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Resumen

Durante la transicion feto-neonatal, debido a los marcados cambios que tienen lugar
en la circulacién cardiopulmonar, los neonatos son muy proclives a presentar el
sindrome de hipertension pulmonar neonatal (HPN). Esta patologia se caracteriza por
un aumento de presion arterial pulmonar, producida por una vasoconstriccion
pulmonar sostenida, asociada con remodelamiento vascular, resultando en una alta
resistencia vascular pulmonar (RVP). Una enzima central en las vias vasodilatadoras
es la sGC, que cuando se oxida no responde al NO, perdiendo la capacidad de
vasodilatar y prevenir el remodelamiento vascular pulmonar. Los corderos neonatos
cronicamente hipoxicos e hipertensos pulmonares, nacidos en el altiplano andino,
tienen una notable disminucion en la expresion y funcién de la enzima sGC, por lo que
la concentracion de cGMP en el pulmon esta disminuida, pudiendo ser la causa, junto
con otras, de la HPN. Considerando que mas del 40% de los nifios recién nacidos con
HPN no responden a la terapia de NO inhalatorio, por posible oxidacion de la enzima,
proponemos como hipétesis que cinaciguat (BAY-582667), activa la sGC oxidada en
corderos recién nacidos crénicamente hipéxicos e hipertensos pulmonares, en el Alto

Andino, a 3600 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.).

Para verificar esta hipoétesis utilizamos neonatos de oveja separado en 2 grupos (n=6
en cada grupo) tratados con: a) cinaciguat b) vehiculo (DMSO: NaCl 0,9 %, 1:10)
Determinamos: 1) in vivo, variables cardiovasculares que den cuenta de la circulacion
pulmonar y sistémica durante 7 dias, después de una infusion diaria de cinaciguat o

vehiculo, y durante un episodio de hipoxia aguda sobreimpuesta; 2) morfologia de



arterias pequefias pulmonares (APP) (histologia e inmunohistoquimica) y de

ventriculos derechos (indice de hipertrofia cardiaca derecha); 3) ex vivo, funciones
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vasoactivas en arterias pequefias pulmonares; 4) in vitro, expresiones de algunas
proteinas involucradas en la via de sefializacion de 6xido nitrico (NO) y sGC implicadas
en la reactividad vascular pulmonar. Con el uso de cinaciguat en comparacion con los
controles, encontramos que la presion arterial pulmonar disminuyé en el tratamiento
agudo sin mayores modificaciones de la circulaciéon sistémica, y hubo una menor
hipertension pulmonar en la hipoxia aguda sobreimpuesta, acompafiada de una
disminucién de la RVP en el tratamiento agudo, crénico y un menor aumento durante
la hipoxia aguda sobreimpuesta. También se redujo del remodelamiento vascular de
las APP y disminuy® la hipertrofia del ventriculo derecho, con un menor tono vascular
pulmonar, con modificaciones en la expresion de proteinas ligadas a mecanismos de
vasodilatacién pulmonar. En resumen, la administracion de cinaciguat, un activador de
la sGC, tuvo importantes modificaciones cardiopulmonares en corderos recién nacidos

cronicamente hipoxicos e hipertensos pulmonares.
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Abstract

During the feto-neonatal transition, due to the marked changes that take place in the
cardiopulmonary circulation, neonates are highly vulnerable to develop the syndrome
of pulmonary hypertension of the newborn (PHN). This pathology is maintained over
time due to sustained pulmonary vasoconstriction, associated with vascular
remodeling, both in the muscular layer and adventitia, resulting in high pulmonary
vascular resistance (PVR). A central enzyme in the vasodilator pathways is the sGC,
which needs the heme group present in it and with reduced iron to be activated by NO.
Once activated, produces cGMP, a central molecule to yield pulmonary vasodilation.
When sGC is oxidized, it does not respond to NO to generate cGMP, losing the
vasodilator capacity and the prevention of vascular remodeling. Chronically hypoxic
and pulmonary hypertensive neonatal lambs, born in the Andean highlands, have a
notable decrease in the expression and function of the sGC, decreasing the cGMP
concentration in the lung and may be the cause, among others, of the neonatal
pulmonary hypertension. Considering that more than 40% of newborn infants with
arterial pulmonary hypertension do not respond to NO inhalation therapy, due to
possible oxidation of the enzyme, we hypothesize to use cinaciguat (BAY-582667), as

a drug to activate the sGC oxidized or without heme group.

To test this hypothesis, we used an integrative approach of the whole animal, isolated
organs, morphological and molecular level to determine the effects of cinaciguat in
chronically hypoxic and pulmonary hypertensive newborn lambs, studied at 3,600 m

above sea level (m.a.s.l.). We determined: 1) in vivo, cardiovascular variables that
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account for the pulmonary and systemic circulation during 7 days, after daily infusion
of cinaciguat or vehicle, and during a superimposed episode of acute hypoxia; 2)
morphology of small pulmonary arteries (SPA) (histology and immunohistochemistry)
and right ventricles (right cardiac hypertrophy index); 3) ex vivo, vasoactive functions
in small pulmonary arteries; 4) in vitro, protein expressions involved in the signaling
pathway of nitric oxide (NO)-sGC implicated in pulmonary vascular reactivity. Using
cinaciguat in comparison with controls, we found a decrease in pulmonary arterial
pressure during the acute treatment accompanied by a lower pulmonary hypertension
in a superimposed episode of acute hypoxia, without major modifications of the
systemic circulation. Further, the PVR diminished in the acute, chronic treatment, and
had a minor increase during the superimposed episode of acute hypoxia. The vascular
remodeling of SPA was also reduced and right ventricle hypertrophy was decreased,
accompanied by a lower pulmonary vascular tone, with modifications in the expression
of proteins linked to pulmonary vasodilation mechanisms. In summary, the
administration of cinaciguat, an activator of sGC, had important cardiopulmonary

modifications in chronically hypoxic and pulmonary hypertensive newborn lambs.
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Abreviaciones

Acido desoxirribonucleico (DNA); acido ribonucleico mensajero (mRNA); activador
canales BKCa (NS1619); anélogo de tromboxano (U46619); anién superoxido (O2);
arterias pequefias pulmonares (APP); cadena liviana de miosina (MyLC); cadena
pesada de miosina tipo alfa (MyHCa); canales de potasio (Kv); canales de potasio de
alta conductividad dependiente de calcio (BKCa); canales de sodio sensibles a
amilorida (ENaC); cinaciguat (BAY-582667); cloruro de potasio (KCI); concentracion
de agonista que genera el 50% de la respuesta maxima (ECso); curva concentracion
respuesta (CCR); dihidrobiopterina (BH2); elemento de respuesta a la hipoxia (HRE);
endotelina (ET-1); especies reactivas de oxigeno (ROS); factor inducible por hipoxia
(HIF); flavin adenin dinucledtido (FAD); Food and Drug Administration (FDA); fosfatasa
de la cadena liviana de la miosina (MLCP); fosfodiesterasa 5 (PDES); frecuencia
cardiaca (FC); gasto cardiaco (GC); grupos tioles (H2S); guanilil ciclasa soluble (sGC);
guanosin monofosfato ciclico (cGMP); guanosin trifosfato (GTP); hipertension
pulmonar del recién nacido (HPN); indice hipertrofia cardiaca derecha (IHCD);
intercambiador sodio-hidrégeno (NHEL); logaritmo negativo de la concentracion del
agonista que genera el 50% de la respuesta maxima (pD2); mondxido de carbono
(CO); Newton dividido por metro (Nm™); nicotinamida dinucleétido reducido (NADH);
nitroprusiato de sodio (SNP); nuclear factor of activated T-cells (NFAT); nucleus tractus
solitarius (NTS); 6xido nitrico (NO); 6xido nitrico inhalatorio (iNO); 6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS); presion arterial pulmonar media (MPAP); presion arterial sistémica
(mPAS), presion parcial de oxigeno (POz2); prostaciclina (PGI2); proteina quinasa Il
dependiente de Ca2+-calmodulina (CaM-kinase Il); proteina quinasa dependiente de
cGMP (PKG-1); recién nacidos (RN); resistencia vascular pulmonar (RVP); resistencia
vascular sistémica (RVS); serotonina (5HT); transient receptor potential cation
channels (TRPC); tetrahidrobiopterina (BH4); unidades relativas (UR); ventriculo

derecho (VD); ventriculo izquierdo (VI).

11
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1. Introduccion

La circulacion pulmonar fetal se caracteriza por una alta resistencia vascular y un bajo
flujo sanguineo, con solo el 5% del gasto cardiaco combinado pasando por los
pulmones fetales (Rudolph, 1979; Gao & Raj, 2010). Asi, la presion arterial pulmonar
(PAP) es ligeramente mas alta que la sistémica y el 90% del gasto cardiaco derecho
fluye a través del ductus arteriosus de derecha a izquierda, hacia la aorta descendente,
y luego a la placenta (Rudolph, 1979). Al momento de nacer, la circulacion pulmonar
experimenta una importante disminucion de la resistencia vascular pulmonar (RVP) y
de la PAP. Algunos de los mecanismos responsables de estos cambios son: la
presencia de oxigeno en los alvéolos pulmonares y en los vasos pulmonares,
consecuencia del inicio de la funcion pulmonar, con un brusco incremento da la presion
parcial de oxigeno (PO2), que dilata los vasos pulmonares; ademas se instala una
interfase aire-liquido gracias al surfactante que evita el colapso alveolar al fin de la
espiracion; cierre de los shunts fetales (foramen ovale, ductus arteriosus y venosus),
gue junto con la marcada caida de la RVP, permiten que el 100% del gasto cardiaco
perfunda la circulacién pulmonar, lo que conlleva un substancial aumento del estrés
tangencial (shear stress); se incrementa la expresion y funcién de la éxido nitrico
sintasa endotelial (eNOS), por el estrés tangencial, que genera Oxido nitrico (NO),
ademas hay un alza en la produccion de prostaciclina (PGIl2), provocando y
manteniendo la vasodilatacion pulmonar (Abman et al., 2015; Rudolph, 1979);
Finalmente, existe una masiva y rapida reabsorcion del liquido pulmonar por la mayor
expresion y funcion de canales de sodio sensibles a amilorida (ENaC) (Guglani et al.,

2008; Olver et al., 1986).

12
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La hipoxia crénica intrauterina y perinatal altera la transicion fisiologica pulmonar
normal anteriormente descrita. Esta llevara a un desbalance de los mecanismos
vasodilatadores y vasoconstrictores en la circulacion pulmonar hacia un estado
vasoconstrictor (Abman, 1999). Esta vasoconstriccion mantenida en el tiempo lleva a
remodelamiento vascular pulmonar, debido a un aumento del nimero de células
vasculares musculares lisas y/o hipertrofia de las mismas, ademas de otras células
gque emigran de la capa intersticial (Stenmark et al., 2006). Estos cambios
morfologicos, disminuyen el lumen de las arterias en forma sostenida, siendo este
altimo cambio el mayor componente del aumento de la resistencia vascular. Este
incremento se puede explicar por la ley de Poiseuille, donde la resistencia vascular es
inversamente proporcional a la cuarta potencia del radio del vaso (Kuhr et al., 2012).
Por lo tanto, aumentara la RVP y se instalara una hipertension pulmonar cronica
(Herrera et al., 2008b). Mas aun, también se ha visto remodelamiento de la adventicia,

gue lleva a un incremento en la rigidez del vaso sanguineo (Stenmark et al., 2018).

La hipertensién arterial pulmonar se define como valores de presion arterial media
(mPAP), en reposo, igual o superior a 25 mmHg (Ivy, 2016; Escribano et al., 2010). La
hipertension pulmonar crénica, aumenta la postcarga cardiaca derecha y puede
producir consecuencias graves en el corazén, generando una hipertrofia cardiaca
derecha (Whauthy et al., 2004), y eventualmente puede llegar a una insuficiencia
cardiaca derecha, con resultado de muerte (lvy, 2016). Ademas, aumentos agudos de
la mPAP y de la vasoconstriccion vascular pulmonar durante el transcurso de la
enfermedad, llevan a alteraciones de la relacion ventilacion/perfusion (V/Q), por lo que

los neonatos pueden cursar con hipoxias con valores de PaO: de 30 mmHg

13
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(comunicacion personal Dr. Anibal Llanos, 2016). Por otra parte, la hipertension
pulmonar neonatal puede presentarse en forma primaria o secundaria a una hipoxia
cronica in utero, asfixia durante el parto, aspiracion de meconio, infecciones
pulmonares, especialmente por estreptococo B hemolitico grupo B, hipoplasia
pulmonar, hernia diafragmatica congénita, drogas, entre otras causas
(Lakshminrusimha & Keszler, 2015). Su prevalencia es aproximadamente 2 por cada
1000 recién nacidos (RN) vivos (MINSAL, 2011) o de 0,4 a 6,8 por 1000 RN vivos
(Walsh-Sukys et al., 2000), ambas prevalencias en RN de tierras bajas (< 2500
m.s.n.m.). En contraste, en tierras altas (> 2500 m.s.n.m.) no hay informacién
especifica de la prevalencia. No obstante, en La Paz, Bolivia (sobre los 3600 m.s.n.m.),
por la menor presion parcial de oxigeno existente, el sindrome de distrés respiratorio
del neonato puede alcanzar una prevalencia de hasta un 9,1% (7,7% - 10,5%) de los
nacidos vivos, y éste cuadro incluye la hipertensién pulmonar neonatal (Keyes et al.,

2003).

La Unidad de Fisiologia y Fisiopatologia Perinatal, Programa de Fisiopatologia,
Facultad de Medicina Oriente, Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM), Universidad
de Chile, ha desarrollado un modelo en corderos RN en las grandes altitudes de Putre
(3600 m.s.n.m.), con el fin de estudiar la hipoxia perinatal y especificamente la
hipertension pulmonar neonatal inducida por hipoxia cronica gestacional (Herrera et
al., 2007, 2008a, 2008b; Parrau et al., 2013; Torres et al., 2015; Lopez et al., 2016).
Es sabido que en tierras altas (> 2500 m.s.n.m.), existe una baja presion parcial de
oxigeno ambiental y la gestacion en este ambiente genera fetos cronicamente

hipoxicos (Herrera EA. et al., 2016) y al nacer, estos neonatos son cronicamente

14
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hipoxicos e hipertensos pulmonares (Herrera et al., 2007). En ellos, se han explorado

algunos de los mecanismos que llevan a la hipertension pulmonar y con ese
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conocimiento se han estudiado nuevas alternativas al tratamiento de este sindrome de
la etapa neonatal. Es menester decir, que el Unico tratamiento aprobado por la Food
and Drug Administration (FDA, USA), para la hipertension pulmonar del recién nacido
es el 6xido nitrico inhalatorio (iNO), el cual no es efectivo en el 40 % de los casos
(Steinhorn et al., 2010). Esta cifra es semejante en neonatos pretérminos (30 %) (Rallis
et al., 2018), e incluso el uso de iNO, en fallas hipoxicas respiratorias de neonatos
pretérminos, no parece ser una terapia de rescate efectiva en los casos mas graves
(Barrington et al., 2017). La razon de la ineficiencia del INO, es que al ser administrado
en grandes dosis aumentara el desacoplamiento de la eNOS debido a la oxidacion de
la tetrahidrobiopterina (BH4), que se transforma en dihidrobiopterina (BH2). En esta
condicion, la eNOS pierde su forma estable, deja de producir NO y genera radical anion
superoxido (O27), aumentando lo formacion de especies reactivas al oxigeno (ROS)
(Tabima et al., 2012; Lundberg et al., 2015). EI aumento de las ROS que se observa
en los neonatos cronicamente hipoéxicos llevaria a una mayor oxidacion de la sGC, que
produciria la pérdida del grupo hemo (Stasch et al., 2002, 2011), produciendo menos
cGMP disminuyendo la vasodilatacion vascular pulmonar, via que a continuacion

detallaremos.

La via de sefalizacion involucrada en la vasodilatacion comienza en el endotelio
pulmonar, donde se ubica la eNOS, la cual contiene un grupo hemo y que ademas
necesita para funcionar los siguientes cofactores: nicotinamida dinucleotido reducido

(NADH), flavin adenin dinucleotido (FAD), calmodulina y BH4 (Duarte et al., 2008). La

15
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eNOS en su forma estable (dimero) utiliza como sustratos L-arginina, oxigeno
molecular y NADPH para producir L-citrulina y NO (Tabima et al., 2012; Pernow &
Jung, 2013). El NO difunde hacia la célula muscular lisa y actia sobre el receptor de
NO, la guanilil ciclasa soluble (sGC), la cual utiliza guanosin trifosfato (GTP) y forma
guanosin monofosfato ciclico (cGMP) (Gao & Raj, 2010). El cGMP generado por la
sGC entre otras acciones, estimula a la proteina quinasa G dependiente de cGMP
(PKG-1), PKG-1 que, a su vez fosforila en dos serinas a la fosfatasa de la cadena
liviana de miosina (MLCP), en su unidad regulatoria MYPTL1, activandola (Woolridge
et al., 2004). Por otra parte, ROCK Il fosforila en dos treoninas a MYPT1, inactivandola
(Lopez et al., 2016). Si predomina la acciéon de PKG-1 sobre ROCK II, llevara a la
defosforilacion de la cadena liviana de la miosina, provocando asi la vasodilatacion
vascular pulmonar. Ademas, PKG-1, fosforila otros blancos, como el canal de potasio
de alta conductividad dependiente de calcio (BKca), hiperpolarizando la célula
muscular lisa, disminuyendo la concentraciéon de Ca?* intracelular por bloqueo de los
canales de Ca dependientes de voltaje, lo que llevara a una vasorelajacion (Gao & Raj,

2010).

Esta via molecular fue estudiada en corderos RN hipdxicos cronicos e hipertensos
pulmonares (tierras altas), Herrera et al., 2008a, quien demostré que la expresion
proteica de eNOS y su funcion productora de NO (esta ultima medida como produccion
de L-citrulina), estan aumentadas al compararse al grupo control de tierras bajas. Por
el contrario, en este mismo modelo, se describe que la expresion proteica de sGC se
encuentra marcadamente disminuida en los corderos de tierras altas. Por otra parte,

la concentracion de cGMP pulmonar se encuentra disminuida en animales de tierras
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altas al compararse con mediciones de tierras bajas (Ferrada et al., 2015). Ademas, la

sGC puede encontrarse oxidada por los ROS generados por la hipoxia crénica
FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD DE CHILE

(Chester et al., 2011; Torres et al., 2015), condicion en que la sGC no responde a NO
(Bellamy et al., 2000; Chang et al., 2005), lo que llevaria a una menor vasodilatacion
pulmonar. Por lo que una alternativa a mejorar los mecanismos vasodilatadores es que
la sGC puede ser activada o estimulada por diversas moléculas para generar cGMP.
Es asi como los estimuladores ejercen su modo de accion en presencia de un grupo
hemo en estado reducido (ferroso) de la sGC, mientras que los activadores son
efectivos en presencia de un grupo hemo oxidado (férrico) e incluso con la sGC sin

grupo hemo (Stasch et al., 2011).

De esta manera, un eventual tratamiento para la hipertension pulmonar seria utilizar
un activador de la sGC, el que actuaria en el grupo hemo en estado oxidado o0 en una
enzima sin grupo hemo. Cinaciguat (BAY-582667), se ha descrito como un activador
de la sGC, a pesar de haber sido oxidada por el inhibidor ODQ o encontrarse la enzima
sin el grupo hemo, a diferencia de NO y de otros estimuladores como YC-1, BAY 41-
2272, 0 BAY 63-2521, también llamado riociguat (Stasch et al., 2002, 2011). En un
modelo de hipertension pulmonar neonatal por ligadura del ductus arteriosus fetal y
luego ventilado mecanicamente al momento de nacer, cinaciguat provocé una
vasodilatacion pulmonar en forma aguda (Chester et al., 2011). Cinaciguat también
aumento el flujo sanguineo pulmonar y disminuyo la RVP en forma aguda, en fetos de
oveja con hipertension pulmonar por ligadura del ductus arteriosus (Chester et al.,

2009).
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Considerando estos antecedentes, el propdsito de este proyecto de Tesis fue evaluar

los efectos de un tratamiento con administracion endovenosa de cinaciguat por 7 dias
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y durante un episodio de hipoxia aguda sobreimpuesta, en corderos RN cronicamente
hipoxicos e hipertensos pulmonares de Putre, Region de Arica y Parinacota (3600
m.s.n.m.), usando una aproximacion integrativa: in vivo, ex vivo e in vitro. Estudiamos
variables cardiovasculares pulmonares y sistémicas, propiedades vasoactivas en
arterias pequefias pulmonares (APP), histologia e inmunohistoquimica en APP.
Caracterizamos la expresion proteica y la funcién por miografias en APP, de las
principales proteinas o enzimas que participan en la via de eNOS-NO-sGC-PKG-1-
BKca, y el rol que juega esta via en la vasodilatacion mediada por cinaciguat, con el fin
de obtener informacion de algunos mecanismos de accidén de un activador de sGC
(cinaciguat) en el recién nacido cronicamente hipoxico y eventualmente como posible

tratamiento para la hipertension arterial pulmonar del recién nacido.

Todos los experimentos fueron financiados por el Proyecto Fondecyt 1140647, dirigido

por el Dr. Anibal Llanos Mansilla.
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La administracién de cinaciguat (BAY-582667) en corderos neonatos cronicamente
hipéxicos e hipertensos pulmonares, provoca una disminuciéon de la resistencia
vascular y de la hipertension pulmonar, como consecuencia de un menor tono vascular
y menor remodelamiento vascular pulmonar, disminuyendo la hipertrofia cardiaca
derecha, ademas afecta la expresion de proteinas relacionadas a mecanismos de

vasodilatacién pulmonar.

3. Objetivo general

Determinar si la administracion de cinaciguat disminuye el remodelamiento vascular

pulmonar y la hipertrofia cardiaca derecha, modificando las propiedades vasoactivas

de la circulacion pulmonar y la expresion de proteinas involucradas en mecanismos de

vasodilatacién del neonato ovino hipertenso pulmonar cronicamente hipoxico.
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4. Objetivos especificos

1. Determinar la dosis efectiva de cinaciguat, necesaria para disminuir la

resistencia vascular y presion de la arteria pulmonar, sin producir hipotensiéon
sistémica.

Determinar el efecto de cinaciguat sobre las variables cardiovasculares
pulmonares y sistémicas: a) durante la administracion aguda; b) mediciones del
efecto crénico sobre las variables cardiovasculares, antes de inyectar el
cinaciguat, cada dia, y durante los siete dias de tratamiento; c¢) como se
modifican las respuestas in vivo en un episodio de hipoxia aguda
sobreimpuesta. (presion arterial pulmonar media (mPAP), resistencia vascular
pulmonar (RVP), presion arterial sistémica media (MPAS), resistencia vascular
sistémica (RVS), gasto cardiaco (GC) y frecuencia cardiaca (FC)).

Determinar el efecto del tratamiento de cinaciguat sobre el remodelamiento y
patrones de proliferacion de arterias pequefias pulmonares.

Determinar el efecto del tratamiento de cinaciguat sobre la hipertrofia del
ventriculo derecho.

Determinar el efecto del tratamiento de cinaciguat sobre la funcionalidad de
agentes vasoconstrictores y vias vasodilatadoras dependientes de sGC en
arterias pequefas pulmonares.

Determinar si el tratamiento de cinaciguat tiene algun efecto sobre la expresion
de proteinas que participan en la via de sefializacion dependiente de sGC en

los corderos gestados en hipoxia cronica.
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5. Materiales y métodos

Este estudio esta inserto en el proyecto Fondecyt 1140647, el cual fue aprobado por
el Comité de Bioética Animal de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
(CBA N° 0643 FAMUCH) (Anexo A). Se utilizaron catorce corderos recién nacidos
gestados y nacidos en la Estacion Experimental Putre, INCAS (Internacional Center
for Andean Studies) de la Universidad de Chile, a 3600 m.s.n.m., Region de Arica y
Parinacota, Chile. Estos corderos estuvieron expuestos a hipoxia crénica de grandes
altitudes durante la concepcion, toda su gestacion y vida postnatal. Se utilizaron dos
animales (macho y hembra) para pruebas de dosis del farmaco, con el fin de verificar
las respuestas in vivo para determinar la dosis necesaria que genere una disminucion
significativa en la mPAP y RVP, evitando una hipotension sistémica. Los restantes
doce animales fueron separados en dos grupos: seis tratados con cinaciguat (3
hembras / 3 machos) y seis controles tratados con el vehiculo (dimetil sulféxido

(DMSO): NaCl 0,9 %, 1:10; 4 hembras / 2 machos).

Todos los animales fueron instrumentalizados bajo protocolos determinados por el
programa de Fisiologia y Fisiopatologia Perinatal (Herrera et al., 2007; 2008a; 2008b;
2010a; Ebensperger, 2011; Parrau et al., 2013, Torres et al., 2015; Castillo-Galan et
al., 2016; Lopez et al., 2016) que consistieron en usar anestesia general al dia 3 de
nacidos, inyectando ketamina (10 mg kg im.), xilazina (0,1 - 0,5 mg kg im.) y atropina
(0,04 mg kg im.). Adicionalmente en las zonas de incision se infiltré localmente
lidocaina al 2% con el fin de evitar el malestar animal. Se ubico un catéter Swan-Ganz

(Edwards Swan-Ganz 5 French, Baxter Healthcare Corporation), el cual quedd
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instalado en la arteria pulmonar. Ademas, se insertaron catéteres de polivinilo (1,2 mm
de diametro interno) en la aorta descendente y la vena cava inferior, con el fin de tener
acceso endovenoso al territorio sistémico, desde donde se tomaron muestras
sanguineas para mediciones de gasometria y determinar variables sistémicas. Todos
los catéteres fueron exteriorizados y ubicados en bolsillos de género junto a la piel. Se
inyectd oxitetraciclina 20 mg kg sc., durante la cirugia y tres dias después de
realizada, para evitar infecciones (Craigmill et al., 2000). Por dltimo, fue inyectado
metamizol sédico (0,1 mg kg sc.) durante los tres primeros dias postoperatorios, para

evitar el dolor asociado a la cirugia.

5. a) Experimentos in vivo

Prueba de dosis

En primera instancia se utilizaron dos corderos para pruebas de dosis de cinaciguat,
probando en territorio sistémico. Basados en Chester et al., 2011, que utilizé dosis de
cinaciguat de 5 hasta 100 pg kg en recién nacidos de ovejas, se comenzé con 10 ug
kgt ev. sistémico por 10 minutos, luego se utilizé una dosis de 50 ug kg ev. sistémico
por 10 minutos, posteriormente se aumenté a 100 pg kg ev. sistémico por 10 minutos.
Considerando los resultados vistos en las dosis sistémicas, se decidio utilizar el catéter
Swan-Ganz como via de infusién, ya que entrega el farmaco directamente en el
territorio pulmonar. Se administré la mitad de la dosis que habia causado una
disminucién en la mPAP (50 ug kg?), inyectando 25 pg kg por 10 minutos, finalmente

se decidié entonces aumentar a 35 pg kg* y disminuir a 3 minutos la infusién para
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lograr los efectos deseados en un menor tiempo, es decir, buscando la menor dosis y
tiempo de infusidn necesarios para que el medicamento cause una disminucion aguda

de mPAP, evitando una hipotension sistémica sostenida.

Administracién aguda y tratamiento cronico con cinaciguat

Una vez determinada la dosis a utilizar durante el tratamiento se procedié a los
experimentos in vivo (cinaciguat o vehiculo), los cuales comenzaron un dia después
de la cirugia (dia 4), siguiendo por 7 dias. Durante el tratamiento se midieron durante
todas las mafanas: presion arterial pulmonar media (mPAP), presion arterial sistémica
media (MPAS) y frecuencia cardiaca (FC) con un sistema de adquisicion de datos
(Powerlab/8SP System and Chart v4.1.2 Software; ADInstruments, New South Wales,
Australia) conectado a una computadora. Adicionalmente, se determind el gasto
cardiaco (GC) mediante el método de termodilucion a través de una inyeccion de 3 ml
de NaCl 0,9% a 4°C, en la arteria pulmonar via catéter Swan-Ganz, el que estuvo
conectado a un computador que realizé esta medicion (COM-2 model; Baxter, Irvine,
CA). Tanto RVP como resistencia vascular sistémica (RVS) fueron calculadas de

acuerdo a Herrera et al., 2007.

Hipoxia aguda isocapnica sobreimpuesta

Después de 7 dias de tratamiento, los corderos fueron sometidos a un episodio de
hipoxia aguda isocapnica sobreimpuesta (dia 11), que consistié en un protocolo de 90

minutos, dividido en 3 periodos: 30 minutos basales en que el cordero RN respir6 aire
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ambiental, 30 minutos de hipoxia (PaOz2: 30 £ 2 mmHg en arteria aorta) manteniendo
los valores de PaCO:2 basales (isocapnica), y 30 minutos de recuperacion en que el
cordero RN respird aire ambiental. La hipoxia aguda isocapnica sobreimpuesta se
indujo con una bolsa transparente de polietileno, ubicada sobre la cabeza del animal,
donde una mezcla de aire, nitrégeno (N2) y dioxido de carbono (COz) fue entregada a
una razon de 20 litros por minuto. Muestras sanguineas fueron tomadas de aorta
durante el experimento para determinar pH arterial (pHa), presién parcial de oxigeno
arterial (PaO2), presion parcial de diéxido de carbono (PaCOz), concentracion de
hemoglobina ([Hb]) y porcentaje de saturacién de la hemoglobina por oxigeno (Sat Hb
%) a través de una maquina de gases (IL-Synthesis 25, Instrumentation Laboratories,
Lexington, MA). La mPAP, mPAS, GC y FC fueron determinadas in vivo durante el

protocolo. Luego se calcularon la RVP y la RVS (Herrera et al., 2007).

5. b) Eutanasia

Después de 48 horas de terminado el tratamiento (7 dias) y 24 horas luego del episodio

de hipoxia aguda sobreimpuesta (dia 11 de vida), los animales fueron sometidos a

eutanasia con una sobredosis de tiopental sédico (100 mg kg, ev. lento).

5. c) Diseccion de ventriculo derecho

Los corazones fueron removidos, disecados y separados en sus cuatro camaras

(auriculas derecha e izquierda, ventriculos derecho e izquierdo) y septum, luego fueron
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pesados, determinando el indice de hipertrofia cardiaca derecha (IHCD) segun la

siguiente formula:

IHCD = [peso ventriculo derecho gr / (peso ventriculo izquierdo gr + peso septum gr)]

5. d) Diseccién de pulmones

Los pulmones fueron removidos, pesados, disecados y sumergidos en una solucion
salina helada, para luego realizar: experimentos ex vivo, miografias de arterias
pequefias  pulmonares, estudios morfolégicos de histologia, estudios
inmunohistoquimicos y biologia molecular, segun los protocolos establecidos por la
Unidad de Fisiologia y Fisiopatologia Perinatal (Herrera et al., 2007; 2008a; 2008b;
2010a; Ebensperger, 2011; Parrau et al., 2013, Torres et al., 2015; Castillo-Galan et
al., 2016; Lopez et al., 2016). Las muestras para biologia molecular fueron traidas a

Santiago a - 80° C en nitrégeno liquido para mantener la cadena de frio.

Experimentos ex vivo: miografia de arterias pequefias pulmonares

Luego de la eutanasia, se diseco el arbol arterial del pulmon derecho (tercio medio) de
donde se extrajeron arterias pequefias pulmonares entre aproximadamente 150-400
pum de didmetro interno bajo una lupa (Nikon 102, 4x). Las arterias fueron cortadas en
segmentos de ~2 mm de longitud. Los anillos arteriales fueron montados en un
transductor de fuerza isométrico en un miografo (WireMyograph 610M, Danish Myo

Technologies, Aarhus, Denmark), usando dos alambres de tungsteno (diametro 40
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pum). Durante el montaje de los vasos y el experimento propiamente tal, las arterias se

mantuvieron en un bafio a 37°C (volumen de 5 ml) con solucion de Krebs cuya
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composicion en mM fue: NaCl 118,5; NaHCOs 25,2; KCl 4,74; KH2PO4 1,2; MgSO04 1,2;
CaClz 2,5; glucosa 5,0; la solucion se mantuvo en un pH 7,4 burbujeando con una
mezcla gaseosa de 95% Oz y 5% CO2. Cada anillo arterial fue estirado hasta que
alcanzé una tension equivalente a aquella ejercida por la presion transmural, que en
la altitud es de una presion media alrededor de 25 mmHg, por lo que no sobrepas6é
una tension equivalente a 2,5 mN (Ferrada et al., 2017; Herrera et al., 2010b; Porter et
al., 2000). Este diametro 6ptimo es el mismo donde se observd su mayor respuesta
contractil a 125 mM K*, usando un protocolo de diametro-tension (Torres et al., 2015),
por lo que al obtenerlo se simulan condiciones in vivo ya que la respuesta vascular
estimulada depende del grado de estiramiento, y éste ultimo de la maxima respuesta

vascular (Mulvany & Halpern, 1977).

Luego, para determinar la reactividad vascular contractil maxima, se generaron curvas
de concentracion-respuesta a potasio (K*) después de un periodo de equilibrio de 20
minutos sometiendo a los vasos a dosis crecientes de una solucién de Krebs-K+ (6,25
mM a 100 mM), lavando con solucién Krebs-Na* dos veces entre dosis. Se realizaron
incubaciones con soluciones de concentracion creciente de KCI (0 mM a 125 mM),
combinando fracciones de solucion de Krebs-Na* y Krebs-K* para determinar la
capacidad contractil de las arterias y caracterizar la contractilidad en funcion de la

respuesta a concentraciones crecientes de potasio (Herrera et al., 2010b).
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Ademas, se llevaron a cabo curvas de concentracion respuesta (CCRs) frente a
agentes vasoconstrictores, de manera de evaluar la maquinaria contractil de la capa
muscular lisa de las arterias pulmonares. Para este fin se utilizaron: endotelina-1 (ET-
1, Tocris N° cat: 1160, agente vasoconstrictor endégeno, 10 M - 107 M), 5-
hidroxitriptamina (5HT, Sigma N° cat: H9523, Serotonina, 101° M - 104 M) y 9,11-
dideoxi-9a, 11a-metano epoxi PGF2a (U46619, Cayman Chemicals N° cat: 16450,
analogo de tromboxano A2, 1013 M - 10 M), en condiciones iniciales de tensién basal

del anillo arterial.

Para estudiar la funcidn vasorelajante de la musculatura lisa independiente del efecto
de endotelio, se realizd una preconstriccién con 5HT 10 M y luego se realiz6 una CCR
de nitroprusiato de sodio (SNP, Sigma N° cat: S0501, dador de NO, 101 M - 103 M).
Para estudiar la vasodilatacidon mediada por activacion de los canales de potasio de
alta conductividad dependientes de calcio (BKca) se realizd una preconstriccion con
5HT 10 My luego se realiz6 una CCR con NS1619 (Tocris N° cat: 3804, 101 M - 10
5 M). Para estudiar la vasodilatacion mediada por aumento de cGMP producido por
ciclasas solubles se realizé una preconstriccion con 5HT 10 My luego se realiz6 una
CCR de sildenafil (Tocris, N° cat: 3784, inhibidor de la PDES5, que cataboliza el cGMP,

1010 M - 105 M).

Las CCRs se analizaron en términos de sensibilidad (pD2, donde pD:2 = - log [ECs0]) y
corresponde a una expresion de la actividad de un farmaco, en términos de la
concentracion o cantidad necesaria para producir un efecto definido (Neubig et al.,

2003). Las respuestas contractiles fueron expresadas como tension (N/m) en el caso
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de CCR de KCI y porcentaje de contraccion (% Kmax) para CCRs de ET-1, 5HT y

U46619. Las respuestas a sustancias vasorelajantes fueron expresadas como
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porcentaje de la reduccion a una contraccion sub-maxima a K* (maxima relajacion %).
Los datos experimentales se ajustaron a la ecuacion de Boltzman en el caso de la CCR
de KCI (valores absolutos, mM) o la ecuacion sigmoidea para las restantes CCRs
estudiadas con eje logaritmico (dosis expresadas en funcion de log [M]) (Prismab,

GraphPad, USA).

Histologia

El pulmdn izquierdo fue perfundido a través de la arteria pulmonar con suero frio (1
litro) colocado en un vastago a 34 centimetros de altura, equivalente a una presion
aproximada de 25 mmHg, valor de presién arterial definido para la hipertension
pulmonar. Luego se corto el tercio medio el pulmén, de donde se sacé un trozo de
pulmén de aproximadamente 1 cm3. Este corte se dej6 en una soluciéon de
paraformaldehido al 4% por 24 horas a 4°. Posteriormente, el tejido fijado fue embebido
en tacos de parafina y se realizaron corte de 5 um de espesor. Las laminas histoldgicas
se tifieron con las tinciones hematoxilina-eosina y van Gieson, para determinar las
capas muscular y adventicia de APP. Se adquirieron imagenes de arterias pequeiias
pulmonares entre 100 - 150 um de diametro interno, bajo criterios ya utilizados en el
laboratorio (Castillo-Galan et al., 2016; Lopez et al., 2016; Torres et al., 2015; Astorga
et al., 2018), utilizando una estacion de trabajo (Olympus trinocular microscope-BX51
plus digital camera QimaginGO3) vinculado a un software de imagenes (ImagePro

software 6.3). Al menos, se eligieron 8-10 arterias de cada uno de los didametros y se
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midieron por lo menos 4 veces los contornos internos y externos de la tinica media, y
limite externo de la adventicia de cada arteria. Las areas vasculares se calcularon
usando el mismo software. El porcentaje de area vascular muscular y adventicia fueron
determinados segun métodos usados en el laboratorio (Torres et al., 2015), los cuales

se describen a continuacion:

Area muscular (%) = [(area muscular externa - area interna) / area muscular externa]
x 100, donde el area muscular externa y el area interna son los limites externos e

internos de la tunica media, respectivamente

Area adventicia (%) = [(area adventicia externa - area muscular externa) / (area
adventicia externa)] x 100, donde el area adventicia externa y area muscular externa
son el limite externo de la adventicia y el limite externo de la tanica media,

respectivamente.

Inmunohistoquimica

La deteccion inmunohistoquimica de Ki67 se realizd con anticuerpo comercial anti-
Ki67 monoclonal (Millipore, Merk, MAB3242). Las secciones de tejido de 5 um fueron
expuestas brevemente a un buffer de recuperacion de antigeno 1X (Target Retrieval
Solution Dako) a 120° C durante 25 min. El anticuerpo primario anti-Ki67 fue incubado
en albumina de suero bovino al 1% (1:100) durante 3 horas y luego se incubaron con
un polimero anti-raton (EnVision System-HRP, Dako) durante 1 hora mas. Finalmente,

la reaccion inmunoldgica se reveld con diaminobencidina, mostrando en color café los
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nacleos en division celular (ki67 positivos), mientras que los nucleos que no se
encontraron en division celular mostraron un color azul debido a la tincion nuclear que
se realiz6 con hematoxilina de Harris (Astorga et al., 2018). En cada uno de los
animales se adquirieron 3-4 imagenes de arterias pequefias pulmonares entre 100 -
150 de diametro interno, utilizando una estacion de trabajo (Olympus trinocular
microscope-BX51 plus digital camera QimaginGO3) vinculado a un software de
imagenes (ImagePro software 6.3), donde se consideraron las células ki67 positivas

vs. los nucleos totales (Castillo-Galan et al., 2016).

Determinaciones in vitro

Las preparaciones proteicas fueron desarrolladas segun técnicas usadas
anteriormente en el laboratorio (Castillo-Galan et al., 2016). Los blots fueron
previamente incubados con anticuerpos primarios: anti eNOS (BD transduction
Laboratories, 610296), anti subunidad policlonal a y B de sGC (Alexis Biochemical,
ALX-210-786), anti cGB-PDE (BD transduction Laboratories, 611498); anti PKG (Enzo
Life Sciences, ADI KAP PKO0O05), anti Slo1/BKca (Neuromab, 16/60); seguido por una
incubacion con anti conejo IgG conjugado con peroxidasa o anticuerpo secundario anti
raton IgG (ambos provenientes de Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA; usando
una dilucion 1:5000). Las sefiales fueron detectadas por quimioluminiscencia
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate; Thermo Fisher scientific,
Rockford, IL, USA) y autoradiografia. Las bandas obtenidas por inmunoblot fueron
cuantificadas por analisis de densitometria usando un software de imagenes (Scion

Image Beta 4.02 Win; Scion Corporation, MD, USA).
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Proteina Cantidad Dilucién Fabricante N° catalogo
proteina [ug] anticuerpo
eNOS 8 1:1000 BD transduction 610296
Laboratories
Subunidad a de sGC 8 1:5000 Santa Cruz sc-376502
Biotechnology
Subunidad  de sGC 8 1:5000 Santa Cruz sc-514183
Biotechnology
PDES5 7 1:1000 BD transduction 611498
Laboratories
BKca 20 1:1000 Neuromab 16/60
B —actina 0,5 1:5000 Thermo Fisher scientific AC-15

Tabla 1. Caracteristicas de los anticuerpos primarios y condiciones de dilucién para

inmunoblot.

5. e) Estadistica

In vivo: Los resultados fueron expresados como promedios £ ESM. Las comparaciones
en cada grupo fueron realizadas utilizando un ANOVA de una via para mediciones
repetidas, con el post-hoc test de Dunnett, y en el caso de comparar el grupo tratado
y el grupo control a través de un ANOVA de dos vias para mediciones repetidas, con
el post-hoc test de Newman-Keuls (Prisma5, GraphPad, USA). Se consideré

significativo un valor de p igual o menor que 0,05 (Glantz & Slinker, 2001).
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Ex vivo: Los resultados fueron expresados como promedios + ESM. Las
comparaciones entre el grupo tratado y control, tanto en sensibilidad (pD2) como en %
Kmax 0 maxima relajacion (%), fueron a través de un test no paramétrico de Mann-
Whitney (Prisma5, GraphPad, USA). Se consideré significativo un valor de p igual o

menor que 0,05 (Glantz, 1981).

Histologia, inmunohistoquimica e in vitro: Los resultados fueron expresados como
promedios + ESM. Las comparaciones entre el grupo tratado y control fueron a través
de un test no paramétrico de Mann-Whitney (Prisma5, GraphPad, USA). Se considero

significativo un valor de p igual o menor que 0,05 (Glantz, 1981).

5. f) Calculo del tamafio muestral

Para poder comparar los grupos de neonatos, con un poder de 0,8, una diferencia

minima de medias de 42%, una desviacion estandar de un 18% y un valor de a = 0,05,

se necesitan 6 animales por grupo (Glantz, 1981).
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6. Resultados

6. a) Pruebas de dosis

Se utilizaron dos corderos para las pruebas de dosis de cinaciguat, tanto por via

endovenosa sistémica como pulmonar.

Via sistémica (via vena femoral)

Se comenzé con 10 pg kg ev. sistémico por 10 minutos, dosis que no mostré efectos

en las variables cardiovasculares (Figura 1).
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Figura 1. Evolucion de la presion arterial pulmonar (mPAP) y presion arterial sistémica
(mPAS) durante prueba de dosis cinaciguat (10 ug kg™, 10 minutos infusion, ev.

sistémico). Una prueba de dosis en un animal.

Luego se utilizé una dosis de 50 pg kg ev. sistémico por 10 minutos, evidenciando
disminucién en mPAP (47 % menor al valor basal) y caida de la presién sistémica

(mPAS, 13 % menor al valor basal) (Figura 2).
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Figura 2. Evolucién de la presion arterial pulmonar (mPAP) y presion arterial sistémica
(mPAS) durante prueba de dosis cinaciguat (50 pug kg*, 10 minutos infusion, ev.

sistémico). Una prueba de dosis en un animal.

Posteriormente se aumenté a 100 pg kg? ev. sistémico por 10 minutos, mostrando
disminuciones en mPAP (43 % menor al valor basal) y mPAS (19 % menor al valor

basal) (Figura 3).
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Figura 3. Evolucion de la presion arterial pulmonar (mPAP) y presion arterial sistémica
(mPAS) durante prueba de dosis cinaciguat (100 pg kg, 10 minutos infusion, ev.

sistémico). Una prueba de dosis en un animal.
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A la vista de los resultados anteriores, se decidio utilizar el catéter Swan-Ganz como
via de infusion ya que entrega el medicamento directamente en el territorio pulmonar.
Se administré la mitad de la dosis que habia causado disminucion en mPAP (50 ug kg
1), inyectando 25 pg kg por 10 minutos, dosis que no mostraron efectos evidentes en

las variables cardiovasculares (Figura 4).
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Figura 4. Evolucién de la presion arterial pulmonar (mPAP) y presion arterial sistémica
(mPAS) durante prueba de dosis cinaciguat (25 pug kg2, 10 minutos infusién, ev.

pulmonar). Una prueba de dosis por cada animal.

Se decidié entonces aumentar a 35 pg kgty disminuir a 3 minutos la infusién para

lograr el efecto deseado en un menor tiempo. Con este procedimiento se logré una
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disminucién de mPAP de 40 % menor al valor basal, produciendo una disminucién de

solo 10 % menor al valor basal en la mPAS (p < 0,05) (Figura 5).
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Figura 5. Evolucidén de la presion arterial pulmonar (mPAP) y presion arterial sistémica
(mPAS) durante prueba de dosis cinaciguat (35 pg kg, 3 minutos infusién, ev.
pulmonar. 3 pruebas de dosis, en un animal se realizaron dos pruebas, mientras que
en el otro solo se realiz6 s6lo una. a vs. valor basal, ANOVA de una via, post-hoc
Dunnett, p < 0,05.

Por lo que, bajo los criterios de lograr el efecto de una disminucién de la mPAP en un

menor tiempo de infusién, se determind que la dosis de cinaciguat a utilizar era de 35

Hg kg™
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6. b) Respuesta a administracion aguda de cinaciguat
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La administracion aguda de cinaciguat disminuy6 tanto la RVP como la mPAP durante
45 minutos después de su infusion, en relacion con sus valores basales (p < 0,05).
Tanto RVS como mPAS también se redujeron, pero sélo durante 30 minutos después
de la infusion (p < 0,05). La FC aument6 durante toda la recuperacion (p < 0,05). El

GC no tuvo cambios en ningun periodo (Figura 6).
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Figura 6. Evolucion presion arterial pulmonar (mPAP), presion arterial sistémica
(mPAS), resistencia vascular pulmonar (RVP), resistencia vascular sistémica (RVS),
gasto cardiaco (GC), frecuencia cardiaca (FR); durante la infusibn aguda diaria de
cinaciguat (35 pg kg, 3 minutos infusién, ev. pulmonar). a vs. valor basal, ANOVA de

una via, post-hoc Dunnett, p < 0,05.
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6. ¢) Respuesta a tratamiento cronico con cinaciguat

FACULTAD DE MEDICINA . . - SN 7 . - .
wersomoeciie— Cinaciguat como tratamiento cronico logré disminuir basalmente la RVP, la cual fue

significativamente menor al grupo control al final del tratamiento, mientras el GC
aumentd en el mismo periodo (p < 0,05). La mPAP, RVS, mPAS y FC no fueron

distintas al grupo control (Figura 7).
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Figura 7. Evolucién presion arterial pulmonar (mPAP), presion arterial sistémica
(mPAS), resistencia vascular pulmonar (RVP), resistencia vascular sistémica (RVS),
gasto cardiaco (GC), frecuencia cardiaca (FR); durante 7 dias de tratamiento con
cinaciguat (35 pg kg?). Circulos blancos = grupo control, circulos negros = grupo
cinaciguat. a vs. valor basal mismo grupo, b vs. grupo control en mismo tiempo,

ANOVA de dos vias, post-hoc Newman-Keuls, p < 0,05.
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6. d) Respuesta a hipoxia aguda isocapnica sobreimpuesta
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Figura 8. Evolucion presion arterial pulmonar (mPAP), presion arterial sistémica
(mPAS), resistencia vascular pulmonar (RVP), resistencia vascular sistémica (RVS),
gasto cardiaco (GC), frecuencia cardiaca (FR); durante hipoxia aguda sobreimpuesta.
Circulos y barras blancas = grupo control, circulos y barras negras = grupo cinaciguat.
a vs. valor basal mismo grupo, b vs. grupo control mismo tiempo, ¢ = hipoxia vs. basal

y recuperacion mismo grupo, ANOVA de dos vias, post-hoc Newman-Keuls, p < 0,05.
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Durante la hipoxia aguda sobreimpuesta se evidencidé una marcada diferencia

significativa al comparar los grupos, con menor aumento de la RVP y la mPAP en el
FACULTAD DE MEDICINA
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grupo tratado con cinaciguat (p < 0,05). La RVS, mPAS y FC no tuvieron diferencias
con el grupo control. Sin embargo, la FC fue mayor en el grupo cinaciguat en relacion

con el grupo control durante el periodo de recuperacién (p < 0,05) (Figura 8).

Se obtuvo una hipoxia isocapnica en ambos grupos de corderos, encontrando sélo una
diferencia en la [Hb], donde el grupo cinaciguat fue significativamente mayor durante

la recuperacion (p < 0,05) (Tabla 1).

Basal Hipoxia Recuperacion

pHa Control 7,486 + 0,012 7,452 + 0,025 7,440 + 0,055

Cinaciguat 7,484 + 0,027 7,466 + 0,083 7,452 + 0,057
PaO; Control 43,0+ 1,7 29,8+0,6 C 46,9+1,6
(mmHg) Cinaciguat 42,4+ 41 29,6+20c 44,3 + 3,0
PaCoO; Control 29,0+2,2 28,1+ 2,7 26,5+2,8
(mmHg) Cinaciguat 30,7+1,9 30,5+2,6 29,2+26
Sat Hb Control 732+2,2 476+x45¢c 75,7+ 2,6
(%) Cinaciguat 75,6 +6,5 43,1+8,0cC 78,5+ 75
[Hb] Control 10,8+ 1,7 10,9+1,8 10,4+1,8

(g dih) Cinaciguat 11,8+ 1,4 126+12a 125+0,8ab

Tabla 1. Evolucion gases arteriales pH arterial (pHa), presiéon parcial de oxigeno
arterial (PaO.), presion parcial de dioxido de carbono arterial (PaCO2), concentracion
de hemoglobina ([Hb]) y porcentaje de saturacion de la hemoglobina (Sat Hb %). a vs.
valor basal mismo grupo, b vs. grupo control mismo tiempo, ¢ = hipoxia vs. basal y

recuperacion mismo grupo, ANOVA de dos vias, post-hoc Newman-Keuls, p < 0,05.
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En la eutanasia los pesos corporales fueron: 5,90 + 0,25 kg grupo tratado con cinaciguat

y 5,68 £ 0,36 kg grupo control, sin diferencias significativas entre grupos.

6. e) indice de hipertrofia cardiaco derecho (ICHD)

El IHCD de los RN tratados con cinaciguat fue significativamente menor al del grupo

control (0,37 £ 0,05 UR vs. 0,44 £ 0,04 UR, respectivamente, p < 0,05) (Figura 9).

0.5m

0.4

0.3+
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0.0 T
Control Cinaciguat

Figura 9. Andlisis indice hipertrofia cardiaca izquierda (IHCD) en corazones de
corderos controles y tratados con cinaciguat. Barra blanca = grupo control, barra negra

= grupo cinaciguat. b vs. grupo control, test no paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,05.

6. f) Histologia

Con respecto a las arterias pequefias pulmonares (APP), evidencian una menor capa
muscular (27,15 + 1,38 % vs. 40,01 £ 4,17 %, respectivamente, p < 0,05) y de
adventicia (32,25 = 3,98 % vs. 48,62 + 1,92 %, respectivamente, p < 0,05) en los

animales tratados con cinaciguat en relacion con los controles (Figura 10).
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Figura 10. Andlisis histolégico en APP (100-150 um) en corderos controles y tratados
con cinaciguat. Barras blancas = grupo control, barras negras = grupo cinaciguat. b vs.
grupo control, test no paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,05.

6. g) Inmunohistoquimica

Hubo un aumento significativo en los patrones de divisién celular medidos como
células Ki67 positivas (%) en los corderos tratados con cinaciguat vs. controles (11,78

+ 1,88 % vs. 3,96 £ 0,90 %, respectivamente, p < 0,05) (Figura 11).
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Figura 11. Analisis inmunohistoquimico (% células Ki67 positivas) en APP (100-150
pum) en corderos controles y tratados con cinaciguat. Barra blanca = grupo control,
barra negra = grupo cinaciguat. b vs. grupo control, test no paramétrico de Mann-
Whitney, p < 0,05.

6. h) Reactividad vascular: respuesta a vasoconstrictores

Con respecto a la funcion vasoconstrictora de las APP, en los corderos tratados con
cinaciguat comparado con los corderos controles, hubo una tension maxima
significativamente menor frente a KCl| (1,71 + 0,10 N/m vs. 2,18 + 0,04 N/m,
respectivamente, p < 0,05) y una significativa menor contraccion (% Kmax) frente a
U46619 (32,26 + 6,13 % vs. 92,47 * 6,38 %, respectivamente, p < 0,05), sin cambios

en sus sensibilidades (ECso CCR KCL: 22,77 + 10,35 mM vs. 31,14 + 1,23 mM,
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respectivamente; pD2 CCR U46619: 6,25 + 0,40 UR vs. 7,08 £ 0,15 UR,
respectivamente) (Figura 12). Por otra parte, hubo una contraccion (% Kmax)
significativamente mayor frente a ET-1 (543,70 + 58,75 % vs. 428,10 + 81,31 %,
respectivamente, p < 0,05) y 5HT (478,10 + 33,12 % vs. 309,30 + 13,13 %,
respectivamente, p < 0,05), sin cambios en sus sensibilidades (pD2 CCR ET-1: 8,46 +
0,17 UR vs. 7,88 £ 0,30 UR, respectivamente; pD2 CCR 5HT: 6,52 + 0,15 UR vs. 6,56

+ 0,10 UR, respectivamente) (Figura 13).

44



AWz

Y

MA |
S8 1\

FACULTAD DE MEDICINA
UNIVERSIDAD DE CHILE

c 2.5+
2.5m Z 2.09 b
©
£ 159
2.0 E
—~ £ 1.04
g c
=~ 2 o5
1.5+ ’
z z
o
- - 0.0 T
o Control Cinaciguat
«n 1.09 40m
c
(V]
——
= ~ 309
0.5+ =
S
~ 204
o
n
0.0 ©
w 10
I T T T T 1
0 25 50 75 100 125
0 T
log [KCI] (mM) Control Cinaciguat
120+ 1209
=
—
x 100" . 809
©
1S £
X 80 *
-
8 £ 4ol b
c
Ne] 60"
o 0 T
g Control Cinaciguat
- 40 9
-
e
o 8
©) 20+ f—
6
o= ~
O 4
I T T T T T T 1
o
13 -12 -11 -10 9 8 7 6
Log [U46619] (M) 27
0 T
Control Cinaciguat

Figura 12. Reactividad vascular a KCL y U46619 en APP. Tension maxima (N/m) y
sensibilidad (ECso) en CCR frente a KCl. Porcentaje de Kmax Y sensibilidad (pD2) en
CCR frente a U46619. Circulos y barras blancas = grupo control, circulos y barras
negras = grupo cinaciguat. b vs. grupo control, test no paramétrico de Mann-Whitney,
p <0,05.
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Figura 13. Reactividad vascular a ET-1 y 5HT en APP. Porcentaje de Kmax Y
sensibilidad (pD2) en CCRs frente a ET-1 y 5HT. Circulos y barras blancas = grupo

control, circulos y barras negras = grupo cinaciguat. b vs. grupo control, test no

paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,05.
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6. i) Reactividad vascular: respuesta a vasodilatadores

Con respecto a la respuesta a farmacos dilatadores, las APP de corderos tratados con
cinaciguat al compararse con corderos controles mostraron vasorelajaciones

significativamente mayores frente a SNP (69,49 + 6,06 % vs. 42,70 + 6,33 %,

+
+

respectivamente, p < 0,05) y a NS1619 (42,58 + 7,83 % vs. 20,61 + 8,54 %,
respectivamente, p < 0,05), sin presentar cambios en sus sensibilidades (pD2 CCR
SNP: 6,23 £ 0,73 UR vs. 4,97 + 0,17 UR, respectivamente; pD2 CCR NS1619: 7,32 +
0,31 UR vs. 7,72 = 0,48 UR, respectivamente) (Figura 14). Mas aun, hubo una
sensibilidad significativamente mayor frente a sildenafil (pD2: 8,70 + 0,29 UR vs. 7,10
+ 0,18 UR, respectivamente, p < 0,05), sin cambios en su relajacion maxima (74,10 £

4,55 % vs. 72,94 + 5,32 %, respectivamente) (Figura 15).
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Figura 14. Reactividad vascular a SNP y NS1619 en APP. Maxima relajacion (%) y
sensibilidad (pD2) en CCRs frente a SNP y NS1619. Circulos y barras blancas = grupo
control, circulos y barras negras = grupo cinaciguat. b vs. grupo control, test no

paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,05.
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Figura 15. Reactividad vascular a sildenafii en APP. Maxima relajacion (%) y
sensibilidad (pDz) en CCR frente a sildenafil. Circulos y barras blancas = grupo control,
circulos y barras negras = grupo cinaciguat. b vs. grupo control, test no paramétrico de
Mann-Whitney, p < 0,05.

6. j) Expresion proteica

La expresion proteica de eNOS (eNOS / B-actina) en los animales tratados con
cinaciguat fue significativamente menor al compararse a los animales controles (0,55
+ 0,07 UR vs. 0,96 = 0,14 UR, respectivamente, p < 0,05) y significativamente mayor
para BKca (BKca/ B-actina) (2,25 £ 0,24 UR vs. 1,23 + 0,18 UR, respectivamente, p <
0,05). En contraste, no hubo diferencias entre ambos grupos estudiados en los
cambios de expresion proteica de las subunidades a (sGCa1 / B-actina) (cinaciguat
0,33 £ 0,03 UR vs. control 0,52 + 0,09 UR) y B (sGCB1 / B-actina) (cinaciguat 0,35 +

0,05 UR vs. control 0,29 + 0,02 UR) de sGC, PDE5 (PDE5 / B-actina) (cinaciguat 0,57
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+ 0,07 UR vs. control 0,69 + 0,08 UR) y PKG-1 (PKG-1 / B-actina) (cinaciguat 1,32 +

0,11 UR vs. control 1,22 £ 0,07 UR) (Figura 16).
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7. Discusion

La administracién de cinaciguat (BAY-582667) en corderos neonatos cronicamente
hipoxicos e hipertensos pulmonares ocasion6 una disminucion de la RVP y mPAP
durante su administracion aguda diaria. Luego del tratamiento crénico de 7 dias,
cinaciguat originé una disminucion de la RVP, sin embargo, no caus6 una disminucion
de la hipertensiéon pulmonar, ya que en paralelo produjo un aumento en el gasto
cardiaco. Pero, en el episodio de hipoxia aguda sobreimpuesta ocurrié un notable
menor incremento de la RVP y mPAP, efectos corroborados por el menor tono vascular
y menor remodelamiento vascular pulmonar junto con una disminucion de la hipertrofia
cardiaca derecha. Ademas, hubo un aumento en la expresion proteica de una de las
proteinas relacionadas a mecanismos de vasodilatacion pulmonar (BKca / B-actina).
Por lo que estos resultados indican que la hipotesis planteada es parcialmente

ratificada.

Cabe destacar que en la hipertension pulmonar neonatal existe un componente de
género, siendo mas alto el porcentaje de nifios recién nacidos que de nifias con esta
patologia, a diferencia de la hipertension pulmonar en adultos, la cual tiene una alta
incidencia en mujeres (Hernandez-Diaz et al, 2007; Herrera S. et al., 2016). No
obstante, tanto en la prueba de dosis, asi como en los animales tratados con cinaciguat
o vehiculo en esta Tesis, la proporcion de hembras y machos es aproximadamente la

misma.
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En esta Tesis se determinoé la dosis necesaria para lograr los efectos deseados en una

administracion aguda (disminuir la mPAP y no causar una disminucion importante de
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la mSAP), y luego utilizar dicha dosis para comenzar el tratamiento crénico. Para ello
se utilizaron dos animales para prueba de dosis. Cinaciguat administrado de forma
aguda en dosis mayores y por via sistémica (50 y 100 pg kg?) disminuyé la mPAP,
pero a su vez produjo disminucion de la mPAS, al igual que los efectos encontrados
por Evgenov et al., 2007, quienes publicaron que la administracion aguda de
cinaciguat, en dosis de 0,01 a 0,1 mg kg en forma de aerosol, en ovejas cuyos pesos
variaban entre 16-35 kg con hipertension pulmonar inducida con tromboxano,
disminuyo la PAP y la RVP, variables deseables para nuestro estudio, pero en las dosis
mayores produjo también disminuciones de la PAS y la RVS. Por otra parte, el uso de
cinaciguat en el periodo neonatal se limita a un trabajo publicado por Chester et al.,
2011, que también utiliza corderos recién nacidos con hipertensiéon pulmonar,
producida por aumento del flujo pulmonar resultado de la ligadura del ductus arteriosus
in Gtero, en el 86% de gestacion. Estos corderos recién nacidos, pretérminos, con
ventilacibn mecanica y altamente instrumentados, mostraron que cinaciguat,
administrado agudamente en dosis que variaron entre 5 a 100 pg kg2, redujo la RVP
y la PAP, con aumento del flujo sanguineo pulmonar y frecuencia cardiaca. No
obstante, no indican si las dosis utilizadas causaron hipotension sistémica, ya que
cualquier baja en la PAS fue abolida mediante el uso de liquidos endovenosos. Otro
estudio realizado en humanos adultos sanos (Frey et al., 2008), establecié que la
infusion aguda de cinaciguat, durante 4 horas, en dosis bajas (50-250 pg x h)
disminuyo la presion diastolica, aumento la frecuencia cardiaca, mientras que en dosis

mayores (150-250 pg x h) disminuyé la presion arterial media. En este mismo estudio
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se determiné que cinaciguat alcanza valores menores a 1 pug L luego de 30 minutos

terminada la infusion.

Ya que las administraciones sistémicas de cinaciguat utilizadas en esta Tesis
mostraron disminuciones importantes de la mPAS, se decidi6 utilizar el catéter Swan-
Ganz como via de infusion, logrando que el medicamento llegara directamente en el
territorio blanco (vasculatura pulmonar), disminuyendo los posibles efectos sistémicos.
Por lo que, bajo los criterios de lograr el efecto de una disminucién de la mPAP en un
menor tiempo de infusidn, se determind que la dosis de cinaciguat a utilizar era de 35
ug kgt la cual tuvo efectos menores en la circulacion sistémica durante la
administracion aguda y esperando que no produzca hipotension sistémica en la

administracion crénica, resultado que asi acontecio.

La dosis determinada (35 pg kg?) via catéter Swan-Ganz tuvo efectos semejantes a
las pruebas de dosis mayores via sistémica probadas en esta Tesis, y a las de la
literatura consultada (Evgenov et al., 2007; Frey et al., 2008; Chester et al., 2011),
disminuyendo mPAP y RVP en tiempos consistentes con la vida media de cinaciguat
(30 minutos) (Frey et al., 2008), sin que la baja de mPAS y RVS comprometieran la
funcién cardiovascular. Ademas, luego de la infusion de cinaciguat, aumento la FC en
los corderos RN, respuesta que se explicaria por un baroreflejo causado por la
disminucién de la presion sistémica, pero sin afectar el gasto cardiaco en los animales
tratados con cinaciguat. La posible explicacion a estos resultados es que la caida de
presion censada a nivel de baroreceptores en la vasculatura (seno carotideo y cayado

aortico), llevan su impulso via glosofaringeo a neuronas del nucleus tractus solitarius
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(NTS) localizado en el bulbo raquideo. EI NTS indirectamente modula la actividad de
las neuronas simpaticas en diferentes regiones del sistema nervioso central, regulando

el control autonémico del corazon (Dampney, 2016).

Desde centros de integracion simpatica, se activan a neuronas preganglionares
simpaticas, las cuales distribuyen sus fibras via médula espinal, donde excitan a
neuronas preganglionares del sistema nervioso central, inervando al corazén. En el
corazon las fibras de estas neuronas se anastomosan 0 adosan a nervios cardiacos o
llegan directamente al plexo cardiaco, donde los nervios simpaticos liberarian
noradrenalina en sus terminales, estimulando los receptores [(i-adrenérgicos
presentes en las células cardiacas, produciendo taquicardia (Guyton & Hall, 2016). Sin
embargo, el estimulo que produjo la taquicardia no fue suficiente para aumentar el
gasto cardiaco, en los animales tratados con cinaciguat. Acorde a esto, Reinke et al.,
2015 utilizé cultivo de células cardiacas (ventriculos) de ratas adultas donde probd
diversas dosis agudas de cinaciguat (101° - 10> M) cuyos resultados se midieron 5
minutos después de dar cada concentracion, donde no se demostré efectos inotrépicos
positivos. A la luz de los resultados obtenidos y discusién planteada sobre las pruebas
de dosis y administracion aguda de cinaciguat, se destaca que la dosis determinada
logro los efectos cardiovasculares planteados en la hipotesis (disminuir mPAP y RVP)

sin afectar en forma deletérea la mPAS y RVP.

Al término del tratamiento cronico, cinaciguat logré reducir la RVP, fenomeno que sera
explicado posteriormente ligado a los resultados histologicos y miografias de APP, sin

embargo, el aumento del gasto cardiaco al final del tratamiento cronico en los corderos
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tratados con cinaciguat, evito el descenso de la presion pulmonar neonatal. Tanto

mPAS, como RVS y FC, no tuvieron diferencias significativas con el grupo control.

En el mejor de nuestro conocimiento solo algunos trabajos han demostrado efectos in
vivo durante un tratamiento crénico de cinaciguat, pero se diferencian de nuestro
trabajo en que ocupan otro modelo animal de estudio (ratas), buscan tratar otras
patologias, en animales adultos, y con una menor cantidad de variables
cardiovasculares estudiadas. Matyas et al., 2015, indujeron diabetes mellitus en ratas
de 8 semanas, luego fueron tratadas con cinaciguat (10 mg kg x dia) por 8 semanas.
Se midio frecuencia cardiaca y presion arterial media como variables in vivo, las cuales
no mostraron diferencias con el grupo control. Németh et al., 2016 indujo hipertrofia
cardiaca izquierda, mediante constriccion de la aorta abdominal en ratas de 10
semanas, para luego tratar con cinaciguat (10 mg kg x dia) durante 6 semanas. Ni la
frecuencia cardiaca ni el gasto cardiaco mostraron diferencias con el grupo control,
por lo que los resultados obtenidos en esta Tesis toman un mayor valor al entregar
mas antecedentes e informacion de variables cardiopulmonares en hipertension

arterial pulmonar neonatal, especificamente en el modelo animal de oveja.

Al comparar los resultados del tratamiento cronico de esta Tesis con estudios
realizados en la Unidad de Fisiologia y Fisiopatologia Perinatal, en el mismo modelo
animal (corderos hipoxicos e hipertensos pulmonares de grandes alturas) y
enfermedad (hipertension pulmonar neonatal), mostro resultados diferentes y similares
a los encontrados en esta Tesis. La induccién de la via HO con hemina (15 mg kgt x

dia) por 10 dias, disminuyd la mPAP al final del tratamiento sin afectar las demas

55



AWz
NS

FACULTAD DE MEDICINA
UNIVERSIDAD DE CHILE

variables in vivo (Ebensperger, 2011), siendo el aumento de cGMP (molécula en
comun con nuestro tratamiento con cinaciguat), entre otros, el causante de estos
efectos. Lopez et al., 2016 observo que un tratamiento cronico de 10 dias con fasudil
(3 mg kg? x dia), disminuy6é la mPAP y RVP, este Ultimo resultado semejante al
nuestro, sin afectar las demas variables. Esta comparaciéon en el mismo modelo
animal, pero con diferentes aproximaciones farmacologicas, son un esfuerzo para
solucionar la hipertensién pulmonar neonatal (enfermedad aun sin un tratamiento
completamente efectivo), y permite aportar nuevos conocimientos a los ya estudiados

por la Unidad de Fisiologia y Fisiopatologia Perinatal de la Universidad de Chile.

Como se detallé anteriormente, en esta Tesis hubo una reduccion de la RVP al final
del tratamiento crénico en el grupo cinaciguat, que al compararse a los valores de
corderos de tierras bajas (Lopez et al., 2016) es superior (0,065 + 0,002 mmHg ml* kg
1vs 0,051 + 0,004 mmHg mlt kg, p < 0,05, respectivamente). El descenso de la RVP
en los animales tratados con cinaciguat no repercutié en un descenso de la mPAP, ya
qgue el gasto cardiaco no disminuyd. Frente este fendmeno, planteamos una posible
estimulacién cronica simpéatica mediada por la administracibn de cinaciguat
(baroreflejo), que llevaria a reiteradas estimulaciones de las glandulas suprarrenales,
liberando catecolaminas, las cuales aumentarian finalmente la fuerza contractil del
corazoén, y por lo tanto, aumentarian el gasto cardiaco. El estudio de Frey et al., 2008,
entrega apoyo a este planteamiento, indicando que la liberacion de noradrenalina
aumento luego de 2 horas de una infusién de cinaciguat (50-200 ug kg?), por lo que
podriamos plantear un posible rol cronico de catecolaminas en la respuesta

aumentada del gasto cardiaco. Sumado a esto, cinaciguat ha sido descrito como un
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farmaco que produciria fosforilaciones en diversas moléculas blanco, una de ellas
podria ser la proteina titin (no medida en esta Tesis, pero que podria ser un area de
proyeccion en futuros estudios). Con respecto a titin, Hamdani & Paulus, 2013
describen que esta enzima al ser fosforilada por PKG-1, puede aumentar la distension
de las células cardiacas, aumentando el llenado ventricular y por ende de la fuerza
contractil (ley de Starling), mas aun cuando se ha descrito que los ventriculos derechos
de pacientes con hipertension arterial pulmonar tienen esta proteina con menor
fosforilacibn comparada a pacientes controles (Rain et al., 2013). Por ende,
planteamos que una mayor fosforilacion de la proteina titin en los corazones de los
animales tratados con cinaciguat, junto con una reiterada estimulacién simpéatica
mediada por las disminuciones en las presiones sistémicas (baroreflejo), podrian llevar

a un aumento del gasto cardiaco durante el tratamiento cronico.

Cabe recordar que el experimento de hipoxia aguda sobreimpuesta fue planteado para
replicar las condiciones adversas de ventilacién/perfusién que sufren los neonatos
humanos cuando cursan con disminuciones agudas de la POz con los aumentos
respectivos de la vasoconstriccion vascular pulmonar y de la mPAP durante el
transcurso de la hipertension pulmonar en nifios recién nacidos. En esta Tesis, durante
el episodio de hipoxia aguda sobreimpuesta, se observo un notable menor aumento
de la RVP, que limité marcadamente el incremento de mPAP en los animales tratados
con cinaciguat, ademas de no afectar las variables sistémicas (mMPAS, RVS, FC y GC)
vs. los controles. En ellos, la frecuencia cardiaca fue la Unica variable que durante la
recuperacion fue significativamente mayor al grupo control. Estos resultados toman

importancia al compararse con los pocos estudios que muestran cdmo se comportan
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las variables cardiovasculares durante un episodio de hipoxia aguda sobreimpuesta,
es decir con los datos histéricos de la Unidad de Fisiologia y Fisiopatologia Perinatal
de la Universidad de Chile. Ebensperger, 2011, administré hemina, inductor de la
enzima HO (15 mg kg! x dia), durante 10 dias en neonatos de ovejas, 24 horas luego
del tratamiento los animales se sometieron a una hipoxia aguda sobreimpuesta, donde
los animales tratados con hemina mostraron al igual que esta Tesis una menor mPAP,
sin cambios en mMPAS y RVS, pero a diferencia de este trabajo, sin cambios en las
demas variables pulmonares (RVP y CO) y FC, al compararse a su grupo control.
Parrau et al., 2013 administré en forma aguda 2-APB (8 mg kg™), y realizé una hipoxia
aguda sobreimpuesta, comunicando que disminuyo la mPAP y RVP, sin cambios en
el CO (igual que esta Tesis). Por ultimo, Lopez et al., 2016, publicé que luego de un
tratamiento con fasudil (3 mg kg* x dia) durante 10 dias en corderos de tierras altas,
durante el episodio de hipoxia aguda sobreimpuesta los animales tratados tuvieron
menor mPAP y RVP, sin cambios significativos en mPAS, RVS y GC, al igual que esta
Tesis. En este mismo estudio se determinaron variables in vivo en corderos controles
de tierras bajas, con una mPAP promedio en hipoxia aguda de 25,48 + 0,21 mmHg y
RVP de 0,065 + mmHg ml! kg, valores semejantes a los resultados de esta tesis,
donde los corderos tratados con cinaciguat durante la hipoxia aguda sobreimpuesta
tuvieron un promedio de 24,8 + 1,7 mmHg y RVP de 0,071 + 0,009 mmHg ml* kg.
Estudiando con cuidado los resultados obtenidos en este experimento de hipoxia
aguda sobreimpuesta, esta Tesis muestra resultados mas benéficos que otros
tratamientos, al evitar el aumento exacerbado de la mPAP y RVP, no afectando el GC,
gue se mantiene durante la hipoxia, y sin afectar las variables sistémicas (MPAS y

RVS), ademas la FC aumentada durante la recuperacion no afecté el GC del animal.
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Una posible explicacion a la mayor frecuencia cardiaca observada es plantear que
existiera una mayor sensibilidad a nivel de receptores -adrenérgicos presentes en
corazén (no medido en esta Tesis y posible proyeccion futura) y al aumento de
catecolaminas durante la hipoxia aguda sobreimpuesta. Este aumento de
catecolaminas liberadas en hipoxia puede ser debida por las reiteradas liberaciones
de catecolaminas por el tratamiento de cinaciguat durante 7 dias (Frey et al., 2008).
Con respecto a la magnitud de la hipoxia, la POz y PCO: arteriales en corderos tratados
y controles fueron similares y también comparables a los reportados por estudios

previos en este mismo modelo animal (Herrera et al., 2007).

Gran parte de los resultados in vivo de la hipoxia aguda sobreimpuesta, junto con la
menor RVP durante el tratamiento crénico, estan en concordancia y pueden deberse
a la menor capa muscular y adventicia que se encontré en las arterias pequefias
pulmonares de los animales tratados con cinaciguat en relacion con el grupo control.
Tanto la capa muscular como la adventicia fueron calculadas y normalizadas por sus
propias areas, respectivamente (Torres et al., 2015). Si utilizaramos el area externa
total de las arterias pequefias pulmonares para normalizar y determinar el porcentaje
de ocupacion de las capas muscular y adventicia, podemos generar datos que
sub/supra valoran los porcentajes, ya que el grupo cinaciguat tuvo una menor area
total en las arterias pequefias pulmonares (Anexo D), por menor capa muscular y
adventicia comparado al grupo control, con mayor capa muscular y adventicia (27978
+ 2569 pm? vs. 60990 + 15451 pum?, respectivamente, p < 0,05). Es asi como una
menor capa adventicia permite una menor rigidez de las arterias, y una menor capa

muscular generara menor resistencia al paso de la sangre y por lo tanto disminuya la
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RVP (Kuhr et al., 2012). Por lo que el remodelamiento patolégico que disminuye el

lumen de APP en la hipertensién pulmonar neonatal, puede afectar a la capa muscular
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lisa, e incluso estimular la migraciéon celular (miofibroblastos, macrofagos, etc) desde
la adventicia a la capa muscular e incrementar el grosor de ésta (Stenmark et al.,
2018). Ademas, en la hipoxia cronica hay un incremento de proteinas de matriz
extracelular en la adventicia (Gilkes et al., 2013). Todos estos cambios incrementan la
capa muscular y adventicia, gatillando un aumento de la resistencia vascular pulmonar
(Stenmark et al., 2006; Stenmark et al., 2018; Gao & Raj, 2011, Pefaloza & Arias-

Stella, 2007).

Este remodelamiento puede ser dependiente de diversas activaciones, por ejemplo,
frente a hipoxia cronica, se describen los factores de transcripcion inducibles por
hipoxia HIF-1 o HIF-2, los cuales se traslocan al nucleo y se unen al elemento de
respuesta a la hipoxia del DNA (HRE), gatillando la sintesis del mRNA de genes
relacionados con remodelamiento vascular, entre los muchos genes activados por la
hipoxia. En pulmones adultos hipéxicos cronicos, se ha determinado que el factor de
transcripcion HIF-1 aumenta el remodelamiento vascular pulmonar (Prabhakar &
Semenza, 2012). Por lo que planteamos que puede existir una relacion entre HIF-1y
la capa muscular y adventicia. De tal manera que un aumento de HIF-1, llevaria a un
alza de la expresion proteica de ET-1, TRPC1 y TRPC6, NHE1 y a una reduccion de
Kv 1.5y 2.1, llevando a un incremento de la contraccion y del remodelamiento de la
musculatura lisa, como también lo hace el aumento del pH, por accion del

intercambiador sodio-hidrégeno (NHE1) (Prabhakar y Semenza, 2012). No obstante,
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no existe informacion especifica, y en el mejor de nuestro conocimiento, si estos

mecanismos antes descritos actian gatillados por HIF en el periodo neonatal.

Siguiendo este planteamiento, un farmaco relacionado con cinaciguat, YC-1, el cual es
un estimulador de la sGC, impide el remodelamiento de células musculares lisas
arteriales inducidas por hipoxia, inhibiendo la expresion de HIF-1a (Huh et al., 2011).
Si bien no tenemos mediciones de HIF-1 en esta Tesis, podriamos pensar que
cinaciguat podria ejercer un efecto semejante a YC-1, por lo que eventualmente los
mecanismos de remodelamiento mencionados anteriormente se podrian ver

disminuidos en las APP del cordero recién nacido tratado con cinaciguat.

Otro mecanismo importante del remodelamiento vascular pulmonar podria ser ejercido
por las especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales se encuentra aumentadas en
la hipoxia crénica (Tabima et al., 2012), estimulando vias de proliferacién en células
musculares lisas (Li et al., 2016). Ademas, ROS inactiva el NO produciendo
peroxinitritos (Tabima et al., 2012) y posiblemente oxidando al Fe?* de la sGC (Chester
etal., 2011; Stasch et al., 2011). Esta enzima se encuentra disminuida en su expresion
proteica en grandes alturas (Herrera et al., 2008a) y en su funcion, estimada por una
menor concentracion de cGMP en el pulmon del neonato hipdxico crénico en relacion
con los recién nacidos de nivel de mar (Ferrada et al., 2015). Por estas razones,
planteamos la posibilidad que cinaciguat administrado durante 7 dias podria haber
modificado el estado redox del cordero recién nacido en la altitud, reduciendo los ROS
y eventualmente aumentando la cantidad de sGC reducida. Postulamos que un

mecanismo que podria aumentar la sGC reducida es el aumento de la expresion de
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HO-1, como se describird mas abajo. El hecho es que con cinaciguat hubo una mayor
vasodilatacion de las APP frente a SNP en relacién con los controles, sugiriendo una
mayor reduccién del fierro a Fe3*, con una mayor funcién de la sGC. Cabe recordar
gue SNP es un dador exégeno de NO, que sélo actia cuando la enzima sGC tiene el
Fe?* reducido, por lo que la mayor respuesta de vasodilataciéon se explicaria por
aumento de este ultimo. Otra alternativa es que cinaciguat aumente la expresion
proteica de sGC, lo que no ocurrié, ya que la expresion de sGCa1 y sGCB1 en el

pulmén fue la misma en ambos grupos de corderos recién nacidos.

Un objetivo no planteado en esta Tesis fue determinar la expresion proteica de HO-1
(Anexo B) en los pulmones de los corderos RN, donde HO-1 en el grupo cinaciguat fue
significativamente mayor que en el grupo control. Este incremento enzimatico podria
haber reducido los ROS y la inflamacién, por una mayor produccién de dos productos
de la reaccion de la HO-1, biliverdina y bilirrubina, potentes moléculas con importantes
caracteristicas antioxidantes y antinflamatorias, como lo mencionan diversos autores
(Ndisang et al., 2004; Fredenburgh & Perrella, 2009). Semejante a este resultado,
Ebensperger, 2011, encontré6 que animales cronicamente hipdxicos e hipertensos
pulmonares de altura tratados con hemina, que tienen en comun con cinaciguat, un
aumento en la expresion proteica de HO-1, y una mayor relajacion frente a SNP que
su grupo control. Por lo tanto, el aumento de la expresion proteica de HO-1 en los
animales tratados con cinaciguat podria gatillar, entre otras causas desconocidas, la
reduccion de Fe®* de la sGC a Fe?*, haciendo que la sGC responda de mejor manera
al NO, verificado en la miografia frente a SNP. Ademas, se ha descrito que el aumento

de la expresion proteica de HO-1 estimula la generacion de CO, la cual estimula la
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sGC, generando mas vasodilatacion. Ejemplo de esto, es que ovejas adultas
sometidas a hipoxia aguda, se les indujo una reduccion en la RVP al administrar
inhalatoriamente CO (Nachar et al., 2001). También, se ha demostrado que existe una
mayor produccion de CO en los pulmones de neonatos de llama al compararse a
neonatos de ovejas, mecanismo que ha permitido a las llamas adaptarse con éxito a
la altura evitando una significativa remodelacion vascular e hipertensién pulmonar
(Herrera et al., 2008b). Otra posible explicacion a un menor estado oxidativo celular
puede deberse a la generacion de grupos tioles (H2S), como ha sido planteado por
Salloum et al., 2012. En estudios de isquemia/reperfusion realizados en cardiomiocitos
de ratones, donde utilizaron cinaciguat como tratamiento previo a la injuria,
demostraron que aumento la expresion y transcrito (MRNA) de la proteina cistationina-
y-liasa, enzima responsable de la generacion de H2S. Al aumentar la concentracion de
este gasotransmisor en los corazones de los ratones tratados con cinaciguat, la
presencia de estos grupos tioles permitiia aumentar la formacién de enzimas
antioxidantes como glutation, proteccién mitocondrial y actuar como scavenger de
ROS. También se ha descrito que PKG puede fosforilar al factor de transcripcion Spl
en sus residuos de serina, aumentando la transcripcion de la enzima cistationina-y-
liasa, y por lo tanto, aumentando la generacion de H2S, proceso descrito en células de
cancer de colon humano (Cen et al., 2008). A su vez, la presencia de grupos tioles
lleva a un aumento de la localizacion nuclear del factor de transcripcion Nrf2, quien
gatilla la activacion de genes relacionados a mecanismos antioxidantes, como la
expresion de HO-1 (Calvert et al., 2009), resultado evidenciado en esta Tesis. Sin
embargo, se desconoce como H2S gatilla la traslocacion de Nrf2 al nucleo.

Resumiendo, cinaciguat afectaria el estado redox de la célula, eventualmente por
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aumento de HO-1, entre otros mecanismos, logrando disminuir el remodelamiento

asociado a la hipertension pulmonar neonatal.

Gran parte de los mecanismos de remodelamiento anteriormente descritos, son
consecuencia de una vasoconstriccion aumentada, la cual implica altos niveles de Ca?*
intracelular a nivel de la célula muscular lisa de las APP. Es por esto que planteamos,
gue cinaciguat como ha sido descrito en la literatura, actuaria mediante fosforilaciones
ejercidas por PKG-1 (Stasch et al., 2011), a pesar de que en esta Tesis no hubo
cambios la expresion proteica de PKG-1 al compararse al grupo control, las que
llevarian a la disminucién del Ca?* intracelular, evitando la vasoconstricciéon sostenida
en el caso de las APP. En corazén, se ha descrito que un aumento del Ca?* intracelular,
incrementa el complejo Ca?*-calmodulina, que estimularia la proteina quinasa Il,
dependiente de Ca?*-calmodulina (CaM-kinase Il). La CaM-kinase Il fosforila la
fosfatasa calcineurina dependiente de calcio (Calcium-dependent phosphatase
calcineurin), activandola (Molkentin et al., 1994). La fosfatasa calcineurina activada,
actua defosforilando mas al factor de transcripcion NFAT (Tsai & Kass, 2009), no
medido en esta Tesis. El NFAT defosforilado se translocaria al nucleo, donde puede
interactuar con otro factor de transcripcion GATA4, cuyo resultado es una activacion
sinérgica de la transcripcion de genes asociados a la hipertrofia cardiaca, como como
la cadena pesada de miosina tipo alfa (MyHCa), la cadena liviana de miosina (MyLC)
y alfa-actina, etc (Molkentin et al., 1994) y por lo tanto aumentaria el tamafio celular
cardiaco (Fiedler et al., 2002; Kato et al., 2000). La menor hipertrofia cardiaca derecha
de los corderos tratados con cinaciguat, sugiere que este mecanismo pudo ocurrir en

sentido inverso en los corderos tratados con cinaciguat, llevando a una significativa
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reduccion del peso del corazdn derecho en relacion al ventriculo izquierdo mas
septum. Junto con lo anterior, se observdé que en los corderos a los cuales se
administré cinaciguat, tuvieron mayor sensibilidad frente a sildenafil en miografias de
APP, sugiriendo una probable mayor produccién de cGMP frente a una activacion de
la sGC, lo que generaria una inhibicién de canales de Ca?* (Schlossman & Desch,
2003), no aumentando la hipertrofia cardiaca derecha e hiperplasia en células
vasculares lisas (Prabhakar & Semenza, 2012). Es asi como estudios realizados en
ratas adultas, cinaciguat previene la hipertrofia cardiaca generada por aumento de la
postcarga (Németh et al., 2016). En nuestros corderos tratados con cinaciguat, se
verific6 una menor hipertrofia derecha (IHCD) y una reduccion de las areas musculares
y adventicias en las APP. Por lo que, es probable que el tratamiento con cinaciguat
lleve a disminucion del Ca?* intracelular y que esto impligue una disminucién del
tamafio celular de los miocitos vasculares por la via de sefalizacion previamente
descrita y por los mecanismos de vasoconstriccion, los cuales afectardn el

remodelamiento de células musculares lisas y cardiacas.

Por otra parte, en esta Tesis se evidencid el aumento de un mecanismo de
vasodilataciéon ex vivo, en miografias de APP utilizando NS1619, un activador de los
canales BKca, encontrando una mayor funcion de los BKca, sumado a una mayor
expresion proteica de BKca en los corderos tratados con cinaciguat vs. los controles.
Estos efectos no so6lo jugarian un rol en la vasodilatacion pulmonar (Revermann et al.,
2014; Ebensperger et al., 2011), sino que jugarian un rol en explicar la reduccion del
area muscular lisa de las APP de los corderos tratados con cinaciguat. El mecanismo

seria que cinaciguat aumentaria la produccion de cGMP, activando a PKG-1, la que a
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su vez fosforilaria y activaria los canales BKca, gatillando la salida al espacio
extracelular de potasio, cloruro y agua, con la consecuente disminucién de tamafio
celular (Dismuke et al., 2009; Ellis et al., 2011). Sin embargo, este mecanismo es
especulativo, ya que so6lo ha sido descrito, en cultivos celulares de esclerotica corneal
de ojo humano, pero en nuestro estudio, podria ocurrir un mecanismo semejante. Asi,
este ultimo planteamiento se apoya en el resultado de que los animales tratados con
cinaciguat tuvieron un mayor numero de células por micrometro cuadrado presentes
en la capa muscular de APP en relacion con el grupo control (Anexo C), indicando una
posible reduccion del tamafio celular (objetivo no planteado en esta Tesis). Para
determinar con exactitud el tamafio celular en la musculatura en esta tesis, implicaria
tener una tincién que delimite la membrana celular o que permita identificar
componentes presentes en el citoplasma celular. Esta tinciébn no la tuvimos en el
momento de realizacion de esta Tesis, pero es una tarea pendiente para llevar a cabo
en el futuro. Determinamos conteo celular, homologando un nucleo igual a una célula,
considerando que las células musculatura lisas son mononucleadas, sin embargo,
puede haber otro tipo de células en la capa muscular que no podemos identificar. Por
otra parte, las fotografias de arterias pequefias pulmonares no permiten una
determinacion del volumen celular al no ser una técnica de tres dimensiones.
Claramente se necesitaran estudios mas profundos que busquen explicar de mejor
manera los posibles mecanismos que llevan a la disminucion de tamafio de las células
musculares lisas, pero el tratamiento de cinaciguat demostré que disminuye el area
muscular, proceso que se explicaria, entre otras causas, por la disminucion del tamafio

celular.
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Consistente con la menor capa muscular encontrada en APP de este estudio, los
resultados de las CCRs de KCI y del analogo de tromboxano (U46619) indican una
menor contraccion basal en los animales tratados con cinaciguat. Por otra parte, las
vasoconstricciones en las CCRs de APP con ET-1 y 5HT se encuentran aumentadas
en los animales tratados con cinaciguat, pudiendo ser una respuesta de feed-back
negativo gatillado por una mayor vasodilatacion producida por la importante activacion

de las vias vasodilatadoras estimuladas por cinaciguat.

La inmunohistoquimica realizada permitiria determinar uno de los posibles
mecanismos de reduccion de la capa muscular en las APP, que seria una disminucion
en la proliferaciéon. Sin embargo, el marcador de mitosis Ki67 en corderos tratados con
cinaciguat mostr6 un aumento de los nucleos Ki67 positivos en las APP vs. los
controles. Este aumento de la proliferacion estaria en conflicto con los mecanismos
dependientes del Ca?* intracelular (Schlossmann & Desch, 2011), donde una
disminucién del Ca intracelular seria incompatible con un aumento de la division
celular. Sin embargo, algunos estudios obvian este mecanismo y plantean que la
estimulacién de la via NO-cGMP-PKG puede llevar a un aumento en la proliferacion
celular (Hassid et al., 1994; Wolfsgruber et al., 2003). Es asi como el crecimiento de
cultivo celular primario de células musculares lisas de aorta de ratas, causado por el
factor de crecimiento de fibroblasto 2, esta potenciado por la via NO-cGMP (Hassid et
al., 1994). Lo mismo sucedio en cultivos primarios de células musculares lisas de aorta
de ratdn al exponerse a 8-Br-cGMP, un analogo de cGMP, y que esta estimulacion del
crecimiento es mediada por PKG (Wolfsgruber et al., 2003). En este mismo estudio se

demostré que ha bajas concentraciones de NO la via proliferativa se activaba, mientras
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que a altas concentraciones de NO la proliferacion disminuia. Acorde a este
planteamiento, en esta Tesis de demostré que la expresion proteica de eNOS se
encuentra disminuida, mecanismo explicado por un feedback negativo por aumento de
cGMP (Vaziri & Wang, 1999), lo que eventualmente Illevaria a menores
concentraciones de NO y activacion de la via proliferativa en las APP, medido como
células Ki67 positivas vs controles. A su vez, también existe la posibilidad de que a
pesar de que se disminuyd el grosor de la capa muscular lisa y adventicia, la noxa
primordial de la hipertensién pulmonar en estos animales de grandes alturas como lo
es la hipoxia hipobarica (Rudolph, 1979), aun se mantiene, y por lo tanto los
mecanismos de proliferacion ain se mantendrian activados en las APP de ambos
grupos, pero en el grupo tratado con cinaciguat que tiene aumentados los mecanismos
vasodilatadores (mayor funcién frente a SNP y NS1619), aumentaria la proliferacion
de sus células musculares lisas como mecanismo compensatorio, y asi podria

mantener un tono vascular equilibrado.

Si bien, no hemos encontrado informacion sobre disminucion de mecanismos de
apoptosis producido por cinaciguat en células musculares lisas, planteamos que
diversos estudios realizados con cinaciguat, han demostrado que inhibe la apoptosis
en tejido cardiaco ya sea medido como marcadores como TUNEL o Bcl2 (Salloum et
al., 2012; Németh et al., 2016; Ruppert et al., 2019). Una proyeccion de esta Tesis a
futuros nuevos estudios seria describir la presencia de mecanismos apoptoéticos a nivel
de corazdn (V-anexina, caspasas varias, Bax/Bcl2, citocromo C, Smac/Diablo, entre
otros), para corroborar los posibles mecanismos que explicarian la disminucion de la

capa muscular y del ventriculo derecho, fuera de los ya descritos (hipoplasia y
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proliferacion), no olvidando utilizar marcadores de necrosis o autofagia, otros posibles

mecanismos que pueden explicar de mejor manera los resultados obtenidos.

En resumen, cinaciguat aumentaria la produccién de cGMP, mediado por una mayor
una mayor funcion de sGC (indirectamente determinado por mayor sensibilidad frente
a sildenafil), activando a PKG-1 (indirectamente determinado por la mayor relajacion
frente a NS1619). PKG-1 regularia diversas vias relacionadas con hipertrofia,
disminuyendo su accién, evidenciados en el indice de hipertrofia cardiaca derecha
(IHCD) menor en los animales tratados con cinaciguat. Ademas, de una menor IHCD,
componente clave en la hipertension pulmonar, puede ser consecuencia de una menor
postcarga por la reducida RVP en el grupo cinaciguat. Mas aun, la menor RVP al final
del tratamiento con cinaciguat, se relaciona con la menor capa muscular y adventicia
en las arterias pequefas de resistencia. Como la densidad de células en la capa
muscular es mayor en los animales tratados con cinaciguat, la menor capa muscular
podria ser por un menor tamafio de las células musculares de las APP. Por otra parte,
la menor contraccién con KCL y U46619 es consistente con la menor capa muscular y
adventicia en APP, y estos resultados concuerdan con la notable disminucién en la
RVP observadas en los experimentos in vivo cronico y durante el episodio de hipoxia
aguda sobreimpuesta. EI aumento de proliferacion en APP es probable que sea por
una menor produccion de NO, verificado indirectamente por la menor expresion de
eNOS en los animales tratados con cinaciguat o por la mantencion de la noxa (hipoxia
hipobarica). Finalmente, el tratamiento con cinaciguat afecta ciertas proteinas
involucradas en mecanismos de vasodilatacion pulmonar como fueron la mayor

expresion y funcion de BKca y la mayor expresion de HO-1, todo esto se deberia a un
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Considerando los resultados obtenidos, cinaciguat podria eventualmente ser usado
agudamente en las crisis hipertensivas que tienen lugar en la evolucion de la
hipertension arterial de recién nacido, ya en tratamiento con NO inhalatorio. Mas aun,
en el tratamiento crénico, cinaciguat podria jugar un rol en reducir el remodelamiento
vascular pulmonar y la hipertrofia ventricular derecha, fenbmenos patologicos muy
dificiles de revertir, en conjunto con un vasodilatador, como fasudil, sildenafil u éxido
nitrico. Sin embargo, mas estudios son necesarios para considerar a cinaciguat un

farmaco con potencial uso para tratar la hipertension pulmonar del recién nacido.
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A. Certificacion del Comité de Bioética Animal (# 0643), Facultad de Medicina de la

Universidad de Chile.

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE BIOETICA SOBRE
INVESTIGACION EN ANIMALES

CERTIFICACION

Este Comi€, certifica que en el Proyecto de Investigacin titulado: “After years of “NO”
treatment, we seek for YES treatments: soluble and particulate Guanylyl Cyclases could
say YES to treat pulmonary arterial hypertension of the newborn” cuyo investigador
responsable es el Dr. Jorge Anibal Llanos Mansilla no se plantean acciones que
contravengan las normas Bicticas bisicas de Manejo y Cuidados de los animales a utilizar
en los procedimientos experimentales planificados (Protocolo CBA# 0643 FMUCH).

El Dr. Llanos se ha comprometido a mantener los procedimientos experimentales
planteados en el Protocolo de trabajo y a no realizar ninguna modificacin sin previa
informacin y posterior aprobacin por parte de este Comitt

Se otorga la presente certificacin por el tiempo que dure la realizacin del proyecto enviado
al concurso FONDECYT Regular 2014.

£l Comité de Bioética sobre Investigacion en Animales de la Facultad de Medicina, Universidad de
Chile estd constituido por nueve miembros con experiencia en el manejo y mantencion de
animales: 2 veterinarios, 6 académicos de diversas disciplinas y una periodista de esta Facultad. El
certificado que emite el Comité procede de la aprobacién del “PROTOCOLO DE MANEJO ¥
CUIDADOS DE ANIMALES DE LABORATORIO" (www.med.uchile.ct/normas/indice.hini) después de
un estudio acucioso por todos sus miembros y de la acogida de los investigadores o jefes de
Bioterios, de las observaciones exigidas por el Comité,

C ol '
Dr. Carlosm /

Presidente

Santiago, 01 de Octubre de 2013
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Expresion proteica de HO-1 en tejido pulmonar. Barras blancas = grupo control, barras

negras = grupo cinaciguat. b vs. grupo control, test no paramétrico de Mann-Whitney,

p <0,05
Proteina Cantidad Dilucion Fabricante N° catélogo
proteina anticuerpo
[ug]
HO-1 8 1:1000 Fitzgerald 10R-H112A

La preparacion de la proteina fue desarrollada segun técnicas usadas previamente en

el laboratorio (Ebensperger et al., 2005). El blot fue previamente incubado con

anticuerpo primario anti-HO-1 (monoclonal, Fitzgerald), seguido por una incubacion
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con anticonejo 1gG conjugado con peroxidasa o anticuerpo secundario antiraton 1gG
(ambos provenientes de Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). La sefal fue
detectada por quimioluminiscencia (SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate; Thermo Fisher scientific, Rockford, IL, USA) y autoradiografia. Las bandas
obtenidas por inmunoblot fueron cuantificadas por analisis de densitometria usando un

software de imagenes (Scion Image Beta 4.02 Win; Scion Corporation, MD, USA).

1.5+

o] T

0.5

Densidad celular
de la capa muscular (%)

0.0 T
Control Cinaciguat

Densidad celular del area de la capa muscular por micrémetro cuadrado (%) en arterias
pequefias pulmonares. Barras blancas = grupo control, barras negras = grupo

cinaciguat. b vs. grupo control, test no paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,05.

Para calcular la densidad celular del area de la capa muscular por micrémetro
cuadrado [(celulas/pm?2) x 100], los nucleos de las células fueron contados en el area
delimitada entre la ldmina elastica externa e interna, y el promedio de cada arteria

pequefia pulmonar fue dividido por el area total medida anteriormente.
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Area pared absoluta (um?) en arterias pequefias pulmonares. Barras blancas = grupo
control, barras negras = grupo cinaciguat. b vs. grupo control, test no paramétrico de

Mann-Whitney, p < 0,05.

Para calcular el area de pared absoluta en micrometro cuadrado, al area delimitada
por el limite externo de la adventicia se resto el area delimitada por la lamina elastica

interna (area del lumen interno).
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