 2002). E patologia de dificil
diagnéstico e frequentemente nao € reconhecida. Estudos mostram que somente um terco
dos pacientes que morreram por EP foram diagnosticados corretamente antes do obito. A
principal fonte de €mbolos para os pulmdes sdo trombos oriundos de veias profundas dos
membros inferiores. A causa primdria da morte na Embolia Pulmonar(EP), que € causada

por trombose venosa profunda, liquido amniético ou embolia gasosa, € a faléncia

ventricular direita e o choque circulatério (Tanus-Santos and Theodorakis 2002)).

1.1- Fisiopatologia da circulacao pulmonar

Entre a circulacdo pulmonar e a circulacdo sist€émica existem vdrias
semelhancas e diferencas, que merecem ser ressaltadas para melhor entendimento das
alteracOes existentes na vigéncia de hipertensdo pulmonar na EPA. A estrutura basica dos
vasos € a mesma: uma camada intima, constituida por células endoteliais, separada da
camada média pela lamina basal; uma camada média, composta principalmente por células
musculares; uma camada adventicia composta por uma matriz prot€ica secretada pelos
fibroblastos adventiciais. J4 as diferencas devem ser ressaltadas, uma vez que serdo
responsaveis pelo entendimento fisiopatolégico da hipertensdo pulmonar na embolia
pulmonar aguda. Por exemplo, o fato de a circulacdo pulmonar ser do tipo alto fluxo com
baixa pressdo, por ser um sistema de alta complacéncia, alta capacitincia e baixa resisténcia

(cerca de 1/10 da circulagdo sist€émica) (Elliot 1992).

Introdugdo

14



Em condi¢des normais o leito vascular pulmonar pode acomodar grandes
volumes sanguineos com pequenos aumentos em sua pressdo arterial, fundamentalmente
através do recrutamento de capilares e arteriolas. Por exemplo, durante esforco fisico, o
aumento de até 50% do fluxo sanguineo pulmonar nao produz grandes aumentos na pressao
arterial pulmonar (PAP). Este recrutamento  em caso de necessidade se da gracas ao fato
de algumas areas pulmonares ventiladas ndo serem normalmente perfundidas (4reas ou
zonas pulmonares tipo I de West). Além disso, as artérias pulmonares sdo mais
complacentes que as sistémicas e se distendem mais intensamente quando submetidas a

aumentos de pressdo arterial (Reeves and Rubin 1998).

Na camada intima dos vasos pulmonares encontram-se células endoteliais que
sdo capazes de regular o tonus vasomotor e a sintese de substincias fibrinoliticas, além de
regular a permeabilidade vascular (Elliot 1992). O endotélio € responsavel pela liberacao de
diversos compostos vasoativos: alguns vasodilatadores, como o Oxido nitrico, as
prostaciclinas, a adrenomedulina, outros vasoconstrictores, como a endotelina, a
angiotensina II e os endoperoxidos. Anormalidades na produgdo e/ou degradagdo destes
mediadores responsdveis pela regulacdo do fluxo pulmonar podem resultar em aumento da
resisténcia pulmonar, gerando hipertensao arterial pulmonar (HAP). A pressdo pulmonar
sistélica normal estd entre 18 a 25 mmHg e a pressdo média da artéria pulmonar € igual a
12 a 16 mmHg (Elliot 1992); (Wood 2002). A medida do gradiente transpulmonar normal
(PMAP menos a pressao no atrio esquerdo ou pressdao pulmonar de cunha - pcwp ) € de 9
mmHg. Correspondendo a estes valores, temos que a resisténcia vascular pulmonar (RVP)
normal € menor do que 320 dinas.s.cm™ ou 4 unidades Wood (1 unidade Wood = 80 dinas).
Dizemos que ha HAP quando a PMAP € superior a 25mmHg em repouso ou 30 mmHg no
esforco, ou quando a resisténcia vascular pulmonar € superior a 320 dinas, ou ainda quando

o gradiente transpulmonar € superior a 10-12 mmHg (Wood 2002).

Fluxo sanguineo pulmonar é igual ao débito cardiaco (DC), e todos os fatores
que interferem no DC também controlam o fluxo pulmonar. Quando ha um aumento de
pressdo, os vasos se dilatam e se reduzem quando a pressdo diminui. Para uma melhor
aeracdo do sangue o fluxo deve estar direcionado para dreas mais ventiladas dos pulmdes.

H4 um mecanismo regulatério onde ocorre vasoconstriccdo nos vasos adjascentes a
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alvéolos com pressdo arterial de oxigéno baixa, isto €, abaixo de 73 mmHg. Com a
vasoconstric¢do hd elevagdo da resisténcia vascular pulmonar, podendo aumentar até 5
vezes o valor normal. Isto faz com que o fluxo sanguineo seja redistribuido para areas
melhor ventiladas (Voelkel and Tuder 2000). Esta vasoconstriccio pulmonar hipdxica é
outra diferenga em relacdo a circulagdo sist€émica, onde a hipoxemia promove vasodilatagao

para um melhor aporte de oxigénio a drea afetada (Dantzker, Wagner et al. 1978).

1.2- Fisiopatologia da hipertensao pulmonar durante EPA

Viérios mecanismos complexos e intrinsecamente ligados estdo envolvidos na
hipertensao pulmonar (HP) durante EPA. O primeiro deles € a obstru¢do mecanica ao fluxo
através dos émbolos alojados no leito vascular pulmonar, aumentando a resisténcia vascular
pulmonar e, por sua vez, aumentando a pds-carga do ventriculo direito (VD). Isto pode
levar a isquemia e a depressdo miocardica. H4 um desvio do septo em direcdo ao ventriculo
esquerdo (VE), reduzindo sua complacéncia, diminuindo seu enchimento e, como
conseqiiéncia, diminuindo o débito cardiaco (Lualdi and Goldhaber 1995). H4 disfun¢ao
miocdrdica biventricular, provavelmente secunddria a acidose, diminuicdo de pressdo de

perfusdo coronariana e hipoxemia (Sullivan, Watts et al. 2001).

Entre outros fatores, o papel da vasoconstricio pulmonar tem destaque no
agravamento da HP durante a EPA, seja ela provocada por liberacao de fatores humorais ou
ativacdo neurogénica. A hiperreatividade vascular e a vasoconstricio podem decorrer da
perda da integridade do endotélio vascular e, consequentemente, do desequilibrio das
substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras, havendo predomineo de tromboxane A2
(TxA2), endotelina e serotonina, em detrimento de prostaciclina e O6xido nitrico.
Experimentos com animais que foram tratados previamente com antagonistas destes
vasoconstritores demonstram nestes menos distirbios hemodinamicos que o grupo controle,

ambos submetidos a EPA induzida (Smulders 2000).

A vasoconstrigdo pulmonar é causada por mediadores vasoconstritivos
liberados principalmente pelas plaquetas ativadas, sendo a TxA2 e a serotonina os dois

mais importantes vasoconstritores pulmonares neste contexto. Outras fontes de TxA2
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incluem o endotélio vascular e mondcitos circulantes, mas sdo quantitativamente de menor
importancia do que as plaquetas. Os principais papéis da TxA?2 sdo agregacao plaquetdria e
vasoconstri¢cdo, ambos de interesse na hemostasia. O efeito vasoconstritor aplica-se tanto a
vasculatura pulmonar quanto a sistémica. A elevacdao da TxA2 tem sido correlacionada a
um aumento do risco de mortalidade em experimentos animais na EPA induzida. Vérios
estudos tém mostrado que o aumento de producdo de TxA2 tem papel na EPA,
especialmente em estdgios precoces (primeiros 10 a 30 minutos). TxA2 € um dos produtos
finais do metabolismo do 4cido araquiddnico, mediado pela enzima cicloxigenase (COX).
Alguns inibidores da COX té€m sido utilizados em estudos animais como, por exemplo, a
indometacina, ibuprofeno, meclofenato ou 4cido acetil salicilico (AAS). Estes estudos
mostraram a atenuacdo das alteracdes hemodinamicas provocadas pela EPA nos animais
pré-tratados em relacdo ao grupo controle. H4 diminuicdo da pressdo arterial pulmonar
(PAP) e da resisténcia vascular pulmonar (RVP) nos grupos tratados. Na clinica o
ibuprofeno tem sido usado com sucesso para diminuir a PAP em pacientes com sindrome

do desconforto respiratério agudo (Smulders 2000).

A serotonina é 0 mais potente vasoconstritor pulmonar conhecido. E produzida
pelas células enterocromafins gastrointestinais, neurdnios serotoninérgicos, células
neuroenddcrinas pulmonares e por plaquetas ativadas (Liras, Catalan et al. 2000). Na
circulacdo sistémica, ao contrdrio, a serotonina (5-Hidroxitriptamina - SHT) causa

vasodilatacdo e apresenta propriedade inotrépica positiva (Egermayer, Town et al. 1999).

A endotelina é produzida pelo endotélio vascular e causa intensa e sustentada
vasoconstricdo pulmonar. H4 vérios subtipos como a endotelina 1 (ET-1), conhecida por
causar hipertensdo pulmonar, e também seu precursor, a big-endotelina-1, oriunda dos
pulmdes apos instalagdo da EP. A endotelina também causa vasoconstricdo coronariana

podendo contribuir para a depressdo miocardica. (Battistini 2003).

Estudos recentes envolvendo embolia aérea em pulmdes isolados de coelhos e
cdes anestesiados mostraram que um antagonista de receptores da endotelina reduziu
significativamete os aumentos de PMAP apés EP (Tanus-Santos, Gordo et al. 2000;

Tanus-Santos, Gordo et al. 2000).
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Fator de ativagdo das plaquetas (PAF) € produzido e liberado pela maioria das
células inflamatdrias e pelas plaquetas quando estas sdo estimuladas e também participa de
uma das etapas da TxA2 plaquetdria (Barnes and Liu 1995). Estudos em animais em
repouso revelaram que o PAF causa hipotensdo sist€mica, hipertensdo e edema pulmonar,

além de induzir a vasoconstri¢ao pulmonar quando o tonus vascular esta reduzido.

A histamina € encontrada em vdrios tecidos. Estd presente em altas
concentracoes na pele e pulmdes (onde provoca vasoconstricdo vascular quando liberada
das células da camada adventicia). Na circulacdo sist€mica causa vasodilatacdo (Barnes and

Liu 1995).

Apés instalagio da EPA s@o liberadas prostaglandinas (PG), algumas
vasoconstritoras e outras vasodilatadoras (Broeders, Tangelder et al. 2001), como a PGI2
(prostaciclina), que também € um potente anti-agregante plaquetario (Hill and Pearl 1999;
Liu, Bee et al. 1999). A PGI2 reduz tanto a resisténcia pulmonar como a sistémica,
provocando um aumento no débito cardiaco. Nao é, portanto, um vasodilatador pulmonar
seletivo, ao contrario do 6xido nitrico. O 6xido nitrico (NO) administrado por via inalatdria
produziu vasodilatagdo pulmonar seletiva em condicdes de hipertensd@o pulmonar induzida
experimentalmente (Bottiger, Motsch et al. 1996; Tanus-Santos, Moreno et al. 1999;
Weimann, Zink et al. 1999; Tanus-Santos and Theodorakis 2002)). Ele é produzido pelas
células endoteliais e pelas plaquetas e, além da vasodilatacao pulmonar, inibe a agregacdo e
a ativacdo plaquetdrias, contribuindo desta forma para diminuir a liberacdo de substancias
vasoconstritoras pelas plaquetas e diminuir o recrutamento de novas plaquetas

(Tanus-Santos, Moreno et al. 1999).

Conforme mencionado, o desequilibrio entre fatores humorais liberados apods
EPA podera resultar em predominio de vasoconstri¢do pulmonar com aumento da PMAP e
piora hemodindmica. Intervenc¢des farmacoldgicas nestes fatores poderdo vir a ser

alternativas no tratamento dos distirbios hemodinamicos da EPA.

A vasoconstricdo pulmonar neurogénica € outro fator que colabora para a piora
hemodinamica na EPA. Temos na circulacdo pulmonar a inervagdo parassimpatica, a nao

adrenérgica e ndo colinérgica (NANC) e os nervos simpaticos eferentes. Alguns estudos
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demonstram efeitos benéficos com a simpatectomia na HP. Também o bloqueio do ganglio
estrelado produziu diminui¢do da cianose, da dispnéia e melhora do choque circulatério em

pacientes com HP (Stratmann and Gregory 2003).

O reflexo de Bezold-Jarisch provoca apnéia, bradicardia e hipotensao sist€mica,
e € ativado na EP. Estudos revelam que o bloqueio bilateral do nervo vago abole este
reflexo e previne o colapso hemodindmico sist€émico apds tromboembolia experimental

(Smulders 2001; Stratmann and Gregory 2003).

1.3- O papel das metaloproteinases

As metaloproteinases sdo enzimas envolvidas na degradacdo da matriz
extracelular. Na EPA a atividade das MMPs (especialmente a MMP-2 e a MMP-9) durante
hipertensao arterial pulmonar pode explicar a fragmentacdo da lamina eléstica interna, uma
caracteristica histopatologica precoce da hipertensdo arterial pulmonar, que leva ao

aumento de permeabilidade capilar (Jeffery and Morrell 2002).

Trabalhos sugerem que as MMPs vasculares podem ter um papel na
regulacdo do tonus vascular, afetando a resposta hemodinamica e a mortalidade associada
com EPA macica. Recentemente, Fernandez e colaboradores demonstraram em alguns
estudos (Fernandez-Patron, Radomski et al. 1999; Fernandez-Patron, Stewart et al. 2000;
Fernandez-Patron, Zouki et al. 2001) o papel das metaloproteinases como novo modulador
da contratilidade vascular, atuando no metabolismo da big-endotelina-1, cujo produto final,
a endotelina-1, é um potente vasoconstritor. Existe a hipdtese de que a inibicdo destas
metaloproteinases levaria a uma atenuagao do distirbio hemodinamico observado na EPA e
que seu aumento poderia refletir o recrutamento e migracao de células inflamatérias na
circulacdo pulmonar. O influxo precoce de neutréfilos e macréfagos na parede da artéria
pulmonar tem sido demonstrado na EPA (Eagleton, Henke et al. 2002) e h4 répida liberacao
de granulos contendo grande quantidade de MMP-9 (Fernandez-Patron, Zouki et al. 2001;
Van den Steen, Dubois et al. 2002).
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O estresse mecanico do vaso pode levar a maior liberacio de MMPs
(Galis and Khatri 2002; Grote, Flach et al. 2003) e finalmente a MMP-9 tem sido implicada
na modulacdo do tonus vascular através da liberacdo de endotelina-1, potente vasoconstritor
(Tanus-Santos, Gordo et al. 2000; Tanus-Santos, Gordo et al. 2000; Fernandez-Patron,
Zouki et al. 2001; Van den Steen, Dubois et al. 2002; Battistini 2003). Estudos adicionais
precisam ser realizados. A utilizacdo de antagonistas das MMPs poderia ser mais uma

op¢do de tratamento da hipertensdo pulmonar ocasionada na EPA.
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Nosso objetivo neste trabalho foi testar a hipétese de que a inibi¢do das
metaloproteinases por um inibidor inespecifico (doxiciclina) poderia atenuar os disturbios

hemodinamicos ocorridos apds a embolia pulmonar aguda induzida em cées anestesiados.
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Abstract

Background: Matrix metalloproteinases (MMPs) modulate vascular contractility and may affect acute pulmonary embolism (APE)-induced
pulmonary hypertension. We examined the effects of the administration of doxycycline (a MMP inhibitor) following APE in anesthetized
dogs.

Methods: Sham operated dogs (N=5) received only saline. APE was induced by intravenous injections of microspheres in amounts to
increase mean pulmonary artery pressure (MPAP) by 20 mm Hg, and embolized dogs received saline (Emb group, N =8), or doxycyeline (10
mg/kg, i.v.) 5 or 30 min of APE (Emb+Doxy 5 and Emb+Doxy 30 groups, N=9 and 8, respectively). Hemodynamic evaluation was
performed at baseline and 5120 after APE. Gelatin zymography of MMP-2 and MMP-9 from plasma samples was performed.

Results: No significant hemodynamic changes were found in Sham animals. Embolization increased MPAP by 218 £ 16% and the pulmonary
vascular resistance index (PVRI) by 289+42% in Emb group (both £ <0.05). Doxycyline increased the cardiac index by 24 + 5% and reduced
PVRI by 23+4% 120 min of APE in Doxy 30+Emb group. In addition, doxycyline reduced MPAP and PVRI 30 min after APE with
maximum effects seen 120 min after APE (25+4% decrease in MPAP and 33£6% decrease in PVRI; both P<0.05) in Doxy-+5 group.
Plasma pro-MMP-9 and MMP-9 levels increased only in Emb group and MMP-2 remained unaltered.

Conclusions: Our study shows that doxycycline attenuates APE-induced pulmonary hypertension, and indicates that MMP-9 has a role in
APE-induced pulmonary hypertension. MMP-9 may be a pharmacological target in APE.

@ 2006 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Doxyeyclin; Matrix metalloproteinases; Pulmonary embolism; Pulmonary hypertension

1. Introduction and circulatory shock secondary to the obstruction of the
pulmonary vascular bed [2]. The usual therapy of APE

The pulmonary circulation has a major role in filtering includes supportive care, systemic anticoagulation, systemic
emboli that may be present in the venous blood causing thrombolysis and surgical embolectomy [1]. While the
acute pulmonary embolism (APE). Indeed, APE is an current treatment of APE is focused on removing the
important disease and a major cause of morbidity and death mechanical obstruction, recent studies have addressed the
[1], which is caused primarily by acute right heart failure relevance of pulmonary artery vasoconstriction in APE and

the pharmacological blockade of the pulmonary vasocon-
striction has been suggested as adjuvant therapy [3-6].

* Corresponding author, Tel.: +55 16 3602 3163; fax: +55 16 3633 2301. Matrix metalloproteinases (MMPs) form a group of
E-mail address: i fmrp.usp.br (J.E. Tanus-Santos). enzymes involved in the degradation of components of the

0167-5273/% - see front matter © 2006 Elsevier lreland Ltd. All rights reserved.
doi: 10.1016/].ijcard.2005.1 1.109
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extracellular matrix (ECM). Several MMPs (MMP-1, -2, -3,
and -9) are expressed in vascular smooth muscle cells and in
a varicty of other cells potentially affecting the pulmonary
circulation, including endothelial cells, macrophages, fibro-
blasts and alveolar epithelial cells [7]. In this regard, it has
been shown that MMPs play a role in pulmonary vascular
remodeling found in monocrotaline and hypoxic models of
chronic pulmonary hypertension [8]. Recent studies, how-
ever, suggest that MMPs may also be involved in the
development of acute pulmonary hypertension associated
with acute conditions such as APE. For example, the acute
activation of MMPs (especially MMP-2 and -9) caused
fragmentation of internal elastic laminae, which is an early
histopathologic feature of pulmonary hypertension that
leads to increased pulmonary vascular permeability [7,9].
Morcover, vascular MMPs (MMP-2 and MMP-9) have been
recently established as new modulators of vascular contrac-
tility by cleaving big endothelin-1 to endothelin-1 or to
another potent vasoconstrictor [10-12]. Therefore, it is
possible that MMP-2 and MMP-9-induced generation of
endothelin-1-related vasoconstrictors can potentiate pulmo-
nary vasoconstriction during APE, as demonstrated by
many studies implicating the endothelin system in the
pathophysiology of APE-induced pulmonary hypertension
|4,5,13]. Furthermore, activation of MMPs during APE can
cause pulmonary vasoconstriction through vascular MMP-2
cleavage of calcitonin gene-related peptide (CGRP) [11], a
potent vasodilator of pulmonary vessels in vitro [14].
Further supporting the idea that MMPs may have a role in
APE-induced hemodynamic changes, we found that the
previous administration of intravenous doxycycline (a non-
specific inhibitor of MMPs) attenuated APE-induced
systemic hypotension in anesthetized rats [15].

In the present study, we expand our previous findings
[15]. We have now examined the effects of the administra-
tion of doxycycline following APE in a dog model of APE,
which has allowed a more detailed hemodynamic evaluation
of the possible effects associated with doxycycline admin-
istration. In addition, we have now assessed the circulating
levels of MMP-2 and MMP-9 by gel zymography. Our main
hypothesis was that doxycycline-induced inhibition of
MMP-2 or MMP-9 would be associated with an attenuation
of APE-induced pulmonary hypertension.

2. Materials and methods
2.1. Animal model and hemodynamic measurements

All animals received humane care and study protocols
complied with the guidelines of the ethics committee for the
use of experimental animals at the Faculty of Medicine of
Ribeirao Preto. We used a whole animal model of APE [16—
18] to study the effect of intravenous doxycycline on APE-
induced hemodynamic changes. Thirty-five mongrel dogs
(12.94£1.9 kg) of either sex were anesthetized with ketamine
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(10-15 mgkg, im.), xylazine (1,5 mgkg, im.), and
pancuronium (0.1 mg/kg, i.v.), tracheally intubated, and
their lungs mechanically ventilated with room air using a
volume-cycled respirator (C.F.Palmer, London, UK). The
tidal volume was 15 mlkg and the respiratory rate was
adjusted to maintain a baseline physiologic arterial carbon
dioxide tension. Anesthesia was maintained with an
intramuscular injection of ketamine (3 mg/kg) and xylazine
(0.3 mg/kg) every 30 min. Fluid-filled catheters were placed
into the left femoral artery and right femoral vein for mean
arterial pressure (MAP) monitoring via a pressure transducer
and fluid administration, respectively. A 7.5F balloon-tipped
Swan-Ganz thermodilution catheter was placed into the
pulmonary artery via the left femoral vein, its correct loca-
tion being confirmed by detection of the typical pressure
wave of this artery. The catheter was connected to pressure
transducers to allow the monitoring of mean pulmonary
artery pressure (MPAP), central venous pressure, and pul-
monary capillary wedge pressure. The transducers were
zeroed at the level of the right heart and thermodilution
cardiac output was determined in triplicate by injecting 3 ml
of saline and the results recorded on a computerized system
(DX2010 Dixtal Monitor, Dixtal do Brazil, Manaus, Brazil).
The heart rate (HR) was measured using a surface electro-
cardiogram (lead I).

After at least 20 min of stabilization, a basecline (BL)
hemodynamic evaluation was performed. The animals were
randomly assigned to one of four experimental groups as
follows: (1) a group of Sham operated, non-embolized
animals (n=35), which received only saline infusions; (2)
Doxy group (n=5), which received doxycycline (10 mg/kg)
iv. followed by saline infusions; (3) Emb group (n=8),
which received repeated injections (every 30 s) of 300 pum
microspheres (Sephadex G50; Pharmacia Fine Chemicals;
Uppsala, Sweden) into the inferior vena cava over 5-10
min. The amount of microspheres infused in each dog was
adjusted to induce an increase of 20 mm Hg in MPAP, as
previously described [16-18]. (4) Emb+Doxy 30 group
(n=9), which received the same infusions of microspheres
given to dogs in the Emb group, followed 30 min later by
the same intravenous dose of doxycycline (10 mg/kg) given
to dogs in the Doxy group. The dose of doxycycline used in
the present study was chosen with basis on a previous study
|15]. Hemodynamic evaluations were performed 5, 15, 30,
45, 60, 90, and 120 min after APE was induced. The cardiac
index (CI), systemic vascular resistance index (SVRI), and
pulmonary vascular resistance index (PVRI) were calculated
by standard formulae. Arterial blood samples were collected
into tubes containing EDTA at baseline and at all time
points mentioned above, and plasma samples were stored at
—70 °C until assayed for gelatin zymography as detailed
below.

Finally, after we analyzed the hemodynamic results from
experimental groups (1)—(4), we decided to include in this
study another experimental group of animals, which was
named Emb+Doxy 5 group (n=8). Dogs in this group
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Fig. 1. Pulmonary vascular resistance index (PVRI, panel A) and mean
pulmonary arterial pressure (MPAP, panel B) at baseline (BL), and 5, 15,
30, 45, 60, 90, and 120 min of acute pulmonary embolism (APE) in Sham
(N=5), Doxy (N=5), Emb (N=8), Emb+Doxy 5 (N=9), and Emb + Doxy
30 (N=8) groups. The open arrow indicates the intravenous administration
of doxycycline (10 mg/kg) 5 min after APE in the Emb+Doxy 5 group.
The black arrow indicates the intravenous administration of doxycycline
(10 mg/kg) 30 min after APE in the Emb+Doxy 30 group. Values are the
mean+S.E.M. *P<0.05 versus measurements at 5 min for Emb+ Doxy 5
group. #P <0.05 versus measurements at 30 min for Emb + Doxy 30 group.

received the same infusions of microspheres and doxycy-
cline (10 mg/kg) given to dogs in the Emb+ Doxy 30 group,
except that doxycycline was injected 5 min after the
induction of APE, thus allowing the evaluation of an earlier
(5 vs. 30 min after APE) administration of doxycyline.

2.2. SDS-Polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE) gelatin
zymography of MMP-9

Gelatin zymography of MMP-2 and MMP-9 from
plasma was performed as previously described [19,20].
Briefly, plasma samples were subjected to electrophoresis
on 12% SDS-PAGE co-polymerized with gelatin (1%) as
the substrate. After electrophoresis was complete, the gel
was incubated for 1 h at room temperature in a 2% Triton X-
100 solution, and incubated at 37 °C for 16 h in Tris—HCI
buffer, pH 7.4, containing 10 mmol/L CaCl,. The gels were
stained with 0.05% Coomassie Brilliant Blue G-250, and
then destained with 30% methanol and 10% acetic acid.
Gelatinolytic activities were detected as unstained bands
against the background of Coomassie blue-stained gelatin.
Enzyme activity was assayed by densitometry using a
Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis System
(EDAS) 290 (Kodak, Rochester, NY). The active form of
MMP-2, the pro and active forms of MMP-9 were identified
as bands at 67 kDa, 92 kDa and 87 kDa, respectively, by the
relation of log Mr to the relative mobility of Sigma SDS-
PAGE LMW marker proteins.

G.M. Fortuna et al. / International Journal of Cardiology 114 (2007) 22-27

2.3. Drugs and reagents

All drugs and reagents were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO).

2.4. Statistical analysis

All the results are expressed as means = S.E.M. One-way
analysis of variance (ANOVA) for repeated measures
followed by the Dunnett multiple comparisons test (Stat-
View for Windows, Cary, NC, USA) was used to determine
the changes in the hemodynamic parameters. One-way
ANOVA followed by the Dunnett multiple comparisons test
was used to compare biochemical parameters between
groups. A probability value <0.05 was considered the
minimum level of statistical significance.

3. Results

Baseline hemodynamic parameters were similar in all
experimental groups (Figs. 1, 2, and 3). We found no
significant hemodynamic changes in Sham and in Doxy
groups throughout the study period (Figs. 1, 2, and 3).
Conversely, lung embolization significantly increased
MPAP (by 218+16%) and PVRI (by 289+42%) in Emb
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Fig. 2. Systemic vascular resistance index (SVRI, panel A) and mean
arterial pressure (MAP, panel B) at baseline (BL), and 5, 15,30, 45, 60, 90,
and 120 min of acute pulmonary embolism (APE) in Sham (N=5), Doxy
(N=5), Emb (N=8), Emb+Doxy 5 (¥=9), and Emb+Doxy 30 (N=8)
groups. The open arrow indicates the intravenous administration of
doxycycline (10 mg/kg) 5 min after APE in the Emb+Doxy 5 group.
The black arrow indicates the intravenous administration of doxycycline
(10 mg/kg) 30 min after APE in the Emb+Doxy 30 group. Values are the
mean+S.E.M.
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Fig. 3. Cardiac index (CI, panel A) and heart rate (HR, panel B) at baseline
(BL), and 5, 15,30, 45, 60, 90, and 120 min of acute pulmonary embolism
(APE) in Sham (N=5), Doxy (N =5), Emb (N=8), Emb+ Doxy 5 (N=9),
and Emb+Doxy 30 (N=8) groups. The open arrow indicates the
intravenous administration of doxycyeline (10 mg/kg) 5 min after APE in
the Emb+Doxy 5 group. The black amow indicates the intravenous
administration of doxycyeline (10 mgkg) 30 min after APE in the
Emb+Doxy 30 group. Values arc the meantS.EM. #P<0.05 versus
measurements at 30 min for Emb+ Doxy 30 group.

group for more than 120 min (both P<0.05), without
significant changes in the other hemodynamic parameters.

While the administration of doxycyline 30 min after APE
(Emb+Doxy 30 group) did not significantly affect APE-
induced increases in MPAP, this drug increased CI (by
24+5%; Fig. 3 panel A) and reduced PVRI (by 23+£4%,;
Fig. 1, panel A) 120 min after APE (both P<0.05).
Although these results suggested that treatment with
doxycycline injected 30 min after APE attenuates APE-
induced hemodynamic changes, we hypothesized that
administering doxycycline earlier than 30 min after APE
would produce better effects. Therefore, we studied the
effects of the same dose of doxycycline administered 5 min
after APE. Interestingly, we found that under these con-

Baseline 120 Baseline 120
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ditions (Emb+Doxy 5 group) doxycyline significantly
reduced MPAP and PVRI 30 min after APE, with maximum
effects found 120 min after APE (25 £4% decrease in MPAP
and 33+6% decrease in PVRI; Fig. 1, panels A and B,
respectively; both P <(.05).

Fig. 4 shows a representative zymogram of plasma
samples showing pro-MMP-9, MMP-9, and MMP-2 bands.
While no significant changes were found in Sham and in
Doxy groups, animals in Emb group presented significant
increases in plasma pro-MMP-9 and MMP-9 levels (Fig. 5,
panels A and B; both P <0.05). Treatment with doxycycline,
however, was associated with no significant increases in
both plasma pro-MMP-9 and MMP-9 levels (Fig. 5, panels
A and B; both P<0.05). Finally, no significant changes
were found in plasma MMP-2 levels.

4. Discussion

In this study, we demonstrate for the first time that MMP-
9 inhibition with doxycycline attenuates APE-induced
pulmonary hypertension. While modest hemodynamic
effects were seen when doxycycline was administered 30
min after APE, the administration of this MMP inhibitor 5
min of APE produced significant reductions in MPAP and in
PVRI without systemic effects, thus indicating that MMP-9
plays a role in the pathophysiology of APE-induced pul-
monary hypertension. Moreover, our findings suggest that
pharmacological strategics targeting MMPs may help in the
therapy of the detrimental acute hemodynamic consequen-
ces of APE.

An inflammatory response with an early influx of
neutrophils and macrophages within the pulmonary artery
wall has been demonstrated in experimental APE [21]. These
inflammatory cells can rapidly release granules containing
large amounts of MMP-9 [12,22], thus explaining the
increases in circulating pro-MMP-9 and MMP-9 that we
have found in the present study. A major factor leading to
such increases of MMP-9 following APE is the activation of
neutrophils, which release superoxide and other reactive
oxygen species increasing oxidative stress, as we and others
have demonstrated in rat, dog, and mice models of APE [16,
23,24]. Increased oxidative stress, in turn, activates MMPs

Pro-MMP-@ (82 KDa)
MMP-8 (87 KDa)

MMP-2 (67 KDa)

Bassline

Emb Emb + Doxy 30

Sham

Fig. 4. A representative zymogram of plasma samples (baseline and 120 min afler acute pulmonary embolism) showing the active form of MMP-2, the
pro and active forms of MMP-9, which were identified as bands at 67 kDa, 92 kDa and 87 kDa, respectively, in Emb, Emb+Doxy 30, and Sham
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Fig. 5. Percentage of baseline Pro-MMP-9 (Panel A), MMP-9 (Panel B),
and MMP-2 (Panel C) values in Sham, Doxy, Emb, and Emb+ Doxy 30
groups. Values are the mean+S.EM. *P<0.05 versus Sham and
Emb + Doxy 30 groups.

[22,25] and it has been suggested that attenuation of APE-
induced oxidative stress attenuates the increases in MMPs
associated with APE [26].

We found that treatment with doxycycline significantly
attenuated the increases in MMP-9 and reduced MPAP and
PVRI following APE. These findings are consistent with
those of recent reports showing that MMP-9 is involved in
the modulation of vascular tone through the release of
endothelin-1 (ET-1) [12,22], a potent vasoconstrictor re-
leased following APE [4,5,13]. While both pro-MMP-9 and
MMP-9 increased after pulmonary embolism, its active form
(MMP-9) is expected to acutely modulate hemodynamics.

G.M. Fortuna et al. / International Journal of Cardiology 114 (2007) 22-27

Although we did not measure ET-1 concentrations, it is
possible that APE-induced MMP-9 release enhances big ET-
1 cleavage to ET-1, a potent vasoconstrictor involved in the
hemodynamic changes following APE [4,5,13]. Thus, it is
possible that the doxycycline-induced inhibition of MMPs
attenuated the hemodynamic changes associated with APE
through inhibition of MMP-9-induced ET-1 release. This
hypothesis is supported by previous evidence demonstrating
that neutrophil MMP-9 cleave big ET-1 producing further
activation of neutrophils in a positive feedback loop that
promotes leukocyte—endothelial cell adhesion and neutro-
phil migration into inflamed tissues [12,22]. Finally, many
studies have shown that nonselective ET-receptor antago-
nism or blockade of ET-1 type A (ETA) receptors attenuates
the hemodynamic responses to APE [4,5,27].

We found that doxycyline produced modest hemody-
namic effects when it was administered 30 min after APE.
Conversely, the same dose of doxycycline produced better
effects when it was administered earlier (5 min after APE).
These findings are consistent with the notion that MMPs
activate different signaling cascades |22] following APE,
which are not completely blunted by simply inhibiting
MMPs. Although we have not examined the effects of MMP
inhibition many hours after APE, it is possible that
doxycycline does not produce beneficial hemodynamic
effects under such conditions. In addition, the use of
MMP inhibitors following APE may be limited by previous
findings showing that combining MMP inhibitors with
chemotherapy was associated with significant increases in
the risk of venous thromboembolism [28]. Although the
mechanisms leading to this effect are not clear at present, the
possible therapeutic effects of MMP inhibitors should be
examined with caution.

The present study has some limitations that should be
taken into consideration. For example, patients with acute
pulmonary embolism are sometimes managed several hours
after the onset of symptoms. Therefore, the very early
injection of doxycycline would be impossible. In addition,
we have not examined the specific targets for MMP-9 in the
present study. Although a possible mechanism of acute
actions of MMPs is cleavage and modulation of vaso-
peptides such as big ET-1, MMPs may also acutely affect
vascular contractility through other pathways including
transactivation of epidermal growth factor receptor (EGFR)
signaling [29]. Indeed, the selective blockade of EGFR
signaling reduced monocrotaline-induced pulmonary arteri-
al hypertension [30]. In addition, MMPs inhibition with
doxycycline may attenuate the deposition of extracellular
matrix and inhibit arterial remodeling [31].

In conclusion, our study shows that MMP-9 inhibition
with doxycycline attenuates APE-induced pulmonary hy-
pertension. Our results indicate that MMP-9 has a role in the
pathophysiology of APE-induced pulmonary hypertension.
These findings suggest that pharmacological stralegies
targeting MMP-9 may help in the therapy of the acute
hemodynamic derangements associated with APE.
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O dificil diagnéstico da Embolia Pulmonar Aguda nos leva a procura de
marcadores que facilitem a confirmag¢do diagndstica e auxiliem no seguimento de pacientes
com esta entidade. No excelente artigo de revisdao publicado em 2005 (Aubert 2005) o autor
cita, entre outros, o peptideo natriurétrico atrial, o BNP (brain natriuretic peptide), a
troponina T, o 4cido trico, a endotelina-1, os produtos do metabolismo do NO (6xido
nitrico), a serotonina € 0 D-dimero. Alguns marcadores como o BNP, o pr6-BNP, o 4cido
urico, o D-dimero e a troponina T tém mostrado resultados promissores no que se refere a

correlagdo com sobrevida, independentemente da hemodinamica.

Muitos artigos publicados recentemente demonstram a importancia das MMPs
na hipertensdao pulmonar. Uma caracteristica comum a todas as formas de HAP
(Hipertensao Arterial Pulmonar) € a muscularizacdo, a extensdo de células musculares lisas
para pequenas artérias, normalmente ndo muscularizadas, dentro do acino respiratorio. O
mecanismo que habilita a migracdo de fibroblastos da adventicia para a camada média e
desta para a intima, ainda ndo estd completamente elucidado mas had evidéncias do

envolvimento da MMP-2 e MMP-9 (Frisdal, Gest et al. 2001).

Estudos em ratos utilizando dois modelos de hipertensdao pulmonar (exposi¢do a
hipéxia ou monocrotalina) avaliaram a MMP-2 nos vasos pulmonares. Zimografia de
homogenado do tecido revelou uma associacdo da progressdo da hipertensdo pulmonar
hipoxica com um aumento da atividade da MMP-2, especifico em vasos pulmonares. O
aumento da MMP-2 também foi encontrado 30 dias apds a administracdo de monocrotalina.
A forma ativa da MMP-2 e sua atividade gelatinolitica foram correlacionadas a severidade

da hipertensao pulmonar (Frisdal, Gest et al. 2001).

Usando um modelo de perfusdo isolada de pulmdes de ratos e administrando
L-arginina (0.5, 3 e 10 mmol/L) observou-se atenuagdo da hipertensao pulmonar induzida
(6.6 mg/kg de microesferas de silicone), associada a diminui¢do da atividade tanto da
MMP-2 quanto da MMP-9. O efeito prospectivo da L-arginina foi completamente revertido
pela inibi¢cdo da sintese do NO (6xido nitrico) com L-NAME. A EPA foi associada com
aumento da atividade da MMP-2 e da MMP-9 no pulmdo. Enquanto a L-arginina
0.5 mmol/L ndo produziu efeito sobre as MMPs, L-arginina 3 mmol/L e 10 mmol/L

atenuou o aumento da atividade da MMP-2 e da MMP-9 apés EPA demonstrado na
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zimografia do extrato dos pulmdes (Souza-Costa, Zerbini et al. 2005; Souza-Costa,
Zerbini et al. 2005). Em outro estudo, também com ratos submetidos a EPA induzida por
microesferas de silicone (9 mg/kg de microesferas), observou-se aumento da atividade da
MMP-9 pulmonar apdés embolizacdo (através da zimografia do homogenado pulmonar) e
diminuicdo de sua atividade quando o grupo embolia foi pré-tratado com doxiciclina, um
inibidor inespecifico das metaloproteinases. Os ratos anestesiados tiveram sua pressao
arterial média (PAM) e freqii€ncia cardiaca (FC) monitorizadas. No grupo embolia (ndo
tratado com doxiciclina) houve reducdo significativa da PAM e da FC por mais que 60
minutos e aumento da atividade da MMP-9. No grupo embolia, pré-tratado com

doxiciclina, houve somente hipotensao arterial transitoria (Palei, Zaneti et al. 2005).

A fisiopatologia da HP tem sido extensamente estudada. O envolvimento da
célula muscular lisa é importante, j4 que esta compreende o maior componente celular da
parede arterial normal. Suas principais fun¢des sdo manter o tdnus arterial apropriado e
produzir a matriz extracelular (MEC). A célula muscular lisa (CML) produz tanto MMP-2
quanto MMP-9. S3o também estas células as responsdveis por patologias vasculares,
inclusive a formacdo de lesdo intimal, que ocorre naturalmente ou induzida por
intervengdes vasculares. Migragdo, proliferacdo e, subsequentemente, producdo de MEC
leva a formacdo de lesdes neointimais ricas em CML, as quais podem obstruir o limen
arterial. O movimento das CMLs através da matriz necessita da degradacdo de varios
componentes, inclusive membrana basal e lamina eléstica, degradacdo esta possivel devido
a acdo de enzimas da familia das metaloproteinases. CMLs produzem pr6-MMP-2
basalmente em vasos sanguineos normais e em cultura, além de outras MMPs, inclusive
MMP-9, apds estimulacdo por citocinas in vitro € depois de lesdo por cateter-baldao. A
deficiéncia genética de MMP-2 ¢ MMP-9 diminuiu a invasdo de célula muscular lisa in
vitro em 81% e 65%, respectivamente, e diminuiu a formagao de hiperplasia intimal in vivo

(Frisdal, Gest et al. 2001; Johnson and Galis 2004).

Outra linhagem de células extensamente estudadas sdo as células inflamatorias.
A embolia pulmonar (EP) foi associada com influxo precoce de polimorfonucleares,
elevacdo de macréfagos e MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) dentro da parede

da artéria pulmonar. O influxo de leucdcitos ocorreu precocemente no primeiro dia depois
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de induzida a EP. Na parede da artéria pulmonar predominaram os neutréfilos, com
concomitante elevacdo de macréfagos. No parénquima pulmonar houve predominéncia dos
macréfagos. Curiosamente, outros mediadores inflamatérios testados, tais como
interleucina-10 e KC/GRO (keratinocyte-derived chemokine), elevaram-se nio somente no
grupo de animais submetidos a EP, mas também no grupo controle. A resposta inflamatéria
sist€émica ocorrida em ambos os grupos deveu-se, provavelmente, a cirurgia e a angiografia
utilizadas como métodos neste experimento. Também houve hiperplasia da intima, mas

somente nas artérias dos animais submetidos a EP (Eagleton, Henke et al. 2002).

Contrariamente ao que ocorreu em nosso estudo, quando o uso precoce de
doxiciclina produziu melhora nos niveis pressoricos e na resisténcia vascular pulmonar em
ratos submetidos a EPA induzida, em um outro modelo de hipertensdao pulmonar induzida
por hipdxia (exposi¢do a 10% oxigénio por 15 dias) em ratos, houve um aumento da
pressdo arterial pulmonar e muscularizacdo apds inibicdo das MMPs com doxiciclina
(Vieillard-Baron, Frisdal et al. 2000). Diferentemente do nosso modelo, os ratos foram
pré-tratados com a doxiciclina (20 mg/Kg por dia). Ha uma aparente discrepancia entre os
estudos, o que nos leva a crer que mais estudos serdo necessdrios para esclarecer o papel
das MMPs na hipertensao pulmonar. Os resultados avaliados neste estudo foram tardios
(15 dias), enquanto que no nosso, avaliamos os dados apenas por um curto periodo

(120 minutos).

Também o uso de outro inibidor das MMPs, o prinomastat, foi associado a
maior incidéncia de fenOmenos trombéticos quando associados a quimioterdpicos
(Behrendt and Ruiz 2003). H4 muito que se pesquisar para que consigamos algumas
respostas. Por exemplo, ndo sabemos ainda a que se devem as diferentes respostas com

relacdo a administracdo em tempos diferentes da doxiciclina em nosso estudo.

De qualquer maneira, outros estudos identificam as MMPs como um novo
modulador da contratilidade, clivando big-endotelina em endotelina, um potente
vasoconstritor, podendo ter relacdo com o papel da endotelina na vasoconstri¢do pulmonar
durante a EPA. A MMP-2, assim como a MMP-9 e a big-endotelina-1, é produzida e
secretada por células musculares lisas e endoteliais. A big-endotelina-1 € essencialmente

inativa e requer ativacdo para produzir vasoconstricao. Serinas e aspartato proteases, assim
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como as MMPs podem clivar a big-endotelina-1 gerando peptideos com potenciais
vasoconstritores. No sistema cardiovascular, endoproteases zinco-dependentes, chamadas
enzimas conversoras da endotelina (ECEs), podem mediar os efeitos vasoconstritores da
big-endotelina-1. As ECEs clivam a big-endotelina-1 gerando um potente vasoconstritor, a
endotelina-1 (Battistini and Dussault 1998). No sistema respiratério também foi
demonstrado que mastdcitos clivam a big-endotelina-1 em endotelina-1 (Boscoe, Goodwin
et al. 2000; Dupuis, Jasmin et al. 2000), a qual é um vasoconstritor traqueal e de células
lisas vasculares, e poderia estar envolvido na reacdo alérgica (Goldie 1998; Fineman,

Wong et al. 1999).

Todas estas observacdes revelam diferentes caminhos de ativacdo da
big-endotelina-1 e estas diferencas dependem da localizacdo da protease ativadora da
big-endotelina e do tecido alvo (Goldie 1998). Interessantemente, hd uma regido da
big-endotelina que é homodloga a seqiiéncia de aminoécidos do coldgeno intersticial, ambos
clivados pela MMP-2 durante diversos processos fisiopatolégicos. A MMP-2 e seu inibidor
tecidual (o TIMP-2) sdo principalmente conhecidos por seus papéis na fisiopatologia da
remodelacdo vascular, angiogénese, reparacdo tecidual, invasdo tumoral, inflamacgdo e
ruptura da placa aterosclerdtica. Um mecanismo de acdo da MMP-2 € a quebra proteolitica
das proteinas da MEC. A seqiiéncia de aminodcidos no coldgeno intersticial, que ¢é
quebrado pela MMP-2, € homoéloga a determinada regido dentro da big-endotelina-1. A
big-endotelina-1 requer clivagem para produzir-se uma forma ativa para induzir
vasoconstri¢do. Foi, entdo, testada a hipétese de que a MMP-2 vascular pode clivar a

big-endotelina-1, assim gerando um peptideo vasoconstritor.

Em artérias mesentéricas de ratos, perfundidas e com endotélio intacto, a
inibicdo da MMP-2 com TIMP-2 reduziu o efeito vasoconstritor da big-endotelina-1. Para
confirmar a hipétese de que a MMP-2 cliva a big-endotelina gerando um novo
vasoconstritor, um especifico anticorpo anti-MMP-2 foi testado e observou-se inibi¢do da
vasoconstri¢do provocada pela big-endotelina. Incubagdo de big-endotelina-1 com MMP-2
recombinante resultou em clivagem especifica na banda gli-leu da big-endotelina-1. O
peptideo resultante exerceu maior efeito vasoconstritor do que a big-endotelina-1,

levando-se a crer que a MMP-2 contribui para os efeitos vasoconstritores da
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big-endotelina-1, clivando a big-endotelina-1 e gerando um novo e potente vasoconstritor

(Fernandez-Patron, Radomski et al. 1999).

Um antagonista nao seletivo do receptor de endotelina foi administrado em caes
submetidos a EPA induzida. Os niveis aumentados de endotelina-1 parecem estimular a
producdo de tromboxane-A2, um potente vasoconstritor. O tromboxane-B2 (produto do
metabolismo de tromboxane-A2) também foi avaliado. Nos caes pré-tratados com o
antagonista ndo-seletivo do receptor de endotelina houve melhora hemodinamica
significativa, com menor pressdo média da artéria pulmonar e menor indice de resisténcia
vascular pulmonar quando comparados com o grupo controle. Também houve aumento de
TX-B2 15 minutos ap6s a EPA induzida, mas ndo em caes pré-tratados com o antagonista,
concluindo-se, entdo, que o antagonista ndo-seletivo do receptor de endotelina atenuou a
hipertensdo pulmonar e diminuiu a formacao de TX-A2. Em estudos prévios demonstrou-se
que a endotelina-1, através da ciclo-oxigenase, aumentou a liberacio de TX-A2,
levando-nos a supor que o aumento da pressao média na artéria pulmonar e o aumento do
indice de resisténcia vascular pulmonar ap6s EPA induzida podem ser devido a estes dois
mecanismos: aumento de endotelina-1 e aumento de TX-A2, dois potentes vasoconstritores

pulmonares (Tanus-Santos, Gordo et al. 2000).

Na pratica, pacientes portadores de HAP ja podem ser tratados com o bosetam,
um inibidor inespecifico de receptores A e B de endotelina, que demonstrou efeito superior
ao placebo sobre a capacidade fisica em pacientes com hipertensao pulmonar idiopdtica e
associada com doencas do tecido conectivo (Fernandez-Patron, Radomski et al. 1999;

Smulders 2000; Rubin 2002; Battistini 2003).

Também foi demonstrado que a clivagem do CGRP (calcitonin gene-related
peptide) pela MMP-2 promove vasoconstricio e pode ser este um dos mecanismos
envolvidos na vasoconstricdo pulmonar da EPA. Patron e colaboradores investigaram os
efeitos da inibicdo da MMP-2 pela ortofenantrolina e obtiveram vasorrelaxamento de
artérias mesentéricas isoladas de ratos. Observaram que o fosforamidon, o qual inibe
algumas metaloenzimas, mas ndo a MMP-2, ndo dilatava as artérias. A inibicdo seletiva de
MMP-2 endégena com o peptideo ciclico permedvel aos tecidos, o CTT, causou

vasorrelaxamento, enquanto um andlogo do CTT inativo ndo dilatou as artérias.
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Interessantemente, a vasodilatacdo que resultou da inibicio da MMP-2 foi independente do
endotélio. Os autores, entdo, investigaram se a MMP-2 agia nas células musculares lisas ou
nos nervos perivasculares. A MMP-2 recombinante humana clivou o CGRP
(calcitonin gene-related peptide) e reduziu seu potencial vasodilatador. A inibicdo de
MMP-2 aumentou a quantidade de CGRP intacto nas artérias e exacerbou o
vasorrelaxamento induzido pela anandamida, a qual estimula a liberacio de CGRP.
Vasorrelaxamento em resposta a inibicdo da MMP-2 foi abolido pela CGRP [8-37], um
seletivo antagonista do receptor do CGRP, e pela capsaina, a qual depleta CGRP dos nervos
perivasculares. Os autores concluiram, entdo, que a MMP-2 cliva o CGRP endégeno
promovendo vasoconstri¢cao. Estes dados sugerem um novo mecanismo da regulacdo da
vasoatividade, com o CGRP tendo um possivel papel neuro-hormonal e a MMP-2 um
possivel modulador da contratilidade vascular, como ja demonstrado em outros trabalhos

(Fernandez-Patron, Stewart et al. 2000).

Em excelente artigo publicado em 2004, Martinez demonstrou que a
adrenomedulina, um peptideo vasodilatador, € degradada na presengca de MMP-2, mas ndo
de MMP-9, e que, quando clivada, a adrenomedulina gera peptideos vasoconstritores.
Interessantemente, foram identificados na urina de humanos alguns destes fragmentos,
produtos da clivagem deste peptideo vasodilatador, sugerindo que este processo ocorreria in

vivo (Martinez, Oh et al. 2004).

Como ja foi mencionado, muito ha que se pesquisar para desenvolvermos novos
métodos diagndsticos e novos marcadores para a embolia pulmonar, € o nosso estudo tem
algumas limita¢des. Por exemplo, no manejo do paciente com embolia pulmonar aguda,
sabemos das dificuldades do tratamento precoce. Por outro lado, sabemos da importancia

das drogas na prevenc¢do de embolia, como hoje ja € utilizada a heparina.
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5- CONCLUSAO
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Com este estudo, podemos concluir que a inibicdo das metaloproteinases,
através do uso de um inibidor inespecifico, atenua as alteragdes hemodinamicas ocorridas

ap6s embolia pulmonar aguda induzida em cées anestesiados.

Observamos melhores resultados quando a doxiciclina foi dada precocemente.
Estes dados sugerem que as metaloproteinases (especificamente a MMP-9) podem ser um
alvo de terapia farmacoldgica, a0 menos como terapia coadjuvante no manejo clinico da

embolia pulmonar aguda.
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