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RESUMO

GIAQUINTO, L. R. R. Inducao de receptor B1 de cininas em vasos sanguineos
de ratos hipertensos por infusdo de angiotensina IlI: estudo molecular e
funcional. 2010. 66 f. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2011.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito modulador da infusdo de angiotensina Il
(ANG 1) na expressdao de RNAm e protéica do receptor B1 (RB1) de cininas em
aorta e as arteriolas mesentéricas de ratos Wistar, assim como, estudar o papel
deste receptor na presséao arterial e reatividade vascular. Para isso, ratos Wistar com
10 semanas de idade receberam por 28 dias através de uma mini-bomba de infusao
osmoética implantada no tecido subcutaneo ANG II [(400ng/Kg/min) grupo ANG II] ou
ANG II (400ng/Kg/min) associada ao antagonista de RB1, des-Arg9-Leu8-bradicinina
[(350ng/Kg/min) grupo ANG I+ DAL]. Como grupo controle deste modelo foram
utilizados ratos da mesma linhagem e idade, submetidos ao mesmo procedimento
cirdrgico sem implante da mini-bomba de infusdo osmatica. Para confirmar a eficacia
da indugéo da hipertensao arterial por ANG I, a presséo arterial caudal foi aferida
em todos os grupos semanalmente, num periodo de 28 dias, apds o implante de
mini-bomba de infusdo osmotica. A expressdo do RNAm e protéica do RB1 foi
avaliada através de RT-PCR em tempo real e imunohistoquimica respectivamente.
Foi observado que a infusdo de ANG Il em ratos Wistar causou hipertensao arterial,
aumento da expressdo de RNAm de RB1 em aorta e arteriolas mesentéricas quando
comparadas aguelas do grupo controle. A expressao protéica de RB1 foi detectada
em aorta, mas ndo em arteriolas mesentéricas de ratos ANG Il. O agonista de RB1,
induziu relaxamento dependente de endotélio e da geracéo de 6xido nitrico em anéis
de aorta isolada de rato ANG Il, mas ndo alterou a reatividade de arteriolas
mesentéricas estudadas tanto in vivo — in situ quanto in vitro. A hipertensao arterial
induzida por ANG Il ndo foi alterada pelo antagonista de RB1. Com o objetivo de
avaliar a participacdo do RB1 na funcéo endotelial de ratos hipertensos, curvas
concentracdo efeito a acetilcolina (ACH), vasodilatador dependente de endotélio,
foram construidas em anéis de aorta. Foi observado que a resposta maxima (RMAX)

a ACH foi menor nas preparacfes isoladas de animais ANG Il e ANG Il + DAL



quando comparadas aquelas dos ratos Controle, caracterizando assim disfuncao
endotelial. Embora o desenvolvimento da hipertensdo e a disfuncédo endotelial
encontradas nos ratos ANG Il ndo tenham sido corrigidos pelo DAL ,a sensibilidade
a ACH medida pelo pD2 e a expressao da eNOS foram maiores no grupo ANG Il +
DAL guando comparada com as do grupo ANG Il. Nossos resultados nos permitem
concluir que a ANG Il modula a expressdo de RB1 na aorta de ratos e que este
receptor de cininas pode contribuir para alguns dos efeitos vasculares da ANG I, tal
como disfuncdo endotelial, entretanto, ndo participa no desenvolvimento da
hipertensdo arterial causada por este peptideo. Dessa forma, as interacbes dos
sistemas renina-angiotensina e calicreina-cininas vao além de efeitos antag6nicos
classicamente descritos, uma vez que componentes destes sistemas podem atuar
sinergicamente no desenvolvimento de alteracfes vasculares nesse tipo de modelo

de hipertensao arterial.

Palavras — Chave: Hipertenséo arterial. Angiotensina Il. Cininas. Receptor B1.



ABSTRACT

Giaquinto, L. R. R. Induction of kinin B1 receptor in blood vessels of
angiotensin ll-hypertensive rats: molecular and functional studies. 2010. 66 p.
Masters thesis (Pharmacology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2011.

The aim of the present study was to evaluate whether angiotensin Il (ANG II) infusion
modulates kinin B1 receptor (B1R) mRNA and protein expression in aorta and
mesenteric arterioles of the Wistar rats. It was also evaluated blood pressure, aorta
and mesenteric arterioles reactivity to RB1 agonist, des-Arg9-bradykinin (DABK).
Wistar rats10-weeks old were infused either with ANG 11 [(400ng/Kg/min) ,group ANG
[I] or ANG Il (400ng/Kg/min) plus RB1 antagonist, des-Arg9-Leu8-bradykinin [(DAL -
350ng/Kg/min) ,group ANG Il + DAL] during 28 days throughout an osmotic mini-
pump subcutaneously. As a control group, Wistar rats at the same age underwent to
the same surgical procedure without the mini-pump implantation. The blood pressure
was measured weekly, during 28 days, by indirect tail-cuff method.in conscious rats
The B1R mRNA and protein expression were assessed by RT-PCR real-time and
immunohistochemistry respectively. It was observed that ANG Il infusion caused
hypertension, increased RB1 mRNA expression in aorta and mesenteric arterioles
when compared to the ones in the control group. The RB1 protein expression was
detected in aorta, but not in mesenteric arterioles of ANG Il rats. We also observed
that DABK, B1R agonist, induced endothelium and nitric oxide-dependent relaxation
in aortic rings isolated from ANG Il rats, but not in mesenteric arterioles studied in
Vivo - in situ and in vitro. The B1R antagonist did not interfere with the development
of hypertension caused by ANG II. To evaluate the role of RB1 in the endothelial
function of hypertensive rats, cumulative-concentration effect curves to acetylcholine
(ACH), an endothelium-dependent vasodilator, were constructed in aortic rings
isolated from ANG IlI, ANG Il + DAL and control rats. It was observed that the
maximum response (RMAX) to ACH was decreased in aortas from ANG Il and ANG
Il + DAL rats when compared to control, characterizing endothelial dysfunction.

Although the hypertension development and the endothelium dysfunction observed in



the ANG Il rats were not modified by DAL,the sensitivity to ACH and eNOS
expression were increased. Our results allow us to conclude that ANG Il modulates
the expression of B1R in aorta of rats and also that BIR may contribute to some of
the vascular effects of ANG II, such as endothelial dysfunction. However, this
receptor did not participate in the development of hypertension caused by ANG II.
Altogether, we may suggest that the ANG Il and kinins interactions go further than
the opposite effects classically described. In fact, they can act synergistically in the

development of vascular changes in this model of arterial hypertension.

Key words: Hypertension. Angiotensin Il. Kinins. B1 receptor.
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1 INTRODUCAO

1.1 HIPERTENSAO ARTERIAL

A hipertensdo arterial, caracterizada pelo aumento crbénico dos niveis
pressoricos, € um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, o que representa hoje no mundo e no Brasil uma das maiores
causas de morte, dessa forma o seu controle € um importante desafio para a saude
mundial (SHARMA, 2009; KEARNEY et al., 2005). O numero estimado de adultos no
ano 2000 com hipertensao foi de 1 bilhdo e a estimativa para 2025 é que tenha um
aumento de cerca de 60%, chegando a 1,56 bilhdes de adultos hipertensos
(KEARNEY et al., 2005). Dessa forma a pesquisa, prevencao, deteccao, tratamento
e controle desta doenga devem receber alta prioridade.

Além do aumento dos niveis pressoricos a hipertensao € caracterizada pelo
aumento da resisténcia periférica ao fluxo sanguineo, regulada principalmente pelas
artérias de resisténcia. Este aumento da resisténcia periférica na hipertenséo arterial
decorre das alteracbes estruturais processo conhecido como remodelamento
vascular, alteracdes mecanicas e funcionais nas artérias de resisténcia (SCHIFFRIN,
1992).

O desenvolvimento da hipertensdo arterial se d4 devido a alteracbes e
interagcfes de varios sistemas como, sistema nervoso autbnomo simpatico, sistema
renal, do sistema renina angiotensina (SRA) e sistema calicreina cinina (SCC)
(MARCEAU, 1998), além da disfuncéo endotelial que acontece por um desequilibrio
da producéo e liberacdo de fatores contrateis e relaxantes derivados do endotélio,
células que revestem os vasos sanguineos (MANO, 2010). S&o muitos os sistemas e
mecanismos que contribuem para regular e manter a pressao arterial constante ao
longo da vida do individuo.

O sistema nervoso autbnomo simpéatico, por exemplo, esta relacionado com
0S mecanismos responsaveis pela regulacdo momento a momento da pressao
arterial. Essa regulacdo momento a momento também é denominada regulacdo a
curto e medio prazo e envolvem mecanismos locais, neurais e hormonais. Nos
mecanismos neurais 0S barroceptores, receptores que sinalizam alteracbes nos

diferentes parémetros funcionais do sistema cardiovascular, sdo responsaveis por
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essa regulacdo. Além das respostas neurais, que ocorrem em questao de segundos,
0s barroceptores controlam também a liberacao de varios hormdénios (catecolaminas
adrenais, angiotensina, vasopressina) que sdo coadjuvantes na manutencdo dos
niveis basais de presséao (KRIEGER et al; 1999).

Um importante sistema que participa ativamente da regulagdo neuro
hormonal € o SRA aldosterona, nesse sistema os efeitos da ANG Il na regulagcéo
cardiovascular sdo multiplos e de grande importancia, como a acao vasoconstritora
direta, aumento da sintese e a liberacédo de aldosterona, estimulo da ingestao hidrica
contribuindo adicionalmente para o aumento da volemia. (MICHELINI LC; 2008)

Diferente do sistema nervoso simpético, o controle da pressao arterial, a
longo prazo, é realizado na maior parte pelo rim controlando a volemia pela
absorcdo de sodio e agua, e € influenciado pelo sistema renina-angiotensina-
aldosterona onde a angiotensina Il que produz a vasoconstricdo nas arteriolas
também € responsavel pela estimulacdo do cortex supra-renal a secretar a
aldosterona.

Outro componente que participa no controle da pressao aterial, a longo prazo,
€ 0 hormodnio antidiurético, que regula a osmolaridade do sangue e o volume
circulante. Dessa forma podemos concluir que as alteragcdes nesses mecanismos e
sistemas, implicados na regulacdo cardiovascular, podem resultar direta ou
indiretamente, em diversas doencas cardiovasculares.

O SRA quando ativado crénicamente desempenha um papel importante no
desenvolvimento de véarias doencas cardiovasculares (DCV). Neste contexto, a
inibicdo do SRA tem sido eficaz no tratamento farmacolégico da hipertensdo. Este
tratamento envolve trés classes de farmacos: bloqueadores dos receptores de
angiotensina Il (ARB), os inibidores da renina e inibidores da enzima conversora da
angiotensina (iIECA) (CZARINA ACELAJADO et al., 2009).

Recentemente, vem sendo descrito em estudos clinicos que os efeitos
protetores sobre o sistema cardiovascular (SCV) de individuos hipertensos,
observados com a inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), envolvem,
além da reducdo da formacdo de ANG Il, o aumento do tempo de meia-vida de
componentes do SCC, as cininas, confirmando entdo a relevancia do SCC na

manutenc¢ao da homestase cardiovascular (DUKA et al., 2008).
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1.2 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

O SRA exerce um papel importante no controle da pressao arterial (GUYTON;
HALL, 2002).

A diminuicdo da presséo arterial estimula a sintese de renina pelas células
justaglomerulares e sua liberacdo na corrente sanguinea. No sangue, a renina atua
sobre o angiotensinogénio, globulina liberada pelo figado, formando a angiotensina |
(ANG I) decapeptideo que, sob acédo da ECA, transforma-se em ANG Il, que executa
diversas ac0es fisioldgicas e fisiopatologicas através de seus receptores, uma delas
€ a estimulacdo da secrecdo de aldosterona do cortex adrenal (GUYTON; HALL,

2002), como mostra de forma representativa a figura 1.

A ANG Il é o principal peptideo efetor do SRA, desempenhando papel
fundamental no controle da presséo arterial e equilibrio eletrolitico (TOUYZ et al.,
2000).

Como ja citado, acdes biologicas da ANG Il acontecem pela interacdo com
receptores acoplados a proteina G, classificados como AT1, AT2, AT3 e AT4. A
maioria das acdes fisiolégicas da ANG Il incluindo vasoconstricdo, estimulagdo da
secrecdo de aldosterona, retencdo de sal e agua e crescimento celular sao
mediadas pelo receptor AT1 que € expresso na maioria das células incluindo as de
vasos sanguineos, coracdo, adrenal, rins e pulmdes (SILVERSTEIN et al., 2004;
SCHIFFRIN et al., 2002). J4 o receptor AT2 parece ter efeitos opostos aos da
ativacdo do AT1, como por exemplo, vasodilatacdo, inibicdo do crescimento celular,
da diferenciacdo celular e apoptose (WAGENAAR et al.,, 2002; SCHIFFRIN et al.,
2002).
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Figura 1. Sistema Renina Angiotensina Aldosterona
Fonte: Ribeiro e Plavink (2007).

Apesar da expressao do receptor AT2 em tecidos embrionarios ser bastante
pronunciada, em tecidos adultos é reduzida quando comparada com a expressao de
receptor AT1. Algumas doencas como isquémica de corondria, cardiomiopatia e
fibrilacdo atrial parecem estar relacionadas com aumento da expressao de
receptores AT2, que junto com o antagonismo do receptor AT1, pode ter efeito

benéfico sobre essas patologias (FERRARIO et al., 2006).

Vem sendo descritos também outros peptideos ativos no SRA como, por
exemplo, os fragmentos Angiotensina (1-7) (Ang 1-7), Angiotensina (3-8) (Ang V).
Dentre estes o mais estudado é a Ang 1-7 que pode ser formada pela acdo da prolil
endopeptidase neutra, que cliva a Ang | liberando a Ang 1-7, ou entdo por acdo da
enzima conversora de angiotensina Il (ECA 2) que cliva a ANG Il e libera a Ang 1-7,
cujas acdes biolégicas como vasodilacdo, natriurese, diurese e efeito anti-tréfico
acontecem pela interacdo com receptor acoplado a proteina G chamado de MAS
(ABDUL et al., 1994; SANTOS et al., 1994; SANTOS et al., 2003). Além das agdes
fisiolégicas da ANG Il sobre o sistema cardiovascular este peptideo também esta
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envolvido com diversas moléstias que acometem o sistema cardiovascular, como

hipertensao, aterosclerose e insuficiéncia cardiaca.

1.3 SISTEMA CALICREINA CININA

Um outro componente bastante importante no controle das funcdes
cardiovasculares e ainda ha modulacao do SRA é o SCC.

No SCC as enzimas denominadas calicreinas (plasmatica e tecidual) clivam
0s cininogénios, produzidos pelo figado, liberando as cininas: bradicinina (BK),
calidina (Lys-BK) e Met-Lys-BK.

Os efeitos biologicos exercidos por esses peptideos duram poucos segundos,
devido a sua rapida metabolizacdo por enzimas denominadas cininases. A principal
via de metabolizacdo de BK e Lys-BK decorre da agédo da cininase Il ou ECA pela
remocao do dipeptideo C-terminal, tornando-as inativas (ERDOS, 1975). Além disso,
tanto BK quanto Lys-BK podem ser metabolizadas por outras enzimas, denominadas
cininases | (carboxipeptidase N e M), originando os fragmentos bioativos des-Arg®-

BK e Lys-des-Arg®-BK, que por sua vez, sdo também inativados pela ECA. (Figura 2)

INTERACEAO DOS SCC E SRA
Cininogénios Angiotensinogénio
HMWK
LMWK Renina l
l Calicreinas
Lys-Bk Angiotensina
iy - Elactase 2
Cl-CPM Bk Cll = ECA
CI-CPN
Lys-des-Arg®-Bk Cl-CPM Erdés et al., 1969
des-Arg®-Bk (Interagéo) +
Angiotensina ll

w[&%
Y

Fragmentos
iInativos
Figura 2. Interacdo Sistema Renina Angiotensina e Calicreina Cinina.
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As diferentes ac¢des biolégicas das cininas sdo mediadas por dois tipos de
receptores, pertencentes a superfamilia de receptores acoplados a proteina G com 7
dominios transmembranicos, classificados como B1 (RB1) e B2 (RB2). Esses
receptores tém sido amplamente estudados e caracterizados, através de sua
afinidade pelas diferentes cininas e seus metabdlitos, por meio de farmacologia
cldssica (REGOLI; BARABE, 1980), ensaios de binding em tecidos humanos (HESS
et al., 1992; SCHNECK et al., 1994) e por preparacdes in vivo (BHOOLA et al., 1992;
LINZ et al., 1995). Os RB1 e RB2 diferem significativamente no que se refere as
respostas induzidas pelas diferentes cininas, sendo o RB2 ativado por BK e Lys-BK
e 0o RB1 sensivel aos peptideos des-Arg®-BK (DABK) e Lys-des-Arg®-BK

(MARCEAU, 1995). (Figura 3).
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Figura 3. Receptores Ble B2 de Cininas.

O RB2 é expresso constitutivamente em diferentes tecidos, incluindo
endotélio vascular, masculo liso vascular e cardiomiécitos. A participagdo do RB2 no
controle de fungdes cardiovasculares esta bem documentada. Os trabalhos
descrevem uma vasodilatacdo mediada por liberacdo de oxido nitrico (NO),
prostaciclina (PGI2) e fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF),
hipotensdo e protecédo cardiaca (BHOOLA et al., 1992; BUSSE; FLEMING, 1996;
LINZ et al.,, 1995). Com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular e
geracdo de animais knockout, demonstrou-se que a delecdo genética de RB2 em
camundongos promove aumento de sensibilidade ao sal e aumento de presséo
arterial (MADDEDU et al., 1997), além de remodelamento ventricular e prejuizos

funcionais ao coracdo (EMANUELI et al., 1999).
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O RB1 ndo é detectado em tecidos em condicdes normais, mas €
rapidamente induzido em situa¢Bes de injuria tecidual e inflamacdo (MARCEAU,
1995). Classicamente define-se que a inducdo de RB1 é realizada por uma série de
citocinas presentes no contexto inflamatério, mas varios estudos comprovaram a
influéncia de outros fatores, como proteinas da familia MAP quinase (“mitogen-
activated protein”) (LARRIVE et al., 1998), o préprio agonista B1 (SCHANSTRA et
al., 1998) e o fator de transcricao kappaB (NF-kB) (SCHANSTRA et al., 1998; NI et
al., 1998; CERAVOLO et al., 2007). A inducao de RB1 no SCV vem sendo descrita
apos infarto do miocardio na circulacdo coronaria (MC LEAN et al., 1999;
DRUMMOND et al., 1995; PRUNEAU et al., 1996) e fibras simpéticas cardiacas
(FOUCART et al., 1997), e em modelos de hipertensdo em midcitos cardiacos e
aorta de ratos (FERNANDES et al., 2006; CERAVOLO et al., 2007). Em vasos
sanguineos, como a aorta, sua estimulacdo promove relaxamento dependente do
endotélio, geralmente relacionada a producdo de GMPc (WOHLFART et al., 1997) e
liberacdo de NO (SU et al., 2000; CERAVOLO et al., 2007).

Além disso, alguns autores sugerem o envolvimento de RB1 na patogénese
da hipertensdo em animais geneticamente hipertensos (EMANUELI et al., 2002;
QUADRI et al., 2002), mas a regulacdo da pressao arterial em condicfes normais
parece independer desses receptores, jA que camundongos knockout para RB1 ndo
apresentam alteracdes significativas dos valores pressoricos (PESQUERO et al.,
2000). Entretanto, pouco se sabe sobre a importancia desse receptor em situacées

de estimulo hipertensivo, como por exemplo, durante a infusdo de ANG II.

Tem sido sugerida uma importante participagcdo da ANG Il na modulagdo da
expressdo de RB1 em 6rgaos do SCV. Estudos mostraram aumento da expressao
de RB1 em camundongos e ratos com hipertensédo renal [2 rins—1 clip (2R 1C)],
modelo caracterizado por altos niveis plasmaticos de renina e ANG Il, sugerindo a
importancia do SRA na modulagéo da expressédo de RB1 de cininas.(FERNANDES,
2006).

Funcionalmente os efeitos dos SCC e SRA se opb6em. Entretanto, as
interacOes desses dois sistemas sdo complexas e nem sempre relacionadas apenas
a efeitos antagonicos. Por exemplo, a ANG Il conhecida por ser um potente
vasoconstritor, via receptor AT1, pode ativar a producao de prostaglandinas por vias
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de sinalizacao intracelulares de forma semelhante a BK, via RB2 (LINZ et al., 1995;
TSCHOPE; GOHLKE; ZHU, 1997; DENDORFER; WOLFRUM; DOMINIAK, 1999).

Um dos pontos de interacdo entre SCC e SRA melhor caracterizado é a
enzima ECA ou Cininase Il que € responsavel pela formacdo da ANG Il a partir da
ANG | e também degrada as cininas bioativas. Dessa forma, todas as ac¢fes das
cininas relacionadas ao SCV tém adquirido especial importancia devido a ampla
utilizacdo de (IECA) na terapia antihipertensiva, pois esses farmacos além de
reduzirem a formacdo de ANG II, o principal agente hipertensor do SRA, também
potencializa os efeitos mediados por cininas endbégenas (LINZ et al., 1995).
Indmeros estudos demonstraram a importancia da ativacdo de RB2 nessa
potencializacdo de efeitos, comprovando sua contribuicdo decisiva para as acdes
cardioprotetoras dos (iIECA) (GOHLKE et al., 1994; SCHOLKENS, 1996), incluindo a
inibicdo de hipertrofia vascular e miocardica, inibicdo de remodelamento e fibrose
cardiaca, reducao da area afetada apos o infarto do miocardio (LINZ et al., 1995),
além de contribuir para a melhora de funcdo e metabolismo energético cardiaco (ITO
et al., 1997).

Além do acumulo de BK a inibicdo de ECA promove também aumento dos
niveis do peptideo DABK (DECAIRE et al., 1996; BLAIS Jr. et al., 1997), principal
agonista de RB1. Recentemente foi descrito que inibidores de ECA podem ativar
diretamente RB1 em culturas de endotélio vascular ou em células transfectadas com
cDNA para receptores B1, resultando em aumento de célcio intracelular e producéo
de NO (IGNJAVOTIC et al, 2002). Além disso, Marin-Castafio et al. (2002)
demonstraram que a inibicdo da ECA induz aumento nos niveis de RNAm para RB1
em rim, vasos e coracao de ratos e gue o bloqueio farmacolégico desses receptores
causa reversdo do efeito sobre a presséo arterial de animais tratados com esses
inibidores. Sabendo-se que a prépria ativacao de RB1 pode induzir sua expressao, o
aumento nas concentracdes de DABK decorrente da inibicdo de ECA poderia ser o
responsavel por essa inducdo (SCHANSTRA et al., 1998).

O fato de o RB1 ser induzido por moléculas relacionadas com o processo
inflamatério como IL-6 e TNF-a esta bem documentado (MARCEU et al., 1998) e
vem sendo descrito que a ANG II, por atuar como um agente pro-inflamatério, pode
modular a expressdo de RB1 em o6rgdos do SCV. De fato, foi demonstrado em

culturas de musculo liso vascular de ratos que a incubagdo com ANG Il induziu a
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expressao génica de RB1 e esse efeito foi bloqueado pelo antagonista de receptores
AT1 de ANG II, losartan (KINTSURASHIVILI et al., 2001).

Recentemente em nosso laboratorio demonstrou-se que a infusdo de ANG I
(400ng/kg/min por 14 dias) induz a expressado de RB1 na aorta de ratos Wistar e que
esta inducdo esté relacionada com a geracdo de espécies reativas de oxigénio e
com ativacao do NF-kB neste vaso (CERAVOLO et al., 2007). Entretanto, com este
protocolo de infusdo de ANG Il ndo foi possivel observar a expressdo de RB1 em
orgaos relacionados com o controle da pressdo arterial, como, rins e arteriolas
mesentéricas. Dessa forma, tivemos como objetivo nesse trabalho, aumentar o
tempo de infusdo de ANG Il (400ng/kg/min) por 28 dias em ratos Wistar, para
investigar a expressao protéica do RB1 e sua funcionalidade em outro leito vascular
como, por exemplo, em arteriolas mesentéricas responsaveis pelo controle da

presséao arterial.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi caracterizar o modelo de hipertensdo por infusao
de ANG Il por 28 dias e avaliar o efeito modulador da infusdo de ANG Il na
expressdo de RNAm e localizacdo protéica do RB1 de cininas, em aorta e em
arteriolas mesentéricas de ratos Wistar.

Como objetivos especificos avaliamos os seguintes parametros:

+ Reatividade vascular ao agonista de RB1l, DABK, em aortas in vitro e
arteriolas mesentéricas in vitro e in vivo-in situ de ratos que receberam
infusédo de ANG II;

+ Estudo do antagonismo de RB1 sobre a funcdo endotelial na aorta de ratos
gue receberam infusédo de ANG II;

X/

+ Estudo do antagonismo de RB1 sobre a presséo arterial de ratos hipertensos;
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3 DROGAS E REAGENTES

Acetilcolina — Bachem Group
Angiotensina Il — Bachem Group
Bradicinina — Bachem Group
Des-Arg®-Bk — Bachem Group
Des-Arg®-Leu®-Bk — Bachem Group
Desipramina — Sigma Aldrich
Enalaprilato — Sigma Aldrich
Fenilefrina — Sigma Aldrich
L-NAME — Sigma Aldrich
DAB — Sigma Aldrich
Noradrenalina — Sigma Aldrich

Anticorpo anti receptor B1 de cininas — (IgG policlonal de coelho anti-rato e
camundongo) — Santa Cruz Biotechnology

Anticorpo secundario conjugado a biotina — Vector Laboratories

KIT ABC Vectastain — Vector Laboratories

Peréxido de hidrogénio — Merck S/A, Ind. Quimica

Sais
Os sais utilizados na preparacéo dos tampdes foram adquiridos da Merck S/A,

Ind. Quimica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar com 10 semanas de idade, provenientes do
Biotério Central e mantidos no Biotério de Hipertensdo do Departamento de
Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.
Os ratos tiveram livre acesso a agua e racdo e foram mantidos em sala com
temperatura e umidade constantes (24 °C/60%), com ciclos claro/escuro de 12/12
horas. Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissdo de Etica
de Experimentacdo Animal do ICB-USP e estavam de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

ANG Il - Ratos Wistar tornados hipertensos por infusdo de ANG I
(400ng/kg/min), durante 28 dias, através de mini-bomba de infusdo osmotica
implantada no tecido subcutaneo do dorso dos animais - Alzet, 2002.

ANG Il +DAL: Ratos Wistar que receberam simultaneamente, infusdo de ANG
Il (400ng/Kg/min) e de antagonista de receptor B1 des-Arg®-Leu®-bradicinina (DAL)
(350ng/Kg/min) (CERAVOLO et al., 2007) durante 28 dias, através de duas mini-
bombas de infusdo osmatica implantada no tecido subcutaneo do dorso dos animais
- Alzet, 2002.

Controle: Ratos Wistar que foram submetidos a mesma cirurgia que 0s
demais grupos, porém nado receberam o implante da mini-bomba de infuséo

osmatica, utilizados 28 dias apos a cirurgia.

4.3 INDUCAO DA HIPERTENSAO

Para o procedimento de inducéo de hipertensédo através da infusdo de ANG
I, inicialmente os ratos foram anestesiados com cloridrato de Xilasina (7,4 mg/Kg de
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peso, ip) e cetamina (113 mg/Kg de peso, ip). Em seguida uma incisédo de
aproximadamente um centimetro foi feita no dorso dos animais e implantada, no
tecido subcutaneo, uma mini-bomba de infusdo osmatica de 28 dias — Alzet, 2002,
com velocidade de liberagao de 0,25uL/hora, preenchida com ANG Il (400ng/Kg/min)
diluida em salina 0,9% estéril (grupo de ANG II, n=12).

Para determinacdo da participacdo do RB1 na hipertensdo causada pela
ANG Il um grupo de ratos recebeu implante de duas bombas de infusdo, uma
preenchida com ANG Il (400ng/Kg/min) e outra com antagonista de RB1
(350ng/Kg/min). Como controles foram utilizados ratos da mesma linhagem e idade
que foram submetidos ao mesmo procedimento cirlrgico, mas ndo receberam
implante da mini-bomba de infusédo (grupo controle n=12). ApGs a cirurgia 0s ratos

foram mantidos em gaiolas individuais.
4.4 DETERMINAC}AO DA PRESSAO ARTERIAL CAUDAL

A pressao arterial caudal foi determinada por método indireto denominado
pletismografia de cauda. Para que os niveis pressoricos dos ratos ndo alterassem
devido a manipulagdo dos mesmos, primeiramente adaptamos 0S animais ao
procedimento que envolvia o aquecimento dos animais em estufa especial por 10
minutos, a 40 °C e posterior contencéo em cilindro de acrilico com abertura para o
focinho e cauda, por cinco minutos.

Os niveis pressoricos foram determinados antes do procedimento cirdrgico
(semana zero) e semanalmente ap6s o implante das mini-bombas de infuséo
(semana 1, 2, 3 e 4). Para tanto, os ratos foram aquecidos por 10 minutos a 40 °C e
colocados no cilindro de contencdo. Um oclusor e um sensor foram ajustados a
por¢cdo proximal da cauda do rato, acoplados ao esfigmomandmetro elétrico PE-399
e conectados a um sistema de transducéo (PowerLab, AD Instruments, Melbourne,
Australia). O valor final da pressao arterial caudal de cada animal representa a

média aritmética de trés medidas sequlenciais e estdo expressos em mmHg.
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4.5 DETERMINACAO DE RNAm DE RB1 EM AORTA E EM ARTERIOLAS
MESENTERICAS E DE eNOS EM AORTA DE RATOS POR REACAO DE
TRANSCRIPTASE REVERSA E REACAO DE POLIMERASE EM CADEIA EM
TEMPO REAL (RT-PCR EM TEMPO REAL)

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sédico (500mg/Kg, i.p.) e
apos este procedimento a aorta e arteriolas mesentéricas, foram removidas,
dissecadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a 80 °C. O RNA total
foi isolado utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen Co. USA), seguindo as
orientacbes do fabricante. Foi utilizada DNase | para digerir o DNA, que
ocasionalmente poderia estar presente na amostra de RNA apds o processo de
extragcdo. Foi realizada a sintese da fita simples de cDNA por reacdo de RT, a partir
de 2 pg do RNA total, utilizando a enzima SuperScript I, e inibidores de RNase para
proteger o RNA da metabolizacdo por RNases durante a reacao.

A amplificacdo do cDNA foi realizada utlizando o0s seguintes
oligonucleotideos:

RB1: sense CCA GGG TTC GTC ATC ACT ATC TG e anti-sense — GCA AAA
GGA AGA AGG ACA AGA CTA A;

eNOS: sense TTC TGG CAA GAC CGA TTA CAC GAC AT e anti-sense —
AAA GGC GGA GAG GAC TTG TCC AAA.

GAPDH: sense GGG CAG CCC AGA ACA TCAT e anti-sense CCG TTC AGC
TCT GGG ATGAC

A quantidade de cDNA foi analisada por RT-PCR em tempo real utilizando o
reagente Platinum® SYBR® green gPCR SuperMix UDG (Invitrogen). As reacées de
PCR foram realizadas e analisadas utilizando o sistema Corbett Research (Corbett
Life Sciences, Australia).

As condicdes de PCR utilizadas para amplificacdo de RNAm para RB1, eNOS
e GAPDH foram as seguintes: 2min a 95 °C, seguindo de 40 ciclos: 95 °C por 15s,
65°C por 1min e 72 °C por 20s. A especificidade da reacdo com SYBR® green foi
confirmada pela analise da curva de dissociacdo tomando como base a temperatura
de dissociacdo - “melting point”. A expressao génica foi quantificada utilizando o
calculo do 2°¢'- “cycle threshold”, como descrito por Pfaffl (2001). O cDNA

sintetizado a partir do mRNA do GADPH foi utilizado para normalizagdo. Os
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resultados foram demonstrados como a expressdo de RNAmM de interesse
normalizada pela expressdao de RNAm do GAPDH.

4.6 DETERMINACAO DA EXPRESSAO PROTEICA DE RB1 DE CININAS NA
AORTA E ARTERIOLAS MESENTERICAS DE RATOS ANG Il E CONTROLE

Os animais foram anestesiados com solug&o de hidrato de cloral (200mg/Kg
i.p.) e apoOs laparotomia 0 mesentério e aorta foram removidos. As arteriolas
mesentéricas e a aorta foram dissecadas e imersas em solucdo fixadora
paraformaldeido 4% (PFA 4%) por seis horas. Apos a fixacdo os tecidos foram
crioprotegidos em solugéo de sacarose 30%, por vinte quatro horas, emblocados em
meio para congelamento (Leica Instruments), congelados em gelo seco e mantidos a
—70 °C. Para garantir que os cortes usados abrangessem uma porcdo significativa
dos tecidos foram feitos dez cortes ndo seriados de 10um, a —25 °C em criostato
Leica CM 1850 (Leica Instruments). Os cortes foram colocados em laminas com poli-
L-Lisina (Sigma-Aldrich).

4.6.1 IMUNOHISTOQUIMICA

Os anticorpos primarios anti-receptor B1 foram diluidos em tampao fosfato
(fosfato de sddio monobasico anidro 0.10 mM; fosfato de sédio dibasico anidro 0.10
mM (PB), pH 7.4 contendo 0,3% de Tween 20) e 5% de soro normal de coelho na
proporcao de 1:50 e colocados sobre os cortes de aorta e arteriolas mesentéricas
para incubacdo por um periodo de aproximadamente dezoito horas a 4 °C.
Paralelamente foram realizadas reacdes controle substituindo o anticorpo primario
por PB 0,1M contendo 0,3% Tween 20 e 5% de soro normal de coelho.

Ap0s 18 horas, os cortes de aorta e arteriolas mesentéricas foram lavados em
PB e incubados com anticorpo secundario conjugado a biotina (Vector Laboratories -
USA), na diluigdo 1:1000 por uma hora, em cdmara Umida, a temperatura ambiente.
ApoOs a incubacao os cortes de aorta e arteriolas mesentéricas foram novamente
lavados em PB e incubados, em camara umida com solucéo do kit ABC Vectastain
(Vector Laboratories - USA) por uma hora, a temperatura ambiente. Apds esse

periodo, os cortes foram lavados em PB.
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A revelacdo da imunoreatividade foi realizada com diaminobenzidina (DAB)
0,5mg/1 mL, e H,O, 0,06%. Os cortes foram lavados com PB e &gua destilada e
apos as lavagens foram desidratados em alcool, lavadas com xilol e as laminas

foram montadas em Permount® (Fisher Chemical).

4.6.2 ANALISE DA LOCALIZACAO PROTEICA DE RB1 DE CININAS NA AORTA
TORACICA ISOLADA DE RATOS

As analises da imunoreatividade das aortas e arteriolas mesentéricas ao
anticorpo anti-receptor B1 foram realizadas em microscopio éptico equipado com
uma camera fotogréfica utilizando-se uma objetiva com aumento de 40x. As analises
foram determinadas em pelo menos cinco cortes do mesmo 6rgéo, utilizando quatro
aortas e arteriolas mesentéricas por grupo experimental. A imagem mais

representativa da localizagéo dos receptores B1 de cininas foi escolhida.

4.7 ESTUDOS FUNCIONAIS

4.7.1 ESTUDO in vitro DA REATIVIDADE DE ANEIS DE AORTA TORACICA
ISOLADOS DE RATOS

4.7.1.1 Avaliacéo da resposta vasodilatadora ao DABK, agonista RB1

Apos 28 dias do procedimento cirdrgico os ratos ANG Il e controle foram
anestesiados com hidrato de cloral (200mg/Kg, i.p.), e apds toracotomia a aorta
toracica foi removida e rapidamente imersa em solucédo nutriente Krebs-Henseleit
modificada. A aorta foi dissecada, os tecidos conectivo e adiposo foram removidos e
em seguida cortada em anéis transversais de 4 mm. Em um desses anéis o
endotélio foi mantido intacto e no outro foi removido mecanicamente com uma haste
fina com algodéo. Os anéis com (E+) e sem (E-) endotélio foram suspensos por um
par de ganchos de aco inoxidavel. Um gancho foi fixado & base da cuba de vidro
para estudo de 6rgao isolado, e 0 outro conectado a um transdutor de sinal (ML

TOO01 transdutor isométrico de tensdo, Power Lab/8S, ADInstruments Pty Ltda,
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Australia) acoplado a um computador. As cubas de vidro continham 15 mL de
solucéo de Krebs-Henseleit modificada cuja composi¢ao (em mmol/L) foi: NaCl, 113;
KCI, 4,7; CaCl,, 2,5, NaHCOg3, 25; MgSOy, 1,1; KH,PO,, 1,1; EDTA, 0,03; glicose,
5,5; pH 7,4, saturada com mistura de 95% de O, e 5% de CO, e mantida aquecida a
temperatura de 37+0,5 °C durante todo o protocolo experimental. As preparacoes
permaneceram sob tensdo de 1,5g por um periodo de 60 minutos para estabilizacéo,
com trocas de solucdo nutriente e ajuste de tensdo a cada 20 minutos. Em seguida,
os anéis de aorta foram incubados com enalaprilato (10uM), inibidor da ECA (iECA),
por 30 minutos, para impedir a degradacéo da cinina. Apos este periodo os anéis de
aorta foram pré-contraidos com fenilefrina (FE — 0,1uM), concentragdo que induz
tensdo equivalente a 60-80% da tensdo maxima induzida por esse agonista, e foram
realizadas curvas concentracdo-efeito cumulativas (CCE) ao agonista de RBI1,
DABK (0,inM a 1pM). O relaxamento induzido pela DABK foi expresso em
porcentagem de relaxamento em relacdo a contracao obtida com a FE. Ao final da
CCE para DABK os anéis de aorta foram incubados com FE (0,1uM) e
posteriormente a acetilcolina (ACH) (10uM) foi adicionada a cuba para verificar a
integridade do endotélio. O endotélio foi considerado integro quando esta
concentracédo de ACH promoveu pelo menos 60% de relaxamento.

4.7.1.2 Avaliacdo da participacdo do Oxido nitrico (NO) na resposta a DABK ao

agonista de RB1

Para determinar se o 6xido nitrico estaria envolvido na vasodilatacéo induzida
pela DABK em anéis de aorta, as preparacbes foram incubadas com a L-nitro
arginina metil-éster (L-NAME - 10uM), inibidor da éxido nitrico sintase, por 30min na
presenca de iECA (10uM). Apds este periodo os anéis de aorta foram pré contraidos
com FE (0,1uM) e CCE para o DABK (0,1nM a 1uM), agonista RB1, foi realizada.

4.7.1.3 Avaliagéo da resposta vasodilatadora a ACH em anéis de aorta dos ratos dos

diferentes grupos
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Para determinacdo da funcdo endotelial, anéis de aorta com endotélio pré-
contraidos com FE 0.1uM nos diferentes grupos experimentais foram submetidos a
CCE a ACH (0,1nM a 1uM), vasodilatador dependente do endotélio. O relaxamento
induzido pela ACH foi expresso em porcentagem de relaxamento em relacdo a

contracao obtida com a FE.

4.7.2 ESTUDO in vitro DA REATIVIDADE DO LEITO ARTERIOLAR MESENTERICO
PERFUNDIDO DE RATO

4.7.2.1 Avaliagao da resposta vasodilatadora ao DABK, agonista de RB1

Nesta etapa foi avaliada a resposta ao DABK, agonista de RB1, no leito
arteriolar mesentérico perfundido como descrito por McGregor (1965) e modificado
por Carvalho et al. (1987). Para isso, ratos dos diferentes grupos experimentais
foram anestesiados com hidrato de cloral (200mg/Kg, sc), submetidos a laparotomia
e o leito mesentérico arteriolar exposto. A artéria mesentérica superior foi canulada
com cateter de polietileno (PE-10 Hemo Técnico® - S&do Paulo, Brasil), introduzido
cerca de 1,5 cm distante da aorta abdominal e o leito mesentérico foi perfundido,
com fluxo inicial de 2 mL/min com Krebs Henseleit modificado, saturado com 95% de
0O, e 5% de CO, e mantido a 37 °C. O mesentério perfundido foi removido do animal,
separado da alca intestinal e colocado em cuba de vidro aquecida a 37 °C.
Alteracfes da pressao de perfusdo foram detectadas por transdutor de pressao RP-
1500i, acoplado ao sistema de aquisicdo de dados (PowerLab/4S, ADInstrument Pty
Ltd, Australia), e utilizadas como medida de contragdo (mmHg) ou relaxamento
(mmHg) vascular induzido pelas drogas utilizadas. Para a CCE ao DABK o fluxo foi
ajustado para 4 mL/min e apdés 20 minutos de estabilizacdo o leito arteriolar
mesentérico foi perfundido com enalaprilato 10uM por 10 minutos. Apds esse
periodo, os vasos foram pré-contraidos com noradrenalina (NA-0,1uM) em solugao
de Krebs Henseleit modificado contendo desipramina (0,01uM), inibidor da captura
de NA, e, enalapril (10uM) (IECA). Apds a estabilizagao foi realizada injecao ‘in
bolus” (60 uL) de DABK nas concentragées de (0, 0001uM a 1000uM) a cada 3

minutos.
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4.7.3 ESTUDO in vivo e in situ DA REATIVIDADE DO LEITO ARTERIOLAR
MESENTERICO DE RATO

4.7.3.1 Avaliacdo da resposta vasodilatadora ao DABK, agonista de RB1 e ao BK,

agonista de RB2

Os ratos ANG Il foram anestesiados com hidrato de cloral (200mg/Kg, sc)
submetidos a laparotomia, 0 mesentério foi exposto e preparado para observacao
microscopica de acordo com o método descrito por Zweifach (1948) e modificado
por Fortes et al. (1983). Os ratos foram mantidos sobre placa aquecida a 37 °C, que
continha um orificio central transparente permitindo a transiluminacdo do
mesentério. Arteriolas de 15-25um foram utilizadas neste estudo.

Inicialmente uma arteriola foi escolhida, seu diametro inicial medido (diametro
basal) e apds este procedimento a arteriola foi superfundida com solu¢do contendo
NA (1puM) e desipramina (0,01uM),e iIECA (10uM) até que o fluxo arteriolar fosse
interrompido pela contracdo total do vaso. Posteriormente, foi realizada injecdo “in
bolus” (100 pyL) de DABK nas concentragdes de 1uM a 1000 uM, e apos cada
injecdo o diametro vascular foi medido durante um periodo de 3 minutos. Entre cada
injecdo foi feita lavagem da preparacdo com Krebs Henseleit contendo desipramina
(0,01uM) por um periodo de 5 minutos. Todas as medidas foram realizadas em um
mesmo vaso.

Para controle da capacidade relaxante do vaso, ao término da aplicacdo de
DABK, foi realizado o mesmo procedimento de contragao da arteriola com NA (1uM)
e posterior injecao “in bolus” de BK (1uM). A medida do didmetro vascular apos a BK

foi realizada também durante 3 minutos apds aplicacao deste peptideo.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos resultados obtidos na evolugdo ponderal e
pressao arterial foi utilizado o teste One-way ANOVA para dados repetidos, seguido
do teste de Bonferroni para comparacdo entre os grupos. Para as demais analises
foram utilizados os testes One-way ANOVA e Kramer-Tukey ou teste T-student
quando apropriado
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5 RESULTADOS

5.1 DETERMINACAO DA PRESSAO ARTERIAL CAUDAL DE RATOS
HIPERTENSOS POR INFUSAO DE ANG Il (400ng/Kg/min) POR 28 DIAS

Os ratos que receberam infusdo de ANG |l apresentaram elevacdo

significativa da pressao arterial a partir da 1°semana, quando comparados com a

presséao arterial do grupo Controle (Figura 4).

Pressao arterial caudal
(mmhg)

Figura 4.

2204 * ® ANG Il (n=11)
200+ * O Controle (n=10)
180 *

160+
140+
120

100-

0 1 2 3 4 5

semanas

Evolucdo da presséo arterial caudal (mmHg) de ratos infundidos com ANG
I, através de mini-bomba osmética implantadas no tecido subcutaneo e de
ratos Controle nas semanas 1, 2, 3 e 4. Os valores foram expressos como
média + epm da pressao arterial caudal (mmHg). *p<0,05 quando
comparados ao Controle em todas as semanas ap0s implante da mini-
bomba de infuséo. (n) representa o nimero de ratos utilizados por grupo.
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5.2 DETERMINACAO DO RNAm DE RB1 EM AORTA E ARTERIOLAS
MESENTERICAS DE RATOS ANG Il E CONTROLE POR RT-PCR EM TEMPO
REAL

A aorta e arteriolas mesentéricas (Figura 5) dos ratos ANG Il apresentaram
maior expressdo de RNAmM de RB1 de cininas, quando comparados com 0S mesmos

tecidos isolados dos ratos controle.

157 [ Aorta Controle (N=5)

é * # Aorta ANG Il (N=5)
T N Arteriolas Mesentéricas
<< i
g 10 N\ Controle (N=6)
& * E Arteriolas Mesentéricas
S ANG Il (N=6)
< 59 N
o
N
oy B — N\

Figura 5. Expressdo de RNAm de RB1 de cininas realizada em aorta e arteriolas
mesentéricas de ratos do grupo controle e do grupo ANG Il avaliadas por
RT-PCR tempo real. As barras representam as médiastepm da
expressdao de RNAm de RB1, normalizada pela expressdo de RNAm de
GAPDH. (n) representa o numero de ratos utilizados por grupo.*p<0,05
em comparacdo ao controle, * p<0,05 comparacdo da expressdo de
RNAmM de RB1 de aorta com aquelas das arteriolas mesentéricas
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5.3 ESTUDO DE REATIVIDADE VASCULAR in vitro AO DABK, AGONISTA DE
RB1

5.3.1 ANEIS DE AORTA

A DABK promoveu vasodilatagdo em anéis de aorta E+ isolados de ratos
ANG Il e a remocéo do endotélio aboliu o relaxamento causado pelo agonista de
RB1 (Figura 6). Em outra série de experimentos os anéis E+ dos ratos ANG Il foram
incubados com L- NAME, inibidor da 6xido nitrico sintase (NOS). Como demonstrado
na figura 7, o L-NAME blogueou a resposta vasodilatadora promovida pela DABK.
Estes resultados sugerem que a vasodilatacdo promovida pela DABK em anéis E+
de ratos ANG Il depende da presenca de endotélio e envolve a geracdo de NO. A
DABK ndo alterou o ténus vascular nos anéis de aorta E+ e E- dos ratos Controle,

pré-contraidos com (FE — 0,1uM).

0 ® ANG Il E+ (n=10)
$ vV ANG Il E- (n=10)

(@]
% 7 O Controle E+ (n=10)
= I A Controle E- (n=10)
& 10- I .
i
O\o 15_

20-

-Log [DABK] (mol/L)

Figura 6. Curvas concentracdo-efeito & DABK obtidas em anéis de aorta com E+ e
sem E- endotélio isolados de ratos Controle e ANG Il. Os valores foram
expressos como médiatepm das porcentagens de relaxamento. *p< 0,001
comparando a resposta maxima (Rmax) de anéis de aorta E+ do grupo
ANG Il com aquele do grupo Controle. (n) representa o nimero de ratos
utilizados por grupo.
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Figura 7. Curvas concentracdo-efeito a DABK obtidas em anéis de aorta com E+

isolados de ratos ANG Il pré-incubadas ou nao com L-NAME. Os valores
foram expressos como médiatepm das porcentagens de relaxamento.
*p< 0,001 comparando a resposta maxima (Rmax) de anéis de aorta E+
do grupo ANG Il com aquele do grupo ANG Il pré incubado com L-NAME.
(n) representa o numero de ratos utilizados por grupo.
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53.2 ESTUDO DA REATIVIDADE DE ARTERIOLAS MESENTERICAS
PERFUNDIDAS in vitro AO DABK, AGONISTA DE RB1

As figuras 8 e 9 representam registros do estudo da resposta a DABK em
leito arteriolar mesentérico perfundido. A injecao “in bolus” de DABK nao alterou a

presséo de perfusdo neste leito vascular de ratos ANG Il (n=4) e Controle (n=4).
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Figura 8. Registro tipico obtido com a perfusdo do leito arteriolar mesentérico de
ratos ANG Il com NA e com injecédo “in bolus” de diferentes
concentracdes molares de DABK
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Chart Window

04/05/2009 13:40:46,609

200

CONTROLE

100

Controle (rmHg)
o

-100f =+ : = E L.
o : : :
b . ' .
— H . Vm T © 0
= W : - ¢ P& :
[oR o 2y e Rl 2
i © : : : o = :
200 E :: g : \9 \9 é A % D % g é
c O! S8 83 31838313 3 3
LLI Z: [l T T &, 08, 08 & ©
' 0}0 0i0 O0}0i0oia 0 O
16:40 : 33:20 50:00 1L peregn ! L lngalbg L !
7 8 § 10 11 1z 13 [14 “16 17 1B

Figura 9. Registro tipico obtido com a perfusdo do leito arteriolar mesentérico de
ratos Controle com NA e com injecdo ‘“in bolus” de diferentes
concentracdes molares de DABK
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5.3.3 ESTUDO in vivo DA REATIVIDADE DE ARTERIOLAS MESENTERICAS AO
DABK, AGONISTA DE RB1 E BK, AGONISTA RB2

A NA (1uM) causou 100% de contracdo, parada de fluxo, nas arteriolas

mesentéricas dos

ratos ANG Il. A injecdo “in bolus” com DABK nao alterou a

reatividade deste leito vascular de ratos ANG II, da BK, agonista RB2 de cinina,

causou 100% de vasodilatacdo. Esses dados nos sugerem que as concentracfes

utilizadas do agonista de RB1 de cininas ndo altera a reatividade vascular do leito

arteriolar mesentérico estudado "in vivo”. (figuras 10 A, B, C, D, E, F)

Diametro Basal

Figuras 10.

-\ Il '
u :"‘wﬂ

Noradrenalina 10° 6M Bradicinina 10°M

Imagens tipicas obtidas no estudo in vivo e in situ de reatividade de
arteriolas mesentéricas de ratos ANG Il. A) Imagem da medida do
didmetro basal; B) Imagem da pré-contragdo com NA (1 uM) 100% de
contracdo; C) Imagem representativa da aplicacdo “in bolus” de DABK
(1 mM); D) Imagem da medida do diametro basal; E)imagem da preé-
contraggo com NA (1 pM), 100% de contragdo; F) Imagem
representativa aplicacdo “in bolus’de BK (1 uM)
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5.4 DETECCAO E LOCALIZACAO DA EXPRESSAO PROTEICA DO RB1 EM
AORTA E ARTERIOLAS MESENTERICAS DE RATO POR IMUNOHISTOQUIMICA

As aortas de ratos ANG Il apresentaram expressao protéica de RB1 no
endotélio e adventicia ja, nos ratos Controles, o RB1 somente se expressou na
adventicia. O grupo controle negativo ndo apresentou expressao protéica do RB1
em nenhuma regido. (Figuras 11 A, B, C)

As arteriolas mesentéricas de ratos ANG Il, Controle e o grupo Controle
negativo ndo apresentaram expressao protéica RB1 em nenhuma regido. (Figuras
10D, E, F)

A B
S
/”'
Aorta E/ / /{
W 74 ks Lt
. > a0
50um i 5()!»"‘"
D E F
Arteriolas
Mesentéricas
.50pm 50um > 50pm

Figura 11. Expressdo protéica e localizacdo do RB1 em aorta e ateriolas
mesentéricas de ratos: Imagens representativas da imunuhistoquimica
para o anticorpo anti-receptor B1 A) em cortes de aorta de ratos ANG I
(400ng/Kg/min), B) em cortes de aorta de ratos controle, C) em cortes
de aorta de ratos (controle negativo), D) em cortes de arteriolas
mesentéricas de ratos ANG Il (400ng/Kg/min), E) em cortes arteriolas
mesentéricas de ratos controle, F) em cortes de arteriolas mesentéricas
de ratos (controle negativo). Em todas as figuras E indica a camada
endotelial e as setas indicam a localizacdo de RB1 de cininas.
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5.5 DETERMINA(}AO DA PRESSAO ARTERIAL CAUDAL DE RATOS
INFUNDIDOS COM ANG Il (400ng/Kg/min), COM E SEM TRATAMENTO COM
des-arg9-leu8-bradicinina (DAL) POR 28 DIAS

Os ratos que receberam infusdo de ANG Il e ANG Il + DAL apresentaram
elevacdo significativa da pressao arterial caudal a partir da 1°semana, quando

comparados com a pressao arterial caudal do grupo Controle (Figura 12).

260 * —
2404 . O Controle (n=5)

250 e ANG Il (n=5)
200 * O ANG Il + DAL (n:5)

180+
160+
140+
120+
100-

Presséo arterial caudal
(mmhg)

0 1 2 3 4 5
SEMANAS

Figura 12. Evolugéo temporal da pressao arterial caudal (mmHg) de ratos infundidos
com ANG Il, ANGII + DAL através de mini-bomba osmotica implantadas
no tecido subcutaneo e de ratos Controle nas semanas 1, 2, 3 e 4. Os
valores foram expressos como média + epm da pressao arterial caudal
(mmHg). *p<0,05 quando comparados ao Controle em todas as semanas
ap6s implante da mini-bomba de infusdo. (n) representa o ndmero de
ratos utilizados por grupo.
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5.6 REATIVIDADE DE ANEIS DE AORTA COM ENDOTELIO PARA ACH APOS
ANTAGONISMO DO RECEPTOR B1 DAL EM RATOS ANG I

Observamos que a resposta maxima a ACH, vasodilatador dependente de
endotélio, foi menor nos anéis de aorta dos ratos ANG Il e ANG Il + DAL quando
comparada aquela dos ratos controle. Isso nos sugere que ha disfuncdo endotelial
nos anéis de aorta dos ratos ANG Il e ANG Il + DAL quando comparados com
aguele do grupo Controle. Verificamos também que anéis de aorta de ratos ANG Il +
DAL apresentaram aumento na sensibilidade (pD2) a acetilcolina quando

comparados aqueles dos ratos ANG II. (Figuras 13 ,14 e 15) .

07 O Controle (n=6)
20 ® Ang Il (n=6)
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-Log [ACETIL] (mol/L)

Figura 13. Curva concentracdo-efeito a ACH obtidas em anéis de aorta com endotélio
isolados de ratos ANG IlI, ANG Il + DAL e Controle. Os valores foram
expressos como médiatepm das porcentagens de relaxamento. (n)
representa 0 numero de ratos utilizados por grupo. *p<0,05 comparado
com Controle.
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Figura 14. Valores de pD2 para ACH em anéis de aorta com endotélio isolados de
ratos ANG Il, ANG Il + DAL e Controle. Os valores foram expressos como
médiatepm das porcentagens de relaxamento. O numero de ratos
utiizados em cada grupo encontra-se dentro das barras. *p<0,05
comparado com Controle, *p<0,05 comparados com ANG |I.
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Figura 15. Valores da resposta maxima para ACH em anéis de aorta com endotélio
isolados de ratos ANG II, ANG Il + DAL e Controle, pré-contraidos com
fenilefrina 10-6M. Os valores foram expressos como médiatepm das
porcentagens de relaxamento. O numero de ratos utilizados em cada
grupo encontra-se dentro das barras. *p<0,05 comparado com Controle.
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5.7 DETERMINACAO DO RNAmM POR RT-PCR EM TEMPO REAL DA eNOS EM
AORTA DE RATOS

5.7.1 EXPRESSAO DE RNAmM DE eNOS EM AORTA

A expressdo de RNAm da eNOS em aorta dos ratos ANG Il foi menor quando
comparada aquela do grupo controle. O tratamento com DAL, antagonista de RB1,
restaurou a expressao da eNOS para nivel daquele encontrado nas aortas de ratos

controle (Figura 16).
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Figura 16. Expressédo de RNAm de eNOS verificada em aorta de ratos ANG II, ANG
I+ DAL e Controles avaliadas por RT-PCR em tempo real. As barras
representam as médiastepm da expressdo de RNAmM da eNOS,
normalizada pela expressdo de RNAm de GAPDH O numero de ratos
utiizados em cada grupo encontra-se dentro das barras. *p<0,05
comparado com Controle, p<0,05 comparados com ANG .
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos que a infusdo de ANG Il por 28 dias, em
ratos Wistar, modula a expressdo de RNAmM de RB1 de cininas em macro e
microvasos e que este receptor parece estar envolvido na disfuncdo endotelial
observada na aorta de ratos hipertensos por infuséo de ANG II.

Além desses efeitos, demonstramos que a infusdo de ANG Il causou
elevacdo dos niveis pressoéricos de ratos Wistar. Varios estudos demonstram a
participacdo da ANG Il na génese e manutencdo da hipertensédo arterial em
diferentes modelos experimentais, como por exemplo, modelo G2 (dois rins um
clipe) desenvolvido por Goldblatt em 1934. Neste estudo o autor demonstrou que o
clampeamento da artéria renal, causava reducdo da perfusdo renal com
consequente aumento de renina , ANG Il plasmatica e elevacao da pressao arterial.

A ANG Il causa elevacao da presséao arterial por atuar em diferentes sistemas
biolégicos. Por exemplo, este peptideo atuando em receptor AT1 no musculo liso
vascular causa vasoconstricdo e conseqlente aumento da resisténcia vascular
periférica, no cértex da adrenal aumenta secrecao de aldosterona, que por sua vez,
atua em receptores para mineralocorticoides no tubulo distal incrementando a
retencdo de soédio e reabsorcdo de agua (WEIR et al., 1999). A ANG Il também
promove aumento da atividade simpatica, por reduzir recaptacdo de noradrenalina
(NA) nas terminacfes simpaticas, causando vasoconstricdo, aumento do débito
cardiaco e também induz a liberacdo de renina (SCHIFFRIN et al., 2002;
SILVERSTEIN et al., 2004)

Véarios estudos também sugerem a importante participacdo do SCC, na
homeostase do SCV e conseqientemente no controle da pressao arterial (DUKA et
al., 2001). As cininas exercem seus efeitos biol6gicos pela ativacdo de seus
receptores, RB1 e RB2, que diferem entre si em diversos aspectos, dentre eles suas
expressdes. O RB2 é expresso constitutivamente na maioria das células enquanto o
RB1 € pouco expresso ou ausente em situagdes fisiologicas (BHOOLA et al., 1992;
FERNANDES et al., 2006).

Neste trabalho observamos pela primeira vez que a infusdo de ANG Il por 28
dias causa aumento da expressdo de RNAmM de RB1 em arteriolas mesentéricas
envolvidas com o controle da pressédo arterial e também na aorta. A expresséo de
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RNAmM de RB1 foi comparada entre esses leitos vasculares, observamos que a aorta
apresentou maior expressdo de RNAm em relagcdo a expressdo nas arteriolas,
sugerindo que esta modulacdo causada pela ANG Il pode acontecer de forma tecido
dependente.

O efeito modulador da ANG Il sobre a expressdo de RB1, descrito no
presente trabalho, est4 de acordo com o descrito por kintsurashvili et al., que, em,
demonstraram que a infusdo de ANG Il causa aumento de RNAmM RB1 e RB2 em
cultura de células de musculo lisa de aorta toracica de ratos. Este efeito modulador
da ANG Il sobre a expressao de RB1 foi reproduzido in vivo em nosso laboratorio,
onde demonstramos que diferentes modelos de hipertensdo dependentes de ANG I
apresentam aumento da expressdo de RB1 no sistema cardiovascular
(FERNANDES et al., 2006; CERAVOLO et al., 2007)

Diversos mecanismos véem sendo propostos para explicar o efeito modulador
da ANG Il sobre a expressdo de RB1. Foi demonstrado que esta modulacao é
dependente de receptor AT1 de ANG Il (KINTSURASHVIL et al., 2001;
FERNANDES et al., 2006), da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
da ativacao do NF-kB (CERAVOLO et al., 2007). Além disso, a ANG Il em cultura de
células de musculo liso de aorta de ratos, induz indiretamente a expressao de RB1
por liberar endotelina a qual via receptor ET A ativa a via PI3 K, induz a geracdo de
EROs e NFKB (MARIELLE MORAND-CONTANT et al., 2010).

Os primeiros trabalhos que descreveram a presenca funcional de RB1 foram
realizados em estudos farmacologicos com orgaos isolados. Foi demonstrado que
ileo de cobaia respondem a des-Arg-bradicinina,agonista de RB1, somente apds a
incubacao dessa preparacdo com solucao fisiolégica por quatro horas ,sugerindo
assim a sintese protéica desse receptor caracterizando sua natureza induzivel. De
fato, no presente trabalho observamos que além do aumento da expressao de
RNAm, a infusao de ANG Il causou aumento da expressao protéica do RB1 na
aorta. Por outro lado, em arteriolas mesentéricas apesar do aumento da expressao
do RNAm para RB1 nao foi possivel detectar expressado protéica nestes vasos. A
nao deteccdo da expressao protéica de RB1 poderia estar relacionada a varios
fatores tais como: baixa sensibilidade da técnica de imunohistoquimica, a né&o
traducdo do RNAmM em proteina, a rapida agdo de proteases sobre a proteina recém

sintetizada como também é verificado em outros tecidos e receptores
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Para caracterizarmos o papel funcional do RB1 expresso no tecido vascular,
avaliamos a reatividade da aorta e de arteriolas mesentéricas ao DABK, agonista de
RB1, nos diferentes grupos experimentais.

Em anéis de aorta de ratos ANG Il, o agonista de RB1 causou vasodilatacdo
dependente de endotélio e da geracdo de NO. Estes resultados estdo em
concordancia com os observados em modelos de inflamacédo onde a DABK causa
vasodilatacado dependente do endotélio na circulacdo coronaria de rato (MCLEAN et
al., 1999), boi (DRUMMOND, 1995) e porco (PRUNEAU et al., 1996), em arteriolas
mesentéricas e artéria carétida de coelho (PRUNEAU et al.,1993).

Apesar da vasodilatacao promovida pelo DABK na aorta, este agonista de
RB1 ndo promoveu alteragcdo na reatividade de arteriolas mesentéricas tanto in vivo
quanto in vitro. Esta auséncia de efeito pode estar relacionada com a baixa
expressdo protéica de RB1 encontrada nas arteriolas mesentéricas dos ratos ANG
Il. Esse resultado poderia até justificar a ndo observancia de efeitos do antagonista
de RB1 no desenvolvimento da hipertenséo por infusdo de angiotensina Il observado
nesse trabalho.

Esses resultados estdo de acordo com os demonstrados em camundongos
por Emanueli et al. (1999) e Pesquero et al. (2000), onde a delecdo génica de
receptores B1 ndo alterou os niveis pressoricos.

Entretanto alguns outros estudos sugerem que este receptor de cininas
participe no controle central da pressdo arterial de ratos SHR (ALVAREZ et al.,
1992) e que sua expressao no hipocampo seria responsavel pela manutencao dos
niveis pressoéricos elevados nesses animais (QUADRI et al.,, 2002). Em nosso
laboratorio Fernandes et al. (2006) demonstrou que em SHR o0 RB1 ndo era
expresso perifericamente em tecidos envolvidos com controle da pressao arterial,
como rim e microcirculacdo mesentérica, sugerindo que perifericamente o RB1
parece ndo estar envolvido no controle da presséo arterial (trabalho néo publicado).

E importante ressaltar que a participacdo efetiva do RB1 na pressio arterial
ainda é assunto controverso. Foi demonstrado que em camundongo knockout para
receptores B2, onde houve aumento da expressdo de receptores B1 no sistema
cardiovascular que sua ativagdo elevaria os niveis pressoricos (DUKA et al., 2001).
Além disso, quando os RB1 sao induzidos por estimulos inflamatérios, como LPS, e
ativados por seu agonista, os receptores B1 causam hipotensdo em coelho (REGOLI

et al., 1981), porco (SIEBECK et al., 1989) e cachorro (NAKHOSTINE et al., 1993).
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Injuria vascular e disfuncdo endotelial sdo considerados eventos criticos para
o desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Verificamos em nossos estudos que as aortas dos ratos que receberam
infusdo de ANG Il e ANG Il + DAL apresentaram reducao da resposta a acetilcolina,
agente vasodilatador dependente de endotélio demonstrando, portanto, disfungéo
endotelial nesse vaso.

A alteracdo da producdo de NO, bem como a diminuicdo de sua
biodisponibilidade, o que interfere diretamente na funcao endotelial, pode ocorrer por
varios mecanismos tais como deficiéncia do substrato L-arginina, aumento de
espécies reativas de oxigénio (EROs) como por exemplo o anion superoxido e
reducado da atividade/expressdo da eNOS (LI, 2004).

De fato observamos que a ANG Il promoveu reducéo na expressdo de RNAm
da enzima eNOS, o que pode interferir na producéo de NO no endotélio da aorta e
consequentemente reduzir a vasodilatacao promovida pela acetilcolina. Além disso,
0 antagonismo de RB1 restaurou a expressdo do RNAm da eNOS em aorta de ratos
ANG Il e também aumentou a sensibilidade a acetilcolina, sugerindo que RB1 pode
modular a expresséo de enzimas envolvidas com a producao de NO.

Em resumo demonstramos que:

% Ainfusdo de ANG Il induziu hipertensao arterial em ratos Wistar
% A infusdo de ANG Il induziu a expressdo de RNAmM de RB1 de cininas
em aorta e arteriolas mesentéricas, porém a expressao protéica desse

mesmo receptor foi detectada somente em aortas.

X/

% Em anéis de aorta isolada de ratos de ratos ANG Il, o agonista de RB1
causou vasodilatacdo dependente de endotélio e da geracdo de NO,
porém esse agonista ndo promoveu alteracdo na reatividade de
arteriolas mesentéricas tanto in vivo quanto in vitro.

% N&o houve diferengca no desenvolvimento da hipertensao arterial de
ratos do grupo ANG Il + DAL quando comparado com ratos do grupo
ANG Il

% Em anéis de aorta isolados de ratos ANG Il e ANG Il + DAL a RMAX a

ACH foi menor quando comparados com aqueles dos ratos Controle,

porém a pD2 foi maior no grupo ANG Il + DAL.

K/
°e

Em anéis de aorta isolados de ratos do grupo ANG Il + DAL a

expressdo de RNAm da eNOS foi maior que a encontrada em ratos do
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grupo ANG Il e também foi restaurada para nivel similar daquele
encontrado nos ratos do grupo Controle.
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7 CONCLUSOES

Nossos resultados nos permitem sugerir que a ANG Il modula a expresséo
de RNAmM de RB1 na aorta de ratos e que este receptor de cininas pode contribuir de
maneira sinérgica para alguns dos efeitos vasculares da ANG I, tal como disfungéo

endotelial, entretanto ndo estaria participando no desenvolvimento da hipertensao

arterial.
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Figura 17. Esquema representativo da interacdo de ANG Il e receptor B1 de cininas:
provavel mecanismo de acao. (ANG Il) angiotensina Il, (AT1) receptor de
andiotensina 1l, (NAD(P)H oxidase) nicotine adenine dinucleotide
phosphate na forma reduzida, (DABK) agonista RB1, (DAL) antagonista
RB1, (NO) o6xido nitrico, (NF-kB) fator de transcricdo nuclear,(eNOS)
oxido nitrico sintase endotelial,(0? anion superdxido,(OONO)
peroxinitrito, (H,O,) peréxido de hidrogénio, (H4B) cofator
tetrahidrobiopterin
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