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RESUMO

GUETHE, L. M. Papel da Angiotensina X e do seu analogo sintético RI-58 na mediacao
da nocicepgdo modulada pela substéncia cinzenta periaquedutal de rato. 2009. 84 p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto, Universidade de
Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2009.

O sistema renina-angiotensina (SRA) encefélico participa da regulacdo cardiovascular, do
equilibrio hidro-eletrolitico corporal e da plasticidade neural. Evidéncias indicam a
participagdo do SRA encefélico na nocicepgdo. O substrato da renina, a angiotensina (Ang) I,
Ang II e Ang III exibem efeito antinociceptivo quando microinjetados na regido ventrolateral
(vl) da substancia cinzenta periaquedutal (SCP) de rato. Ang II e Ang III podem desencadear
efeito antinociceptivo mediado por receptores de angiotensina AT, e AT,. O efeito
antinociceptivo da Ang III na SCPvl de rato parece predominar sobre o da Ang II, e a Ang III
endogena parece modular o controle nociceptivo mediado pela SCP. Entretanto, o efeito
antinociceptivo da Ang X, que foi dada como inativa considerando fungdes classicas das
angiotensinas, ainda nao foi estudado. Assim, o objetivo deste trabalho foi examinar o efeito
antinociceptivo da Ang X e do seu andlogo sintético RI-58, usando o teste de retirada da
cauda com antagonistas de receptores e inibidores da sintase neuronal do 6xido nitrico
(nNOS) e da guanilil ciclase soltivel (sGC). A microinje¢cdo da Ang X e do RI-58 na SCPvl
desencadeou efeito antinociceptivo relacionado a dose e especifico para esta regido. O efeito
antinociceptivo da Ang X e do RI-58 foi bloqueado pela microinjecdo prévia de saralasina,
antagonista nao-seletivo de receptores de angiotensina, sugerindo que este efeito foi mediado
por receptor de angiotensina. Os efeitos da Ang X e do RI-58 ndo foram bloqueados por
losartan, CGP 42,112A, divalinal-Ang IV e A-779, que s3o antagonistas seletivos dos
receptores de angiotensina tipos 1, 2 e 4, e do receptor acoplado a proteina G Mas,
respectivamente, indicando que a acdo da Ang X e do RI-58 ndo ocorre pelos receptores de
angiotensina identificados até o momento. O efeito antinociceptivo da Ang X foi inibido pelo
N°-propil-L-Arg (NPLA) e pelo 1H-[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-a]-quinoxalin-1-ona (ODQ),
inibidores da nNOS e da sGC, respectivamente, sugerindo que o efeito deste peptideo
depende de uma via nNOS-sGC ativa na SCPvl. O efeito antinociceptivo do RI-58 parece
depender da nNOS, uma vez que foi inibido pelo NPLA. Naloxona, antagonista ndo-seletivo
de receptores opiodides, bloqueou o efeito antinociceptivo da Ang X, mas ndo o do RI-58,
sugerindo que apenas o efeito antinociceptivo da Ang X na SCPvl depende da atividade de
receptores opidides. Em conclusdo, a microinjecdo de Ang X e RI-58 na SCPvl desencadeia
efeito antinociceptivo relacionado a dose, especifico para esta regido e mediado por receptor
de angiotensina ainda nao identificado. O efeito antinociceptivo da Ang X na SCPvl parece
depender de uma via nNOS-sGC ativa e da atividade de receptores opiodides. O efeito
antinociceptivo do RI-58 na SCPvl parece depender da atividade de nNOS, mas ndo da
atividade de receptores opiodides.

Palavras-chave: angiotensina X; RI-58; receptores de angiotensina; nNOS; sGC; receptores
opioides; antinocicepcao; substancia cinzenta periaquedutal.



ABSTRACT

GUETHE, L. M. Role of Ang X and compound RI-58, a synthetic analogue of Ang X, in
the mediation of nociception modulated by the rat periaqueductal gray matter. 2009. 84
p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

The brain renin-angiotensin system (RAS) participates in cardiovascular and body fluid
homeostasis and neural plasticity. Growing evidence indicates the participation of RAS in
nociception. Renin substrate, angiotensin (Ang) I, Ang II, and Ang III exhibit antinociceptive
effect upon injection into the rat ventrolateral (vl) periaqueductal gray matter (PAG). Ang II
and Ang III can elicit receptor-mediated antinociception. The antinociceptive effect of Ang I1I
in the VIPAG appears to predominate over that of Ang II, and endogenous Ang III appears to
modulate the nociceptive control mediated by the PAG. However, the antinociceptive effect
of Ang X, which was considered inactive regarding classical Ang functions, was not yet
studied. Therefore, the aim of this work was to examine the antinociceptive effect of Ang X
and compound RI-58, using the tail flick test with receptor antagonists, neuronal nitric oxide
synthase (nNOS) and soluble guanylyl cyclase (sGC) inhibitors. Ang X and RI-58 showed
dose-related and region-specific effects when microinjected into the VIPAG. The
antinociceptive effect of Ang X and RI-58 were blocked by saralasin, a non-selective Ang
receptor antagonist, suggesting that both Ang X and RI-58 acted via Ang-receptor. The effects
of Ang X and RI-58 were not blocked by losartan, CGP 42,112A, divalinal-Ang IV and A-
779, which are selective antagonists of Ang receptors types I, II and IV, and of the G protein-
coupled receptor Mas, respectively, suggesting that Ang X and RI-58 did not acted via known
Ang receptors. Ang X antinociceptive effect was inhibited by N”-propyl-L-Arg (NPLA) and
1H-[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-a]-quinoxalin-1-one (ODQ), selective inhibitors of nNOS and
sGC, respectively, suggesting that the antinociceptive effect of Ang X requires a functioning
nNOS-sGC pathway in VIPAG. RI-58 antinociceptive effect appears to depend of nNOS,
since it was inhibited by NPLA. Naloxone, a non-selective opioid receptor antagonist,
blocked the Ang X antinociceptive effect, but not that of RI-58, suggesting that Ang X
antinociceptive effect in VIPAG depends on the activity of opioid receptors. In conclusion,
Ang X and RI-58 elicit a dose-related, region-specific and Ang-receptor mediated
antinociceptive effect in the vIPAG that do not appear to be mediated by known Ang
receptors. Ang X antinociceptive effect in vIPAG requires an operating nNOS-sGC pathway
and depends on the activity of opioid receptors. RI-58 antinociceptive effect depends on
nNOS activity, but not on the activity of opioid receptors.

Key words: angiotensin X; RI-58; angiotensin receptors; nNOS; sGC; opioid receptors;
antinociception; periaqueductal gray matter.






A descoberta do sistema renina-angiotensina (SRA) teve inicio quando Tiegerstedt e
Bergman' (1898 apud WRIGHT; YAMAMOTO; HARDING, 2008) observaram que extratos
salinos de rim injetados em coelhos aumentaram moderadamente a pressao sanguinea e que o
principio causador deste efeito estava presente no cortex, mas nao na medula renal. Estes
autores concluiram que a substancia pressora era uma proteina, a qual deram o nome de
renina. Aproximadamente 40 anos depois, este achado levou ao isolamento de um agente
vasoconstritor em rins isquémicos de cdes hipertensos tipo Goldblatt (BRAUN-MENENDEZ
et al., 1940). Outro grupo de pesquisadores isolou 0 mesmo agente apds injetar renina em
animais intactos e identificou um “ativador da renina” (PAGE; HELMER, 1940), mais tarde
identificado como angiotensinogénio. O verdadeiro agente vasoconstritor era um
octapeptideo, chamado inicialmente de ‘“angiotonina” (PAGE; HELMER, 1940) e
“hipertensina” (BRAUN-MENENDEZ et al., 1940) e posteriormente denominado
angiotensina (Ang) II.

O SRA cléassico é um sistema enddcrino envolvido na regulacdao da pressao sanguinea
sistétmica e no equilibrio hidroeletrolitico corporal (PEACH, 1977). A glicoproteina
angiotensinogénio ¢ liberada pelo figado na circulacdo e clivada pela aspartil-protease renina
(EC 3.4.23.15), que ¢ secretada pelo aparelho justaglomerular renal formando o decapeptideo
Ang I. A Ang I ¢ entdo convertida no octapeptideo Ang II pela enzima conversora de
angiotensina 1 (ECA, EC 3.4.15.1), uma dipeptidil carboxipeptidase expressa
predominantemente e em altas concentracdes na superficie luminal das células endoteliais da
circulagdo pulmonar. A Ang II tem sido considerada o principal peptideo efetor do SRA
classico e age, por exemplo, induzindo vasoconstricio por interagir com receptores de

angiotensina tipo 1 (AT;) nas células do musculo liso vascular ou estimulando a liberagdo de

! Tiegerstedt, R. and Bergman, P.G. Niere und kreislauf. Skand. Arch. Physiol., 8, 223-231, 1898.



aldosterona pelo cortex supra-renal. A figura 1 resume a organizacao e as fungdes do SRA

classico.
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-Tyr-Ser... AGT
RENINA
v
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu Ang|
ECA
A J
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe Angli
L 4
Receptor AT,
v
VASOS SUPRA-RENAL ENCEFALO RIM CORAGAO
constriccao liberagao de sede, apetite por sal retengdo de sédio, inotropia, cronotropia,
fibrose aldosterona ativacao simpatica fibrose hipertrofia, fibrose
liberagao de vasopressina

Figura 1 - Sistema renina-angiotensina classico. AGT, angiotensinogénio; Ang, angiotensina;

ECA, enzima conversora de angiotensina I. (Segundo Bader e Ganten, 2008)

Nas ultimas décadas, tem se tornado cada vez mais evidente que, em adicdo ao SRA
classico, existe um SRA presente em varios tecidos e 6rgaos. De fato, todos os componentes
do SRA ocorrem, por exemplo, nas gonadas, placenta, pancreas, tecido adiposo, coragdo e
hipofise (von BOHLEN und HALBACH, 2005). Além disso, produg¢do intracelular de Ang II
tem sido observada em células musculares miocardicas (SINGH et al.,, 2007) e em
fibroblastos cardiacos (SINGH; BAKER; KUMAR, 2008). Assim, atualmente reconheceu-se
que o SRA age como sistema enddcrino, paracrino, autdcrino € intracrino.

O conceito de SRA encefilico desenvolveu-se a partir das evidéncias da sintese de

Ang II no encéfalo (GANTEN et al., 1971), da evocacdo de resposta pressora mediada



centralmente pela inje¢do intra-cérebro-ventricular (i.c.v.) de Ang II (BICKERTON;
BUCKLEY, 1961) e do efeito hipotensor da administra¢do central do antagonista ndo-seletivo
de receptores de angiotensina, saralasina (PHILLIPS et al., 1977). A Ang II circulante ndo
atinge a maioria dos receptores angiotensinérgicos encefalicos devido a barreira hemato-
encefalica, que ela ndo cruza apreciavelmente. Assim, € improvavel que a Ang II encefélica se
origine do SRA periférico (HARDING et al., 1988; PRINTZ, 1988). De fato, as
concentragdes de Ang II no encéfalo variam de 590 fmol/g de hipotalamo a 15 fmol/grama de
cortex cerebral (média 50 fmol/g de tecido nervoso), ao passo que a concentragao plasmatica
de Ang II é 17 fmol/ml (HERMANN et al., 1984). Mostrou-se entdo a ocorréncia de SRA
encefalico completo e claramente separado daquele periférico (GANTEN; SPECK, 1978;
GANTEN et al., 1984; MOFFETT; BUMPUS; HUSAIN, 1987).

Todos os componentes do SRA, incluindo precursores e enzimas requeridas para a
forma¢ao e degradacdo de angiotensinas, assim como receptores de angiotensina, tém sido
identificados no encéfalo (ZINI et al., 1996). Como no SRA periférico, as angiotensinas
encefalicas sdo sintetizadas por clivagem enzimatica sequencial do angiotensinogénio.
Portanto, o requerimento minimo para a sintese de todas as angiotensinas ¢ a sintese de
angiotensinogénio. A principal fonte deste precursor no encéfalo sdo os astrocitos, entretanto,
também pode ser sintetizado em menor magnitude por neuronios (McKINLEY et al., 2003).
A Ang II ¢é clivada pela aminopeptidase acida (APA, EC 3.4.11.7) formando o heptapeptideo
Ang III que ¢, entdo, convertido em Ang IV pela acdo da aminopeptidase neutra (APN, EC
3.4.11.2) e/ou aminopeptidase B (APB, EC 3.4.11.6).

Outro peptideo participante do SRA encefalico ¢ a Ang (1-7). Esta ¢ sintetizada pela
clivagem da ligagdo Pro’-Phe® da Ang II pela prolil endopeptidase (MARTINS et al; 1980;
GREENE et al., 1982) ou carboxipeptidase P (EC 3.4.17.16) (HEDEAGER-SORENSEN;

KENNY, 1985). A ECA-2 (VICKERS et al., 2002), uma carboxipeptidase recentemente



descoberta ¢ responsavel pela sintese da Ang (1-7) também a partir da Ang II. Outra via de
formagao da Ang (1-7) ¢ a partir da Ang I, pela a¢do de algumas endopeptidases (EPs) como
prolil endopeptidase (MARTINS et al; 1980; GREENE et al., 1982), EP 24.11 (NEP)
(KERR; KENNY, 1974a,b; ALMENOFF; ORLOWSKI, 1983), EP 24.15 (thimet
oligopeptidase, TOP) (ORLOWSKI; MICHAUD; CHU, 1983; CHU; ORLOWSKI, 1985) e
EP 24.16 (neurolisina) (CHECLER; VINCENT; KITABGI, 1983; DAHMS; MENTLEIN,
1992; RIOLI et al., 1998).

Existe também uma via alternativa de sintese de Ang III na aorta (SIM, 1993) e no
hipotalamo (SIM; CHOO; QIU, 1994; SIM; QIU, 1994) independente da formacgao inicial de
Ang II. Nesta via, a Ang [ ¢ hidrolisada pela aspartil-aminopeptidase (WILK; WILK;
MAGNUSSON, 1998) em [des-Asp']-Ang I que ¢ convertida em Ang III pela ECA. Na
regido ventrolateral (vl) da substancia cinzenta periaquedutal (SCP), a hidréslise da Ang [ em
[des-Asp']-Ang I nesta via alternativa ¢ realizada pela APA (PELEGRINI-DA-SILVA et al.,
2009, submetido PAIN).

Além da renina e da ECA, outras enzimas podem produzir Ang II a partir do
angiotensinogénio ou da Ang I. Dentre estas enzimas estdo: tonina, catepsina G, ativador do
plasminogénio tecidual (tPA) e quimase, todas presentes no encéfalo (BALTATU; BADER,
2003). A catepsina D ¢ vista como a provavel responsavel pela sintese de Ang I no sistema
nervoso central (SNC) (McKINLEY et al.,, 2003; KRAMKOWSKI; MOGIELNICKI;
BUCZKO, 2006).

A figura 2 sumariza as principais vias de formagao das angiotensinas.
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Figura 2 - Sistema renina-angiotensina atual. AGT, angiotensinogénio; Ang, angiotensina; ECA,
enzima conversora de angiotensina I; ECA-2, enzima conversora de angiotensina 2; APA,
aminopeptidase A; Asp-AP, aspartil-aminopeptidase; APN, aminopeptidase N; IRAP, aminopeptidase
regulada por insulina; Mas, receptor acoplado a proteina G Mas; NEP, endopeptidase neutra; P-CP,
prolil-carboxipeptidase; PE, prolil-endopeptidase. (segundo Wright, Yamamoto e Harding, 2008,

modificado)

Ang IT e Ang III realizam suas ac¢des pela interagao com dois subtipos de receptores de
angiotensina, AT, ¢ AT, (TIMMERMANS et al., 1993; HAUSER; JOHREN; SAAVEDRA,
1998; DE GASPARO et al., 2000). Fungdes fisiologicas classicas do SRA geralmente sao
atribuidas ao receptor AT, incluindo o balango hidroelotrolitico corporal, manutengdo da
pressao sanguinea, controle da liberagdo de vasopressina, ciclicidade de hormonios
reprodutivos € comportamentos sexuais e controle da secre¢cdo de hormodnios pituitarios
(WRIGHT; YAMAMOTO; HARDING, 2008). Ja o receptor AT, tem sido implicado no

controle do fluxo sanguineo, apoptose, regeneragdo neuronal apds lesdo e inibicdo de



crescimento patologico (WRIGHT; HARDING, 1997; von BOHLEN und HALBACH;
ALBRECHT, 2006). Estes receptores também estdo envolvidos na liberagao de vasopressina
pela neuro-hipdfise apoés injecdo de Ang II ou Ang III nos nucleos supra-Optico ou
paraventricular (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). Antagonistas seletivos existem para
estes dois receptores, o losartan ¢ seletivo para AT; (TIMMERMANS et al., 1993) enquanto
que o CGP42,112A ¢ seletivo para AT, (HAUSER; JOHREN; SAAVEDRA, 1998).

A Ang IV se liga a outro subtipo de receptor de angiotensina presente no encéfalo, o
AT, (SWANSON et al., 1992), a julgar pelo antagonismo de seus efeitos pelo divalinal-Ang
IV, um antagonista seletivo para este receptor (KREBS et al., 1996). Através do receptor AT,
a Ang IV pode mediar respostas como aquisi¢do e retencdo de memoria, aprendizado,
comportamento locomotor exploratério, regulagdo do fluxo sanguineo e desenvolvimento
neuronal (WRIGHT et al.,, 1995; WRIGHT; HARDING, 1997; von BOHLEN und
HALBACH, 2003; von BOHLEN und HALBACH; ALBRECHT, 2006). A Ang IV também
se liga aos receptores AT, e AT, em concentragcdes micromolares (WRIGHT; HARDING,
1997; McKINLEY et al., 2003).

A Ang (1-7) exerce efeito anti-hipertensor por estimular a sintese e a liberagdo de
prostaglandinas vasodilatadoras e o6xido nitrico (NO) e por potencializar os efeitos
hipotensores da bradicinina (SANTOS; CAMPAGNOLE-SANTOS; ANDRADE, 2000;
SANTOS; FERREIRA; SIMOES E SILVA, 2008). Estas acdes podem ser mediadas por um
receptor especifico, o receptor acoplado a proteina G Mas (SANTOS et al., 2003) ¢
antagonizadas pelo composto A-779 {[D-Ala’]-Ang (1-7)} (SANTOS et al., 1994)

Além das fun¢des mencionadas anteriormente, hd evidéncias da participacdo do SRA
encefalico na modulagdo da nocicepgao. O primeiro trabalho da literatura que relacionou SRA
encefalico e nocicepgao foi o de Haulica et al. (1986), que demonstrou que a imobilizagdo por

estresse em ratos aumenta os niveis de renina no hipotdlamo. A analgesia resultante foi



antagonizada pela administragdo prévia de saralasina ou naloxona, antagonista nao-seletivo de
receptores opioides, sugerindo participagdo do SRA na analgesia por estresse, € 0O
envolvimento de peptideos opidides no seu mecanismo de agdo. Da mesma forma,
Raghavendra, Chopra e Kulkarni (1999) mostraram que a administragdo de Ang II no
ventriculo lateral de ratos aumenta a laténcia das respostas destes animais no teste de retirada
da cauda. Este aumento foi revertido pela administracdo prévia de losartan ou naloxona,
sugerindo que a analgesia induzida pela Ang II ¢ mediada por mecanismos opioidérgicos,
possivelmente pela liberagdo de opidides endogenos através da ativagdo de receptores AT;. A
injecdo i.c.v. de Ang II exerce efeito antinociceptivo dose-dependente no teste de contorgao
abdominal induzida por acido acético em camundongos. Tanto saralasina como sarmesin,
antagonista ndo-seletivo dos receptores de angiotensina, antagonizam o efeito antinociceptivo
da Ang II, sendo mais pronunciada a agdo do ultimo antagonista (GEORGIEVA;
GEORGIEV, 1999).

Shimamura, Kawamuki e Hazato (1987) utilizaram o teste da placa quente e obtiveram
efeito analgésico com a administracdo i.c.v. de Ang IIl em camundongos. A microinje¢ao da
Ang III no nucleo reticular gigantocelular de ratos aumenta a laténcia para a retirada da cauda
em resposta a estimulo nocivo térmico (YIEN et al., 1993) e a aplicagdo iontoforética de Ang
IIT diminue a sensibilidade de neurdnios do nucleo reticular gigantocelular a estimulo nocivo
periférico (CHAN et al., 1994).

Portanto, a maioria dos experimentos realizados para avaliar o efeito antinociceptivo
de angiotensinas utilizou inje¢do i.c.v., exceto pelos trabalhos de Yien et al. (1993) e Chan et
al. (1994) que utilizaram microinjegdo intracerebral. A injegdo i.c.v., além de ndo permitir
localizar a(s) regido(s) responsavel pelo efeito antinociceptivo, pode impedir sua deteccao.

Reynolds (1969) mostrou a importancia de sistemas descendentes no controle da dor,

ao observar que a estimulacdo elétrica da substincia cinzenta periaquedutal (SCP)



mesencefalica causava forte antinocicepgao em ratos, o que lhe permitiu realizar uma cirurgia
abdominal na auséncia de qualquer anestesia. A reatividade reduzida dos animais foi
interpretada como especifica para estimulos nociceptivos (antinocicep¢ao), uma vez que estes
animais continuavam a responder aos estimulos ambientais, mas ndo aos estimulos pro-
nociceptivos.

A regido ventrolateral (vl) da SCP ¢ uma das regides mais sensiveis em desencadear
antinocicep¢do por estimulagdo quimica ou elétrica (BESSON; CHAOUCH, 1987) e
estimulagdo elétrica desta subdivisdo da SCP deprime a resposta de neurdénios da medula
espinhal a estimulagdo nociva (SANDHKULER et al., 1996). Além disso, estimulagdo
periférica nociva persistente aumenta a atividade elétrica da SCP (MONHEMIUS et al., 2001)
e a expressao de c-fos em neurdnios da SCP ventral (WANG; NAKALI, 1994).

Em vérias regides da SCP, a analgesia ¢ acompanhada de rea¢des comportamentais
adicionais, sugerindo que o efeito analgésico observado associado a comportamento aversivo
significativo poderia ser devido ao estresse (BESSON; FARDIN; OLIVERAS, 1991).
Entretanto, Fardin, Olivéras e Besson (1984) relataram a existéncia de “efeitos analgésicos
puros” que poderiam ser evocados pela estimulagdo elétrica de duas areas restritas localizadas
na regido ventral da SCP: a parte dorsomedial do nucleo dorsal da rafe e a parte ventrolateral
da SCP. Nas demais areas da SCP, a analgesia produzida por estimulagdo foi geralmente
acompanhada por fortes reagdes aversivas ¢ motoras. Além de respostas antinociceptivas,
respostas defensivas como freezing podem ser obtidas pela estimula¢do elétrica da SCPvl
(FANSELOW, 1991; MORGAN; CARRIVE, 2001; VIANNA et al., 2001; FAROOK et
al.,2004). Os substratos neurais que medeiam a antinocicepgdo fazem parte de uma resposta
comportamental integrada (MORGAN; WHITNEY, 2000). Supde-se que a antinocicepgao
participe da reacdo de defesa especifica do animal a situagdes ameagadoras, pois permite que

o animal se engaje em comportamentos defensivos apesar da dor de uma lesdo que ele possa



ter recebido (DE LUCA-VINHAS; MACEDO; BRANDAO, 2006). Assim, a correlagio entre
aversao ¢ antinocicepgao observada em diversos sitios cerebrais, entre eles a SCP (PRADO;
ROBERTS, 1985), pode ter importante papel na elaboragdo do comportamento do organismo
diante de um estimulo ameacador. Uma vez que estes dois efeitos da estimulagdo elétrica da
SCP podem ser farmacologicamente dissociados (MORGAN; DEPAULIS; LIEBESKIND,
1987; DE LUCA-VINHAS; MACEDO; BRANDAO, 2006), poderiam depender de substratos
neurais paralelos em alguns sitios e isolados em outros (PRADO; ROBERTS, 1985).

Os  neurotransmissores/neuromoduladores  envolvidos na  modulagdo  do
processamento nociceptivo realizada pela SCP incluem monoaminas, glutamato, aspartato,
acido gama aminobutirico (GABA), neurotensina, substancia P, encefalinas e NO (BEITZ,
1995; BEHBEHANI, 1995). Fibras angiotensinérgicas (LIND; SWANSON; GANTEN, 1985;
LIND; GANTEN, 1990) e receptores angiotensinérgicos (WRIGHT et al., 1997;
PELEGRINI-DA-SILVA; MARTINS; PRADO, 2005) foram identificadas na SCP, inclusive
na regido ventrolateral.

Assim, diante de todas estas evidéncias, a SCP foi eleita como regido alvo para
realizar screening da atividade antinociceptiva das angiotensinas.

Resultados anteriores de nosso grupo mostraram que a microinjecdo do
tetradecapeptideo substrato da renina, Ang I, Ang II ¢ Ang III na SCPvl, na regido ventral da
SCP e no nucleo dorsal da rafe de ratos produziu efeito antinociceptivo detectado pelo teste de
retirada da cauda. Além disso, o efeito antinociceptivo da Ang Il na SCPvl foi bloqueado pela
saralasina, indicando ser mediado por receptor de angiotensina (PRADO; PELEGRINI-DA-
SILVA; MARTINS, 2003). Estes experimentos mostraram, pela primeira vez, que a
microinjecdo da Ang II na SCP desencadeou antinocicep¢do mediada por receptor de
angiotensina. A microinje¢do da Ang Il na SCPvl de rato desencadeou efeito antinociceptivo

dose-relacionado e mediado por receptores AT; e AT, em dois modelos de dor, o da retirada



da cauda e o da alodinia incisional (PELEGRINI-DA-SILVA; MARTINS; PRADO, 2005). A
microinjecdo prévia de losartan e CGP42,112A na SCPvl bloqueou o efeito antinociceptivo
da Ang II, sugerindo que este efeito ¢ mediado por AT; ¢ AT,. Em adicdo, o bloqueio dos
receptores AT; e AT, na SCPvl pela injecdo de losartan e CGP42,112A isoladamente
aumentou a alodinia incisional. Receptores AT, e AT, foram detectados por método
imunohistoquimico na SCPvl, estabelecendo correspondéncia anatdomica com os achados
farmacolégicos (PELEGRINI-DA-SILVA; MARTINS; PRADO, 2005). A microinje¢do da
Ang IIT na SCPvl desencadeou efeito antinociceptivo dose-relacionado que foi antagonizado
por baixas doses de losartan e CGP42,112A , indicando sua mediacdo por receptores AT; e
AT, (PELEGRINI-DA-SILVA et al., 2009, submetido PAIN). Além disso, a microinje¢do da
Ang III na SCPvl reduziu a alodinia incisional de maneira dose-dependente. A amastatina,
inibidor ndo-seletivo da APA (ABHOLD et al., 1987), bloqueou significativamente a
formagdo da Ang III pela SCPvl in vitro e completamente o efeito antinociceptivo da Ang III
in vivo, sugerindo que a conversdo de Ang Il em Ang III ¢ necessaria para desencadear
antinocicepgdo (PELEGRINI-DA-SILVA et al., 2009, submetido, PAIN).

Os fragmentos C-terminais da Ang II menores que a Ang III foram tradicionalmente
considerados desprovidos de atividade bioldgica. A descoberta de efeitos mediados pelo
receptor da Ang IV mudou este conceito (WRIGHT; HARDING, 2004). A Ang IV seria
entdo o peptideo-limite biologicamente ativo do RAS, uma vez que por serem muito
susceptiveis a degradacdo, os fragmentos de angiotensina menores que Ang IV seriam
biologicamente inativos. Experimentos realizados por nosso grupo mostraram, utilizando o
teste de retirada da cauda, que a Ang IV desencadeou efeito antinociceptivo relacionado a
dose quando microinjetada na SCPvl, efeito antagonizado pelo divalinal-Ang IV (ROSA et
al., 2009, manuscrito em preparagdo). O passo seguinte seria verificar se peptideos menores

que Ang IV apresentavam efeito antinociceptivo na SCPvl. Peptideos derivados da



angiotensina com cadeias constituidas por 2 a 6 residuos de aminoacidos foram
microinjetados na SCPvl de rato e tiveram seu efeito antinociceptivo avaliado pelo teste de
retirada da cauda. Dos varios peptideos derivados da angiotensina testados, o menor
fragmento que exibiu efeito antinociceptivo pela microinjecdo na SCPvl foi a Ang X, o
fragmento C-terminal Peptideo da Ang II.

Considerando a importancia do SRA encefalico na mediacdo da nocicep¢ao modulada
pela SCP e alguns dados da literatura que apontam peptideos derivados da angiotensina
menores que Ang IV como desprovidos de atividade biologica decidimos realizar um estudo
mais detalhado do efeito antinociceptivo do peptideo Ang X. Porém, sabe-se que a
degradagdo de peptideos injetados no SNC ¢ muito rapida, o que torna dificil a avaliagdo de
sua atividade. Assim, foi sintetizado por nosso grupo um analogo da Ang X, o peptideo RI-
58, aparentemente resistente a degradacao por peptidases presentes na SCP. O RI-58 também
foi estudado visando a compreensdo da sua atividade farmacolégica na mediagdo da

nocicep¢ao modulada pela SCP.






Em conjunto, nossos resultados e a presente discussao mostram que:

1.A microinjecdo da Ang X na SCPvl desencadeia efeito antinociceptivo significativo,

relacionado a dose e especifico para esta regiao;

2.0 efeito antinociceptivo da Ang X na SCPvl ¢ mediado por receptor de
angiotensina, uma vez que a saralasina foi capaz de bloquea-lo. Entretanto, os antagonistas
dos subtipos ATI1, AT2, AT4 e Mas do receptor de angiotensina, losartan, CGP42,112A,
divalinal-Ang IV e A-779, respectivamente, ndo bloquearam o efeito antinociceptivo
desencadeado pela Ang X, indicando que a acdo deste peptideo ndo ocorre pelos subtipos de

receptores de angiotensina descritos até o momento;

3.0 efeito antinociceptivo da Ang X na SCPvl depende de uma via nNOS-sGC ativa,

ja que o N”-propil-L-arginina e 0 ODQ foram capazes de inibi-lo;

4.0 efeito antinociceptivo da Ang X na SCPvl depende da atividade de receptores

opiodides, uma vez que a naloxona bloqueou este efeito;

5.A microinje¢dao do RI-58 na SCPvl desencadeia efeito antinociceptivo significativo,

relacionado a dose e especifico para esta regiao;

6.0 efeito antinociceptivo do RI-58 na SCPvl ¢ mediado por receptor de angiotensina,
uma vez que a saralasina foi capaz de bloqued-lo. Entretanto, os antagonistas dos subtipos
AT, AT,, AT4 e Mas do receptor de angiotensina, losartan, CGP42,112A, divalinal-Ang IV e
A-779, respectivamente, ndo bloquearam o efeito antinociceptivo desencadeado pelo RI-58,
indicando que a a¢do deste composto ndo ocorre pelos subtipos de receptores de angiotensina

descritos até o momento;

7.0 efeito antinociceptivo do RI-58 na SCPvl depende da atividade da nNOS, ja que o

N“-propil-L-arginina foi capaz de inibi-lo;

8.0 efeito antinociceptivo do RI-58 SCPvl ndo depende da ativagdo de receptores

opiodides, uma vez que a naloxona nao bloqueou este efeito.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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