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RESUMO

A hipertensao arterial sistémica (HAS) ¢ considerada um grande problema de saude publica
no mundo, e estd amplamente relacionada a significativas alteracdes morfologicas e
funcionais no aparelho cardiovascular.

O remodelamento vascular acelerado presente na hipertensao esta associado a ativa¢do de um
grupo de endopeptidases zinco-dependentes denominadas metaloproteinases, que apresentam
um papel importante na disfun¢do vascular de varias doencas cardiovasculares. Aumentos na
atividade destas enzimas podem levar a degradacdo excessiva das proteinas da matriz
extracelular (MEC), além de acentuar a migragao de células musculares lisas e mondcitos.
Um dos modelos mais semelhantes ao quadro de hipertensdao renovascular em humanos ¢ o
modelo de hipertensdo renovascular unilateral (2R-1C), que ¢ produzido pelo clampeamento
de uma das artérias renais e manutengdo do rim contra lateral intacto. O modelo experimental
2R-1C foi proposto para este estudo por apresentar concentracdes elevadas de EROs
associadas a um aumento da renina plasmatica e angiotensina II. Estas acdes associadas a um
aumento da pressdo intra-luminal, podem ser muito importantes para ativacdo das MMPs, o
que pode contribuir para as alteragdes vasculares observadas neste modelo de hipertensao.
Nifedipina, Nimodipina e Amlodipina sdo bloqueadores de canal de céalcio (CCB) da classe
das diidropiridinas usada no tratamento da hipertensdo. Além de reduzir a pressao arterial, ha
evidéncias de que estas diidropiridinas tenham agdes pleiotropicas que possam
significativamente contribuir para os beneficios que ela produz na terapia da hipertensdo. E
possivel que a Nifedipina, a Nimodipina ¢ a Amlodipina e outros CCBs com efeitos
antioxidantes reduzam a atividade/expressao/niveis das MMPs na hipertensao. Baseado nestas
informacdes, os objetivos do nosso trabalho foram primeiramente, verificar possiveis
aumentos de estresse oxidativo e de MMP-2 nos vasos de ratos no modelo de hipertensao
renovascular. Objetivamos ainda estudar os efeitos do tratamento com estas diidropiridinas
sobre as altera¢cdes mencionadas anteriormente.

Os resultados mostraram que o tratamento com as diidropiridinas reduziu a pressao arterial
sistolica nos ratos hipertensos , preveniu aumentos na espessura da camada média da aorta e
apresentou uma reducao significativa nos niveis plasmaticos de malondialdeido e na atividade

de MMP-2.



Estes resultados sugerem que 1) as MMPs podem contribuir para as alteracdes vasculares
observadas neste modelo experimental e 2) aumentos nas concentragdes de EROs podem
estar diretamente relacionados com esta atividade aumentada da MMP-2 e que 3) o tratamento
com diidropiridinas pode reverter a disfuncdo e o remodelamento vascular durante a

hipertensdo 2R-1C pela diminui¢do na atividade/niveis de MMP-2.

Palavras chave: Bloqueadores de Canal de Calcio, Hipertensdo, Diidropiridinas,

Metaloproteinases e Estresse Oxidativo



ABSTRACT

Hypertension is a major health problem associated with structural and functional
modifications of the vasculature. The vascular remodeling accelerated present in the
hypertension is associated with a group of endopeptidases zinc-dependents recognized as
metalloproteinases play an important role in vascular dysfunction and tissue remodeling in
many cardiovascular conditions. Increased MMPs activation promotes excessive degradation
of extracelular matrix components, vascular smooth muscle cell migration and proliferation,
and monocyte invasion, thus contributing to hypertensive structural alterations. One of the
models most similar to the renovascular hypertension in humans, it is the model of unilateral
renovascular hypertension (2K-1C), that is produced by the clamping of one renal arteries,
and maintenance of intact contralateral kidney.

Two-kidney, one clip (2K-1C) hypertension is an animal model of renovascular hypertension
associated with increased plasma renin activity and systemic/tissue angiotensin II levels, and
thereby enhanced oxidative stress. These alterations, combined with the increased transmural
pressure, are potent stimuli for the induction of MMPs expression and degrading activities,
and may drive the vascular remodeling found in this model.

Nifedipine, Nimodipine and Amlodipine are calcium channel blockers (CCBs) of the
dihydropyridines used for the treatment of hypertension. Beyond reducing the arterial
pressure, there are evidences that these dihydropyridines have pleiotropic actions can
significantly contribute for the benefits that they produce in the therapy of hypertension. It is
possible that Nifedipine, Nimodipine , Amlodipine and others CCBs with antioxidants effects
reduce the activity/expression/levels of the MMP-2 in hypertension. Basead on this
information, the aim of our work was first, to verify possibles increases of oxidative stress
and MMP-2 in the vessels of rats in the model of renovascular hypertension. We still
objectived to study the effects of the treatment with these dihydropyridines on the alterations
previously mentioned.

The results of this study showed that the treatment with dihydropyridines reduced the systolic
arterial pressure in hypertensive rats, prevented the increases in media thickness, and was
associated with lower media/lumem and cross sectional areas and presented a significant
reduction in the malondialdehyde levels and in the activity of MMP-2. These results suggest
that 1) MMPs play a role in 2K-1C hypertension and its structural and functional vascular



changes and 2) ROS enhance the activity of MMPs, especially MMP-2, and 3) the treatment
with dihydropyridines can attenuate the vascular dysfunction and remodeling during 2K-1C

hypertension by decreasing MMP-2 up regulation.

Keywords: Calcium Channel Blockers, Hypertension, Dihydropyridinas, Metalloproteinases

and Oxidative stress.
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1- INTRODUCAO

1.1 - Hipertensdo Arterial como um problema de saude publica

A hipertensdo ¢ uma doencga cardiovascular comum, afetando cerca de 50 milhdes de
pessoas nos EUA, e um nimero proporcional a esse no Brasil (V Diretrizes Brasileiras de
Hipertensdo Arterial - SBC/SBH/SBN, 2006).

A hipertensdo arterial sist€émica acomete cerca de 1 bilhdo de pessoas, sendo
responsavel por aproximadamente 7,1 milhdes de mortes por ano e ¢ considerada um grande
problema de satde publica no mundo(Chobanian et al., 2003a).

A pressdo arterial elevada provoca alteragdes nos vasos sanguineos e hipertrofia do
ventriculo esquerdo, bem como anormalidades no musculo liso vascular e endotélio
associadas ao comprometimento das fungdes dessas estruturas(Verdecchia e cols.,
1998).Entre estas disfungdes, podemos considerar o aumento da vasoconstri¢ao e redugdo da
vasodilata¢do, tanto dependente quanto independente do endotélio. A perda de equilibrio entre
o relaxamento e a contracdo ¢ frequentemente citada como uma das causas do aumento do
tonus vascular na hipertensdo (Cohuet e Struijker-Boudier, 2006 ).

A hipertensdo arterial pode ser causa ou também o resultado de complicacdes
cardiovasculares, como infarto e acidente vascular encefalico (AVE), bem como de outras
complicagdes, tais como insuficiéncia renal, diabetes, entre outros(Izzo e Black, 1998).

A hipertensado arterial envolve tanto componentes ambientais como hereditarios, sendo
classificada como uma doenga poligénica e multifatorial, relacionada a significativas
alteracdes morfologicas e funcionais no aparelho cardiovascular.Véarios fatores como o
estresse oxidativo(Escobales and Crespo, 2005; Lassegue and Griendling, 2004) e o aumento
da atividade de algumas enzimas, como as metaloproteinases (Galis and Khatri, 2002;
Raffetto and Khalil, 2008), podem estar relacionados a alteragdes cardiovasculares observadas
na hipertensao.

Para entender os mecanismos envolvidos nestas disfungdes, muitos estudos utilizam
modelos de hipertensdao(Doggrell & Brown, 1998; Hiyoshi e cols., 2005) desenvolvidos em

ratos, que exibem caracteristicas em comum com a hipertensdo em humanos.
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1.2 - Modelo animal de Hipertensao Arterial

O modelo de hipertensdo renal pela constricdo das artérias renais foi descrito pela
primeira vez por Goldblatt e cols. (1934) e tem semelhangas com a Hipertensdo Arterial,
especialmente com o quadro de hipertensdo renovascular. Ele é produzido pelo clampeamento
de uma das artérias renais, e pela manutencado do rim contralateral intacto. A reducao da
perfusdo arterial para um dos rins clampeado leva a um aumento da producdo e atividade da
renina plasmdtica, que por sua vez, aumenta as concentracdes de angiotensina II
circulante(Ang II), promovendo vasoconstri¢do acentuada, retengdo de sodio e 4gua mediados
pela aldosterona, dentre outros fatores, com conseqiiente aumento da pressdo arterial(PA).
Esta ¢ considerada a primeira fase deste modelo de hipertensdo renovascular, que geralmente
ocorre entre a 1* e 5* semana depois de colocado o clipe renal. A segunda fase deste
modelo(5* a 8 semanas) ¢ representada por elevadas concentragdes de Angiotensina II e
diminui¢do progressiva de renina, mantendo ainda a PA elevada. E na terceira fase
(considerada fase cronica, > 9 semanas) os animais apresentam reducdo tanto das
concentragdes de renina como também da Angiotensina II circulante, embora a pressao
continue elevada, o que desencadeia um progressivo dano cardiovascular e renal (Martinez-

Maldonado, 1991; Hiyoshi e cols., 2005), contribuindo para o quandro hipertensivo.

1.3 - Disfuncgéo vascular na Hipertensdo Arterial

O endotélio esta envolvido na modulagdo vascular através da liberagdao de
vasodilatadores, principalmente o o¢xido nitrico (NO) e agentes vasoconstritores. Sob
condi¢des normais o endotélio induz a vasodilatacdo mediada por NO, e opde-se a adesdo de
células e trombose (Savoia e Schiffrin, 2006).

A disfuncdo endotelial pode ser definida como uma reducdo na vasodilatacio
dependente do endotélio, causada por uma reducao na biodisponibilidade de NO na parede do
vaso (Cai e Harrison, 2000).

O termo disfuncdo endotelial tem sido usado para se referir a muitas condigdes
patoldgicas, incluindo propriedades anticoagulantes e anti-inflamatérias do endotélio
alteradas, modulagdo do crescimento vascular prejudicado e desregulagdo do remodelamento

vascular. Entretanto, em muitas literaturas este termo tem sido usado para se referir a
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deterioragdo do vasorelaxamento dependente do endotélio causada pela diminuicdo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) na parede do vaso (Cai e Harrison, 2000).

Na hipertensdo, as artérias sofrem alteragdes funcionais, estruturais e mecanicas,
resultando em reducdo da luz vascular e aumento da resisténcia periférica. As alteragdes
incluem comprometimento do relaxamento e refletem alteragdes do acoplamento excitagao-
contragdo, alteragdo das propriedades elétricas das células da musculatura lisa vascular
(CMLVs) e/ou disfuncao endotelial (Touyz RM, Tabet F and Schiffrin EL., 2003).

As principais alteragdes estruturais incluem o remodelamento devido ao aumento do
crescimento celular , a migragdo celular , deposi¢do de matriz extracelular (MEC) e a
inflamacgao. As células da musculatura lisa vascular (CMLVs) sdo elementos centrais nesses
eventos e tem um papel fundamental nos processos dinamicos subjacentes as alteragcdes

vasculares na hipertensao (Figura 1) (Touyz RM, Tabet F and Schiffrin EL., 2003).

Nomotenso Hipertenso

Moleculas de Adesio
Lesdo Endotelial

T Crescimeno CMLYs I ——

L Apoptose
Rearranjo CMLYs

Figura 1 : Diagrama que representa um corte da parede vascular e as alteragcdes que ocorrem na
hipertensdo. No nivel celular, ha um aumento do crescimento das células da musculatura lisa vascular
(CMLVs), migragdo celular, rearranjo das CMLVs, deposicdo de matriz extracelular (MEC) e
inflamagdo. Esses processos contribuem para o remodelamento vascular na hipertensdo. (Adaptado de
Touyz et al.,2003).

Além dessas alteracdes, a lesdo vascular na hipertensdo envolve uma série de eventos
moleculares e celulares coordenados, caracteristico de uma reagdo inflamatoria. De fato,
evidéncias cada vez mais numerosas indicam que a doenga vascular associada a hipertensao

seja um processo inflamatorio e que a inflamacao cronica leve possa desempenhar um papel
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significativo na fisiopatologia da hipertensao arterial e em suas complicagdes (Touyz RM.,
2005).

O conceito de a hipertensdo ser uma doenca inflamatoria tem revolucionado a
biopatologia vascular, j& que os conhecimentos desses processos podem levar a novas
possibilidades terapéuticas (Touyz RM., 2005).

A disfungdo endotelial estd portanto associada a condi¢des patologicas severas, como
a hipertensdo, e ¢ caracterizada pela alteracdo do tonus vascular, inflamacdo e formacao de
trombos na parede vascular (Savoia e Schiffrin, 2006).

Em quadros patolégicos, a reducio da biodisponibilidade do NO pode estar associada
a uma alteragdo fisiopatologica comum, que ¢ o remodelamento vascular acelerado, que se
traduz por um aumento na deposicao de proteinas da matriz extracelular, tais como coladgeno e
elastina, onde hd fundamental participacdo das Metaloproteinases (MMPs) (Galis e cols.,
2002; Faxon e cols., 2004; Touyz e Schiffrin, 2004). Estes processos podem ser
acompanhados ainda por outros diversos mecanismos que colaboram para o desenvolvimento
do processo aterogénico. Entre eles estdo: ativacdo de mediadores inflamatorios, estresse
oxidativo, crescimento e proliferagdo celular bem como apoptose celular, o que em conjunto
evidenciam o quadro de disfuncao vascular (Faxon e cols., 2004).

E observado, também, que esse declinio da biodisponibilidade de NO deve ser causado
por uma expressao diminuida de NO sintase pelas células endoteliais (eNOS), uma falta de
substrato ou cofatores para eNOS, alteragdes na sinaliza¢do celular fazendo com que a eNOS
ndo seja ativada apropriadamente, e, finalmente, uma degradagdo acelerada de NO pelas

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (Cai e Harrison, 2000).

1.4 - Metaloproteinases da Matriz Extracelular (MM Ps) e 0 processo de remodelamento

vascular

Metaloproteinases sdo endopeptidases calcio-dependente, contendo zinco, expressas
em varias células e tecidos, incluindo células da musculatura vascular lisa, endotélio,
fibroblastos, células inflamatérias e plaquetas (Sase e Michel, 1995; Nagase e Woessner,
1999). A familia das MMPs apresenta mais de 20 espécies, e dentre elas estdo: colagenases
intersticiais (MMP-1, MMP-8 e MMP-13), gelatinases (MMP-2 ou gelatinase A ¢ MMP-9 ou
gelatinase B), stromelisinas (MMP-3 ¢ MMP-10) e MMPs de membrana (MT1-MMP a MT6-
MMP) (Spinale, 2002).
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Dentre essas MMPs, as mais relacionadas a alteragdes estruturais e funcionais
associadas a algumas doencas cardiovasculares sdo as gelatinases A e B, MMP-2 ¢ MMP-9,
respectivamente (Galis e Khatri, 2002; Raffetto e Khalil, 2008). Elas apresentam dominios
estruturais semelhantes, e diferem-se principalmente em relagdo a tipos celulares, regulacao
de transcri¢ao (Brinckerhoff e cols., 2002) e especificidade de substrato.

Estas endopeptidases sdo sintetizadas e secretadas em uma pro-forma latente
(Zimogénios ou pro-MMPs) necessitando serem clivadas em seus dominios pro-peptidicos
por outras proteases, como plasmina (fibrinolisina) ou MT-MMPs para serem ativadas
(Nagase ¢ Woessner, 1999). As MMPs, basicamente, sdo compostas de um sitio catalitico,
contendo zinco e calcio, e de um pro-peptideo, ligado a este por uma ligacao sulfidrila, o que
as mantém em sua forma inativa. Grande parte delas possuem também uma regido conhecida
como “hemopexin-like”, responsavel pelo reconhecimento e adesdo aos componentes da
matriz extracelular (Bode e Maskos, 2003; Brinckerhoff e Matrisian, 2002; Nagase e
Woessner, 1999) (Figura 2: AK Chow et al ., 2007).

Colagenases
(MMP-1, -8, -13)
Estromelisinas
(MMP-3, -10)

Matrilisinas
(MMP-7, -26)

MMPmembrana
(MT-MMPs-1-
8)

Gelatinases
(MMP-2, -9)

Sitio catalitico

Signal SequenceN ]

Dominio . .
ce— Hemopexina
Propeptideo Dominio transmembrana
— —
Dominio citoso6lico

Repeti¢des de
y

Residuo de cisteina ‘ fibronectina
Figura 2: Estrutura da MMP. As MMPs séo,tipicamente, classificadas de acordo com os substratos
que clas degradam e possuem, em geral, muitas caracteristicas estruturais em comum (AK Chow et al.,
2007).Adaptado de AK Chow et al.,2007.
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As MMPs degradam varias proteinas da matriz extracelular, como observado na
figura 3 (AK Chow et al., 2007), quebrando-as em suas ligagdes peptidicas especificas,
promovendo remodelamento vascular (Galis e cols., 2002), que consiste em um processo
fisiologico adaptativo que ocorre nos vasos sanguineos em resposta as alteracdes cronicas na

hemodinamica (Ward e cols., 2000).

Alvos extracelulares Alvosintracelulares

&

a MLC-1
e Actina
- Cabeca de miosina

&P 72 kD MMP-2

&) 64D MVP-2

Figura 3: Alvos da MMP-2 no coragdo. Alvos extracelulares da MMP-2 podem incluir proteinas de
matriz como a laminina, elastina, colageno tipo IV e fibronectina. Isso leva a interrupgdo da adesdo e
comunicacdo célula-célula, resultando em infarto e processo de remodelamento. Dentro do
cardiomiocito (direita), a MMP-2, que ¢é ativada como resultado do estresse oxidativo, pode
rapidamente clivar proteinas sarcoméricas como a Tnl e MLC-1 para causar disfun¢ao contratil aguda
(AK Chow et al., 2007).

Adaptado de AK Chow et al.,2007.

As MMPs podem ser reguladas por varios fatores incluindo, citocinas, hormdnios,
fatores de crescimento, estresse de cisalhamento e também estresse oxidativo. Esta regulagao
pode ser feita em trés niveis: (1) indugdo da expressao génica; (2) ativacao de suas pro-formas

latentes; e (3) inibicao por TIMPs, que sdo inibidores teciduais especificos das MMPs (Bode e
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Maskos, 2003; Visse e Nagase, 2003) e sdo, também, proteinas pequenas ( 23 kDa) que
inibem a atividade das MMPs ligando-se a elas numa razao estequiométrica 1:1 (Brew et al.,
2000).

Estes inibidores enddgenos das MMPs podem ser classificados em quatro tipos
diferentes: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ¢ TIMP-4. O TIMP-1 apresenta maior seletividade para
MMP-9, enquanto o TIMP-2 apresenta maior seletividade para MMP-2 e essa seletividade
varia de acordo com as localizagdes teciduais e, principalmente, especificidade a substratos
(Bode e Maskos, 2003; Nagase et al., 2006; Visse e Nagase, 2003)

Tais inibidores especificos das MMPs (TIMP-1 a TIMP-4) recebem grande
importancia em condigdes patoldgicas, uma vez que nestas circunstancias os niveis de TIMP
afetam diretamente a atividade das MMPs (Visse e Nagase, 2003), pois, de forma geral, as
metaloproteinases podem promover degradacdo de varias proteinas da matriz extracelular
participando do processo de remodelamento vascular (Page-McCaw et al., 2007). Por isso
varias doengas cardiovasculares, principalmente a hipertensdao, podem ter desenvolvimento
e/ou progressdo caso haja um desequilibrio na regulacdo destas MMPs, o que pode resultar
em um aumento significativo de suas atividades (Galis e Khatri, 2002; Raffetto e Khalil,

2008).

Importancia das M etalopr oteinases em condices fisiopatol gicas

As MMPs estdo envolvidas na degradagao da matriz extracelular que ocorre em varios
processos patologicos, como na hipertensao (Galis e colss., 2002; Grote e cols., 2003;
Tayebjee e cols., 2003; 2004a,b; Martinez e cols., 2006). Alteragdes na regulagdo das MMPs
podem levar a um aumento da expressdo e atividade destas enzimas provocando uma
degradagdo excessiva das proteinas da matriz extracelular, além de acentuar a migracdo de
células musculares lisas, o que pode ocasionar quadros de injuria tecidual, inflamacao, cancer
invasivo e metastases (Ray e Stetler-Stevenson.,1994; Jenkins e cols., 1998). Além
disso,estudos tém mostrado também a significante participagdo das MMPs em varias doencas
vasculares, tais como hipertensdo (Johnson e Galis, 2004; Martinez e cols., 2006), diabetes
(Galis e cols., 2002; Death e cols., 2003), aterosclerose e insuficiéncia cardiaca (Spinale,
2002).

Dentre as MMPs, especial atencdo tem sido dada a MMP-2, uma vez que o aumento

da atividade e expressao da MMP-2 leva possivelmente a disfungdo vascular, como tem sido
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mostrado em modelos experimentais de hipertensao (Bouvet e cols., 2005; Watts e cols.,

2007; Castro e cols., 2008; Raffetto e Khalil, 2008).

Possivel participacdo das Metaloproteinases nas alteragbes cardiovasculares da

Hipertensdo Arterial: Importanciada MMP-2

A MMP-2 possui dominios “fibronectin-like” responsaveis por clivarem colageno
tipo I, IV, V, VII, X, gelatina (coldgeno desnaturado) e elastina (Yasumitsu e cols., 1992).
Alteragdes na regulagdo da expressdo e atividade destas MMPs podem estar envolvidas no
processo de remodelamento vascular que acontece na fisiopatologia de varias doencas
cardiovasculares (Zhang e cols., 1999).

O remodelamento vascular ¢ caracterizado como sendo uma resposta adaptativa ao
aumento da pressdo arterial, que tem como objetivo normalizar a tensdo exercida na parede
das artérias (Mayet e Hughes, 2003). O remodelamento vascular pode ser classificado em
hipertrofico e eutrdfico, segundo a teoria de Laplace (T = P x R; T: tensdo, P: pressdo e R:
raio), e ambos podem contribuir para a manutensdo da hipertensdo arterial e/ou para o
desenvolvimento de outras doengas cardiovasculares associadas (Dajnowiec e Langille, 2007;
Humphrey, 2008; Intengan e Schiffrin, 2001; Mulvany, 2002).

Alguns trabalhos clinicos e experimentais mostraram um aumento da concentragdo e
atividade da MMP-2 tanto em plasma como em vasos sanguineos. Tais estudos sugerem que o
estiramento e tensdo mecadnica que acontece nos vasos sangiiineos durante um processo de
hipertensdo aumentam a expressao e a atividade da MMP-2 nas células da musculatura
vascular lisa (Asanuma e cols., 2003; Meng e cols., 1999).

A MMP-2 quando ativada, em casos de hipertensdo arterial, por exemplo, pode
promover um espessamento da camada média dos vasos sangiiineos com conseqiiente redugao
no limem, e alteracdes na matriz extracelular, o que leva a um aumento da resisténcia
periférica, caracteristico da hipertensdo (Jenkins e cols., 1998; Baumbach e cols., 1989). Estas
alteracdes nos vasos sangiiineos estdo relacionadas com disfuncio endotelial, evidenciada por
uma diminui¢cdo no relaxamento dependente do endotélio, como tem sido mostrado em
modelos experimentais de hipertensao.

Além disso, Yasmim e colaboradores (2005) mostraram um aumento das
concentragdes plasmaticas de MMP-2 em pacientes com hipertensao sistdlica isolada quando
comparados com pacientes normais. Em outro estudo, Bouvet e colaboradores (2005)

mostraram que ao induzir um processo de hipertensao por administragao cronica de L-NAME
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em ratos, ocorreu um aumento da atividade e da quantidade de MMP-2 em aortas, € um
aumento da atividade da MMP-2 em artérias mesentéricas destes animais. Um aumento na
expressao e atividade da MMP-2 também foi observado em situagdes de aterosclerose, ruptura
de placas aterosclerdtica, restenose coronariana ( ndo cardiaca) (Galis e cols., 1994; Jenkins e
cols., 1998; Newby e cols., 1994) e aneurismas da aorta (Crowther e cols., 2000). Hojo ¢
colaboradores (2001) mostraram também que niveis plasmaticos da MMP-2 aumentaram
gradualmente depois de infarto agudo do miocérdio, e em pacientes com angina pectoris
estavel e instavel (Kai e cols., 1998).

Juntos, estes achados sdo consistentes com a nogao de que a MM-2 tem um importante
papel na patofisiologia das doengas cardiovasculares, incluindo hipertensdo, e que os niveis
de MMP-2 podem ter valor prognostico(Galis e cols., 2002; Grote e cols., 2003; Castro e
cols., 2008)

Estudos mostraram que a MMP-9 juntamente com a MMP-2 sdo importantes para o
processo de remodelamento adaptativo associado a hipertensao arterial. Elas podem contribuir
para o aumento do didmetro e da complacéncia arterial observados nessa fase inicial do
remodelamento, por degradarem grande parte dos componentes da matriz extracelular
(Flamant et al., 2007). Mas esse processo pode progredir para um remodelamento cronico e
mal-adaptativo ( Bouvet et al., 2005; Watts et al., 2007) caso haja uma degradagao constante
das proteinas da matriz extracelular (MEC). Com isso as MMPs podem promover uma intensa
migragdo e proliferacdo de células musculares lisas, além de hipertrofia celular e re-sintese
protéica (Intengan e Schiffrin, 2000; Newby, 2006).

A MMP-2 também pode regular o tonus vascular por clivar alguns peptideos
vasoativos (Fernandez-Patron et al., 1999; Fernandez-Patron et al, 2000; Martinez et al.,
2004). Ela pode clivar a big endotelina-1 (Big ET-1), o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) e a adrenomedulina (AM), em potentes metabolitos vasoconstritores, o
que pode contribuir para o aumento da resisténcia vascular periférica observado na

hipertensao, que ¢ mostrado na figura 4.
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Figura 4: Acdes exercidas pela MMP-2 sobre o tonus vascular. Elas podem clivar a big ET-1 em
metabolitos com agdes vasoconstritoras ainda mais intensas (ET |3, ou Méd ET-1 ). Além disso,
podem clivar o CGRP, potente vasodilatador arterial, em produtos de degradacdo sem acdo
vasodilatadora. E por fim, podem clivar a AM, peptideo vasodilatador, em produtos de degradagao
com agdes vasoconstritoras (AK Chow et al., 2007). Adaptado de AK Chow et al.,2007.

1.5 - Relevancia do estresse oxidativo como um importante fator que modula a atividade

das Metaloproteinases

As metaloproteinases sdo liberadas na forma inativa ou como pro-MMP, e podem ser
ativadas por diversos mecanismos, entre eles o estresse oxidativo (Uemura e cols., 2001;
Griendling e Fitzgerald, 2003; Grote e cols., 2003).

O estresse oxidativo pode ser definido como a oxidag¢do de macromoléculas biologicas
como lipidios, proteinas, DNA, carboidratos, e ocorre quando a concentracdo de substancias
oxidantes supera a concentragao de antioxidantes (Cai e Harrison, 2000).

Tais substancias oxidantes sao denominadas espécies reativas de oxigénio (EROs), e
entre 0os mais importantes estdo o anion superdxido(O; ), peroxido de hidrogénio (H,O,),

radical hidroxil (OH") e peroxinitrito (OONQO™).
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As EROs sdao muito importantes na ativagao de algumas MMPs, especialmente da
MMP-2 (Castier et al., 2005; Luchtefeld et al., 2005; Rajagopalan et al., 1996). Elas podem
reagir com o residuo de cisteina, presente no pro-peptideo desta enzima, promovendo uma
ruptura do grupamento tiol com o zinco, o que resulta na sua ativacdo (Van Wart and

Birkedal-Hansen, 1990), como observado na figura 5.
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Figura 5: Ativacdo das Metaloproteinases. As MMPs sdo secretadas como zimdgenos inativos que
precisam ser processados para tornarem-se ativos. O sitio catalitico contém o zinco que ¢ ligado a
cisteina do propeptideo. Esta conformagdo ¢ requerida para que a enzima continue inativa. Sob
condigdes de estresse oxidativo, alguns oxidantes tais como o peroxido de hidrogénio (H,O,) podem
atacar e entdo modificar o residuo tiol. Tais modificagdes quebram a ligagdo com o zinco, ¢ a enzima
no seu estado parcialmente ativo, torna-se susceptivel a um processo autocatalitico, liberando o
dominio propeptideo e expondo o sitio catalitico, o que ativa a enzima. (Figura modificada de Nelson
e Mendelez, 2004)

Sob condicdes patologicas, EROs sdo produzidas em quantidades excessivas. Este
desvio no equilibrio entre substincias oxidantes e antioxidantes, chamado estresse oxidativo
pode ter importantes efeitos na funcao celular e tecidual, levando a disfun¢do endotelial,
aumento da contratilidade, crescimento do musculo liso vascular, apoptose, migra¢do de
monocitos, peroxidacdo lipidica, inflamacdo e aumentada deposi¢do da matriz extracelular
(Uemura e cols., 2001; Kadoglou e cols.,, 2005), contribuindo portanto, para o
desenvolvimento de diversos estados patologicos tais como hipertensdo, aterosclerose,

diabetes e sepse (Cai e Harrison, 2000; Schulz e cols., 2008).



Introdugéo | 27

Estas EROs, produzidas principalmente nas mitocondrias, foram consideradas
produtos celulares prejudiciais, com potente dano lipidico, protéico e de DNA (Freeman e
Crapo, 1982). Entretanto, sabe-se que em concentragdes fisiologicas, estas espécies reativas
sdo essenciais em alguns processos de sinalizagdo e regulagdo intracelular, participando de
mecanismos de transcri¢do génica e sintese protéica (Griendling et al., 2000), e essa nocao
baseia-se nos seguintes achados: (I) agonistas vasoativos e fatores de crescimento, como a
Ang I, sdo capazes de gerar EROs em células vasculares, (II) antioxidantes e inibidores de
sistemas geradores de EROs suprimem vias de sinalizagdo mediadas pelos agonistas e (III) a
adicdo exogena de oxidantes ativa as mesmas cascatas de sinalizacio mediadas pelos
agonistas (Touyz RM, Tabet F and Schiffrin EL., 2003). Nestas condi¢des a producao de
radicais livres de oxigénio e perdxidos ¢ balanceada por um eficiente sistema de
antioxidantes, que sdo moléculas capazes de remover EROs, previnindo, danos ao tecido.

Antioxidantes enzimaticos, como a superoxido dismutase (SOD), a glutationa
peroxidase (GPX) e a catalase tem um importante papel na conversao de EROs em oxigénio e
dgua. Varios outros antioxidantes ndo-enzimdticos sdo também importantes na remog¢ao dos
radicais livres (vitamina C, vitamina E e glutationa) (Cai e Harrison, 2000), balanceando desta
forma a quantidade de EROs.

Existem trés tipos conhecidos de SOD, dependendo de sua localizagao celular: a SOD
I ou citosolica, representada por Cu/Zn-SOD, a SOD II ou mitocondrial (Mn-SOD) e a SOD
III ou extracelular (ecSOD). Todas sdo responsaveis pela remog¢do do O, (anion superoxido)
dos vasos ¢ pela diminui¢do da formagdo do OONO™ (peroxinitrito).

As potenciais fontes enzimaticas produtoras de espécies reativas de oxigénio incluem
a respira¢cdo mitocondrial, o 4cido aracdonico via enzimas lipoxigenases e cicloxigenases, 0
citocromo P450, a xantina oxidase, a NADPH oxidase, a NO sintase, as peroxidases e
proteinas heme (Cai e Harrison, 2000). Mas trés dessas fontes tem sido mais estudadas no que
se refere ao sistema cardiovascular: xantina oxidase, NADPH oxidadase ¢ NO sintase (Cai e
Harrison, 2000).

A xantina oxidase ¢ uma enzima importante nas vias de degradacdo de purinas. A
enzima gera como produto final, o 4cido Urico (excretado pela urina), e um subproduto, o
anion superdxido (S.K. Wattanapitayakul, J. A. Bauer/Pharmacology & Therapeutics 89
(2001) ).

Praticamente todos os tipos de células vasculares produzem O, (superoxido) e H,O,

(peréxido de hidrogénio). Qualquer proteina ou enzima capaz de transferir elétrons pode
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provocar a formacdo de EROs. E a maior fonte de intermedidrios de oxigénio na parede
vascular ¢ a NADPH oxidase vascular (Touyz RM, Tabet F and Schiffrin EL., 2003).

A NADPH oxidase ¢ considerada a principal fonte de O, (superdxido) na hipertensao,
e também em outras doencas cardiovasculares, e sua atividade pode ser regulada por
citocinas, hormdnios e forgas mecanicas que estdo envolvidas na patogenia de doencas
vasculares ( Cai e Harrison, 2000). Esta enzima apresenta multiplas subunidades essenciais
para suas agdes, como por exemplo, p47™™* e p22°™* (Lassegue e¢ RE, 2003; Touys e
Schiffrin, 2004b). A NADPH oxidase vascular ¢ constitutivamente ativa e fisiologicamente
produz anion superoxido (O;") de maneira lenta e progressiva (Touyz e Schiffrin, 2004a) e o
aumento das concentracdes de EROs pode estar relacionado, principalmente, ao aumento da
atividade da NADPH oxidase vascular (Cai et al., 2003; Keaney, 2005; Zalba et al., 2001) e o
sistema mais bem caracterizado nas células vasculares ¢ a geragdo de superoxido (Oy )
mediada pela NADPH oxidase e estimulada pela Angio II, que parece estar intensificada na
hipertensao ( Touyz RM, Tabet F and Schiffrin EL., 2003).

Novos achados muito interessantes no campo da sinalizagdo vascular pela Ang II
demonstraram que a ativacdo dos receptores AT, estimula a NADPH oxidase vascular e a
geracdo de O, em varios tipos de células vasculares, incluindo as células da musculatura lisa
vascular (CMLV5s), as células endoteliais e os fibroblastos (Touyz RM, Tabet F and Schiffrin
EL., 2003). De fato, um dos primeiros estudos in vivo a examinar a relagdo entre EROS ¢ a
hipertensdo demonstrou que a hipertensao induzida pela Ang II esta associada ao aumento do
estresse oxidativo e dos muitos fatores implicados no crescimento e remodelamento dos vasos
na hipertensdao, a Ang II parece ser um dos mais importantes (Touyz RM, Tabet F and
Schiffrin EL.,2003).

A enzima 6xido nitrico endotelial (eNOS), que ¢ responsavel pela produgao de NO,
durante a hipertensdo pode também contribuir para a produgdo de O, vascular. Isso ocorre em
condi¢gdes de baixas concentracdes de L-arginina ou do cofator tetrahidrobiopterina (BHy),
onde nessa situagcdo a enzima recebe o nome de eNOS desacoplada (Landmesser et al., 2003;
Touyz e Schiffrin, 2004a), porque a enzima necessita tanto de L-arginina, como substrato para
formag¢ao de NO, quanto do cofator tetrahidrobiopterina (BH4) (Cai e Harrison, 2000).

Laursen e cols. (2001) sugeriram que o desacoplamento da eNOS in vivo pode ocorrer
pela oxidagao da tetrahidrobiopterina (BHy), através da acdo do peroxinitrito (OONO™ ), que ¢
produto da reagdo do NO e O, .

Trés mecanismos, pelo menos, explicam o aumento do estresse oxidativo gerado pelo

desacoplamento da eNOS no endotélio: 1) a producdo enzimdtica de NO pode estar



Introducao | 29

diminuida, permitindo que radicais que normalmente reagem com NO ataquem outros alvos
celulares 2) a enzima comeca a produzir O, , contribuindo para o estresse oxidativo 3) €
possivel que a eNOS possa se tornar parcialmente desacoplada, produzindo simultaneamente
tanto O, quanto NO e sob essas circunstancias, a eNOS pode se tornar uma geradora de
peroxinitrito, aumentando o estresse oxidativo.

Evidéncias sugerem que o estresse oxidativo altera muitas fungdes do endotélio,
incluindo modulacdo do tonus vaso motor. A inativacdo do 6xido nitrico (NO) pelo anion
superoxido e outras espécies reativas do oxigénio (EROs) parece ocorrer em condigdes como
hipertensdo, hipercolesterolemia, diabetes e outras. A falta de NO associado com esses
tradicionais fatores de risco deve, em parte, explicar porque eles predispde a aterosclerose
(Cai e Harrison, 2000).

Aumento na biodisponibilidade de EROS vasculares leva ao crescimento celular,
deposicdo de colageno e alteragdes na atividade das metaloproteinases de matriz, importantes
fatores no remodelamento arterial na hipertensao. Essas observagdes sao compativeis com
estudos in vivo que demonstram que o O, e o H,O, estimulam a hipertrofia e a proliferagdo
de CMLVs (Touyz RM, Tabet F and Schiffrin EL.,2003).

O aumento do O, vascular na hipertensdo também compromete o relaxamento
dependente do endotélio e aumenta a atividade contratil. Esses efeitos podem ser mediados
diretamente pela elevagdo da concentragdo de Ca’" no citosol ou indiretamente pela reducao
das concentra¢des do vasodilatador 6xido nitrico (NO) (Touyz RM, Tabet F and Schiffrin
EL.,2003).

Como ja foi dito anteriormente, dentre muitos sistemas enzimaticos que sao capazes
de produzir EROs, xantina oxidase, NADH/NADPH oxidase e a eNOS desacoplada tem sido
extensivamente estudados nas células vasculares. E quando se tornar claro o papel dessas
enzimas como fontes de EROs, talvez serd possivel usar mais terapias especificas para
previnir a produgao de EROs e corrigir a disfun¢do endotelial (Cai e Harrison, 2000).

Um estudo realizado por Grote e colaboradores (2003) mostra que em situagdes de
estiramento mecanico, que acontece na hipertensao arterial, ocorre um aumento da expressao
e atividade da MMP-2 devido um aumento acentuado de EROs nos vasos, derivados da
NADPH oxidase vascular, verificando o envolvimento de EROs no remodelamento vascular
via ativacao de MMPs.

Contudo, estudos recentes tem demonstrado que o estresse oxidativo ¢ o principal

fator que modula a expressdo e atividade das MMPs, e que as espécies reativas de oxigénio
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estejam envolvidas no remodelamento vascular da hipertensao via ativagdo de MMP (Cai e

Harrison, 2000; Grote ¢ cols., 2003).

1.6 - Nifedipina, Nimodipina e Anlodipina: bloqueadores de canais de célcio usados no

tratamento da Hipertensao

Os bloqueadores de canais de célcio sdo classificados em 5 classes de compostos:
fenilalquilaminas, benzotiazepinas, diidropiridinas, difenilpiperazinas e
diarilaminopropilaminas (Cominacini e cols., 2003).

Dentre os bloqueadores de canais de calcio, a classe das diidropiridinas (DHP) sdo de
maior interesse para o presente estudo.

As diidropiridinas se classificam em 17, 2* e 3% geragdo e, constituem uma categoria de
antagonistas de canais de calcio amplamente usadas para o tratamento de doengas
cardiovasculares (Weber, 2002).

Provavelmente elas induzam a um efeito farmacologico especifico pela ligacdo a
canais de calcio tipo L, resultando numa redugdo do influxo de célcio, com efeito relaxante
direto na musculatura lisa, reduzindo a resisténcia vascular periférica total (Weber, 2002).

Nifedipina, Nimodipina e Amlodipina sdo antagonistas dos canais de célcio tipo L,
pertencente ao grupo das 1,4- diidropiridinas de primeira, segunda e terceira geracao,
respectivamente (Jalius, 1993; Toyo-Oka e Nayrer, 1996; Van Zwieten e Mancia, 1996).

Viérios bloqueadores de canais de calcio, além de seus efeitos antihipertensivos, tem
demonstrado possuir propriedades antioxidantes e removedora de radicais livres (Xu e cols.,
2002; Cominacini e cols., 2003; Canavesi e cols., 2004). O anion superéxido pode remover o
NO combinando-se quimicamente com ele, formando o peroxinitrito, que ¢ um potente
radical oxidante e citotoxico. Assim os bloqueadores de canais de calcio podem aumentar a
biodisponibilidade de NO através da remocdo dos dnions superdxidos (Xu e cols., 2002). Com
isso, acredita-se que as diidropiridinas influenciam o sistema do NO aumentando a sua
biodisponibilidade através de propriedades antioxidantes, bem como através do mecanismo
cinina-dependente.

O mecanismo cinina-dependente refere-se ao fato de que a produgao de NO pode estar
facilitada por varios estimulos, como acetilcolina, bradicinina, purinas e norepinefrina que
atuariam estimulando a NO sintase. Com isso, 0s receptores para uma destas substincias ja

estariam estimulados quando do estresse isquémico, ou mesmo a diidropiridina, poderia
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aumentar os niveis de uma destas substancias, a fim de se ligar no receptor. O mecanismo
pelo qual este bloqueador de céalcio aumentaria a concentragao de um destes mediadores ainda
ndo esta muito claro, mas ha evidéncias de que este bloqueador estaria envolvido com a
inibi¢do da enzima conversora de angiotensina (ECA), o que leva, provavelmente, ao aumento
dos niveis de bradicinina, por condi¢des de estresse (Xu e cols., 2000).

Além de serem uma boa opg¢ao terapéutica no tratamento da hipertensao (Ganz e cols.,
2005; Prandin e cols., 2007; Varon, 2008) varios outros estudos demonstraram que estas
diidropiridinas possuem efeitos pleiotropicos que podem contribuir para seus efeitos
benéficos. Por exemplo, em diversos estudos, a Nifedipina tem mostrado que ¢ capaz de inibir
a inflamagdo vascular e subseqiientemente melhorar a fungao endotelial em diversas doengas
cardiovasculares, de forma a prevenir o desenvolvimento e prevengdo da aterosclerose
(Matsumori e cols., 2000; Yamagishi e cols., 2004; 2006; 2008).

Outros estudos sugerem que a Nifedipina estimule a liberacdo de NO de outras células,
além de células endoteliais. Levando em consideracdo que a Nifedipina aumenta os niveis de
NO no coragdo isquémico mais do que no coragdo nao isquémico, a Nifedipina pode ter um
menor efeito na producao de NO do que a Amlodipina em coragdes ndo isquémicos (Berkels e
cols., 2001 ; Mason, 2003).

Katakaze e colaboradores (2000), comprovaram o efeito da Nifedipina sobre a eNOS,
onde, utilizando o L-NAME, um inibidor inespecifico da NO sintase, observou-se uma
atenuacdo em grande parte da vasodilatagio promovida pela Nifedipina em coragdes
1squémicos.

Os bloqueadores de canais de calcio (CCBs) foram desenvolvidos como
vasodilatadores e seu uso no tratamento de doengas cardiovasculares fica amplamente
baseado nesse mecanismo de a¢do. Mais recentemente, como ja foi dito, com a evolucao dos
bloqueadores de canais de célcio de segunda e terceira geracdo, efeitos pleiotropicos tem sido
observados, e no minimo alguns dos beneficios dos CCBs ¢ atribuido a esses mecanismos
(Mason et al, 2003).

Esses efeitos tem contribuido grandemente para elucidar mecanismos de doencas e
racionalizar o uso dos CCBs. Entretanto, esse conhecimento deve esclarecer o porque de
drogas terem utilidade em alguns estados de doengas, como na aterosclerose, mas nao em
outras, como na faléncia cardiaca (Mason et al, 2003).

Embora numerosas drogas usadas no tratamento de doengas vasculares, incluindo
estatinas ¢ inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA), tem efeitos pleiotropicos

bem descritos e universalmente aceitos para contribuir a esse beneficio, pequena atengao tem
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sido dada aos efeitos potencialmente similares dos bloqueadores dos canais de calcio (CCBs)
(Mason et al, 2003).

A Nimodipina ¢ um vasodilatador periférico potente e estudos em animais indicam
que a Nimodipina possui melhor efeito sobre as artérias cerebrais do que sobre outros tipos de
artérias. Essa maior especificidade pode ser devida a sua maior lipofilicidade e distribui¢ao
cerebral quando comparada a Nifedipina (Martindale, 2002; P. R. Vade-Mecum; Korolkovas,
Andrejus; Franca, Francisco Faustino de Albuquerque Carneiro, 2000; 2001). Outros estudos
mostraram a a¢do da Nimodipina em doengas cerebrovasculares e prevencao e tratamento de
complica¢des médicas e neuroldgicas ( Rinkel GJ et al, 2009) ( Tomassoni D et al, 2008).

Ja com relacdo a Amlodipina, diversos estudos tem mostrado que a droga ¢ capaz de
produzir efeitos antioxidantes em pacientes com hipertensdo essencial (Mahajam e cols., 2007). Ja
em estudos em cultura de células, a Amlodipina diminuiu a atividade da NADPH oxidase, uma
das fontes de EROs (Yoshii e cols., 2006). Em outro estudo, feito por Chou e colaboradores em
1999, a Amlodipina mostrou também ser eficaz como agente antiagregante plaquetario.

Estudos feitos em animais, humanos e cultura de células mostram que a Amlodipina
aumentou a produ¢do de NO de células endoteliais da corondria em caes, tanto em tecidos
sdos quanto doentes (Xu e cols., 2000; Mason 2003; Tabrizchi, 2003).

Outros estudos evidenciam que a Amlodipina tem a¢des farmacologicas distintas do
bloqueio dos canais de célcio tipo L, nos alertando a investigar as agdes pleiotrdpicas da
Amlodipina e dos CCBs em geral (Mason et al, 2003).

Da mesma forma que para a Nifedipina, varios estudos tem mostrado que outras
diidropiridinas, como a Isradipina, exerceu efeitos antioxidantes (Sobal e cols., 2001), além de
ter mostrado também seu efeito antiaterogénico, como a reducdo da expressdo de mediadores
inflamatorios, bem como a reducdo da proliferagao celular (Marche e cols., 2000).

Em adi¢do, enquanto os efeitos dos CCBs na atividade/expressio da MMP ainda
precisam ser esclarecidos (Mason e cols., 2003), recentes achados sugerem que algumas
diidropiridinas reduzem a atividade/expressdo das MMPs (Roth e cols., 1996; Ikeda e cols.,
2000; Yue e cols., 2004; Martinez e cols., 2006).

Portanto, levando-se em consideracdo que o estresse oxidativo aumentado é o
principal fator que ativa as MMPs (Rajagopalan e cols., 1996; Grote e cols., 2003; Nelson e
Melendez, 2004; Ra e Parks, 2007), e que tem um papel chave nas complica¢des vasculares
da hipertensdo (Ceriello e cols., 2006), ¢ possivel que alguns CCBs com propriedades
antioxidantes, incluindo as diidropiridinas possam reduzir a atividade da MMP-2 nos tecidos

vasculares e melhorar a disfuncao vascular causada pela hipertensao.
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HIPOTESE

A hipétese deste estudo ¢ que as diidropiridinas de interesse nesse estudo (Nifedipina,
Nimodipina ¢ Amlodipina) possam ter efeitos antioxidantes que estejam associados a uma
redu¢do na atividade de MMP-2 nos vasos de animais neste modelo experimental de
hipertensdo (2R-1C). Imaginamos que estes efeitos estejam associados a atenuacdo da

hipertensdo arterial e das alteracdes vasculares presentes neste modelo experimental.
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2-OBJETIVOS

2.1- Estudar os efeitos do tratamento com diidropiridinas de 1° 2* e 3" geragdo
(Nifedipina, Nimodipina e Amlodipina) sobre as alteragcdes funcionais, estruturais e

bioquimicas, relacionadas as MMPs, no modelo de hipertensao renovascular 2R-1C.
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3- MATERIAISE METODOS

Todos os protocolos e procedimentos cirurgicos empregados neste estudo estdo de
acordo com o Guia da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo,
que tem como base o guia publicado pelo Instituto Nacional da Saude.

Ratos Wistar, machos, normais pesando em média 180g, obtidos do Biotério Central
da Universidade de Sdo Paulo, Campus de Ribeirdo Preto, serdo mantidos em ambiente
controlado a uma temperatura de 22-25 °C em um ciclo de 12:12-horas claro/escuro, com
disponibilidade de 4gua e comida a vontade.

O ntimero de animais por grupo foi igual a 10. Este numero foi estimado com bases
em estudos prévios, dos quais se extraiu a variabilidade esperada (variancia) e se estimou
estatisticamente o N por grupo em 10 animais, pois este nimero permite que se detecte uma

diferenga maior ou igual a 20% nos parametros a serem investigados (o = 0,05; § = 0,20).
Inducéo da Hipertensao

A hipertensdo renal 2R-1C foi induzida pelo clampeamento da artéria renal esquerda
com um grampo de prata (abertura interna 0,2 milimetros). Os ratos Sham foram submetidos
ao mesmo procedimento cirargico (sob anestesia geral com Ketamina 10 mg/kg e Xilazina 10
mg/kg 1.p), a exce¢do do grampo na artéria renal. O estudo foi dividido em quatro protocolos,
e trés semanas apos a inducao da hipertensdo, os animais foram atribuidos aleatoriamente a

um dos oito grupos experimentais como segue:

Protocolo 1

Tratamento com

Protocolo 2

Tratamento com

Protocolo 3

Tratamento com

Protocolo 4

Tratamento com

agua Nifedipina Nimodipina Amlodipina
Sham Sham Sham Sham
2R1C+ agua Nifedipina Nimodipina Amlodipina
2R-1C 2R-1C 2R-1C
2R-1C + Nife 2R-1C + Nimo 2R-1C + Amlo
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Cada droga foi adicionada diariamente a agua de beber, sendo que a dosagem da
Nifedipina ¢ de 10 mg/kg/dia, Nimodipina 15 mg/kg/dia e Amlodipina 10 mg/kg/dia. Os
animais foram tratados por seis semanas, comeg¢ando a partir da 3* semana da indu¢do da
hipertensdo ( ou operacdo de Sham). As doses diarias de cada droga foram escolhidas de
acordo com estudos preliminares (Tomassoni e cols., 2003).

Ao final do periodo de estudo, as amostras de sangue (4 ml) foram coletadas em tubo
falcon (15 ml) heparinizados. Os plasmas para analise foram obtidos por centrifugagdo (3000
RPM x 10 min) das amostras de sangue e armazenadas em tubos eppendorf, devidamente
identificados a — 70 °C, até o momento da analise. As aortas foram retiradas e entdo

dissecadas para posterior analise.

3.1- Materiais

3.1.1 - Solucdes e Tampdes utilizados nos protocol os experimentais

- EDTA 0.5 M pH 8,0

- Parafina

- Paraformaldeido 4 %

- Hematoxilina e Eosina

- Agarose

- Gelatina 40 mg/ml

- 1,10 - Fenantrolina

- NEM

- PMSF

- Albumina sérica bovina (BSA)

- Reagente de Bradford

- Dodecilsulfato de sodio (SDS) 12%, co-polimerizado com gelatina
- Tampao usado no gel de separagao: Tris-HCL/SDS, pH 8,8

- Tampao usado no gel de largada: Tris-HCL, pH 6,8

- Tampao de amostra ndo-redutor: SDS 2%, Tris-HCL 125 nmol/L, glicerol 10% e azul de
bromofenol 0,001% pH 6,8

- Solugdo de Triton X-100 a 2%



Materiais e Métodos | 37

- Solugdo de Agarose

- Persulfato de Amonio (APS) 10%

- TEMED (Tetrametil etilenodiamina)

- Solugao de Acrilamida 30% ¢ Bisacrilamida 0,8%

- Solucao de Coloragao: Comassie Brilliant Blue G-250 0,05%

- Solugdo fixadora e de descoloragdo: Metanol 30% e Acido acético 10%
- Solugdao Tampao de Tris-CaCl, (Tris 50mmol/L, CaCl, 10 mmol/L, ZnCl, 14mol/L)
- Solucao de DQ Gelatin 5 ig/mL (Molecular Probes, Oregon, USA)

- DHE (Dihidroetidio)

- Acido Tiobarbitarico (TBA) 0,067%

- 1,1,3,3 — Tetrametoxipropano 1 ymol/L

- Acido Sulfurico 0,04 mol/L

- Acido Fosfotunguistico 10%

- N-Butanol

- PBS (Tampao Salina Fosfato)

3.1.2 - Drogas utilizadas nos protocolos experimentais

- Nifedipina (Galena Quimica Farmacéutica Ltda)
- Nimodipina (Galena Quimica Farmacéutica Ltda)
- Amlodipina (Galena Quimica Farmacéutica Ltda)
- Ketamina

- Xilazina

3.1.3 - Equipgmentos utilizados nos protocol s experimentais

- Balanga de Precisao (Shimadzu AY?220)
- pHmetro (Incibras)

- Centrifuga refrigerada (CELM - 3 plus)
- Banho Maria (Nova Etica)

- Estufa (Odonto Bras)
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- Transdutor de pressao acoplado a um manguito (MLT125R pulse transducer/pressure cuff;
Castle Hill, Australia)

- Microtomo (Leica RM2025) e Criostato (CM1900; Leica, Germany)

- Fonte de eletroforese (Eletrophoresis Power Supply — EPS 301)

- PowerLab 4/S analog-to-digital converter (AD Instruments Ltd., Castle Hill, Australia)

- Chart V4.04, PowerLab ADInstruments (2000) Program

- Image] Program (NIH — National Institutes of Health)

- KC Junior e SoftMax Pro (Molecular Devices, Sunyvale, CA)

- Sistema de fotodocumentagao (KODAK EDAS 2000)

- Microscopio de fluorescéncia acoplado a uma camera fotografica

3.2- Métodos

3.2.1 - Avaliacdo do peso cor poral e pressao arterial de cauda (PAC)

O peso dos animais e a PAC foram avaliados semanalmente, durante as 9 semanas do
estudo. Para a medida da PAC, os animais foram condicionados por duas semanas antes do
inicio do estudo. A PAC foi avaliada, utilizando-se um manguito colocado em torno da cauda
do animal, previamente aquecidos, o qual foi conectado a um sensor para registro de pressao
arterial sistolica (Zatz e Baylis, 1998).

Sdo considerados animais hipertensos, os que apresentaram aumento minimo de

pressdo arterial sistélica de cauda de pelo menos 30 mmHg.

3.2.2 - Andliseda estrutura vascular da aorta

Depois de 6 semanas do tratamento com as diidropiridinas ou veiculo, os animais
foram mortos por decaptagdo. A aorta toracica foi entdo isolada, limpada de tecido conectivo
e imediatamente fixada em tampao fosfato com paraformaldeido 4%, pH 7.4, e encaixada em
blocos de parafina. Fatias de 4 um foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). Regides

coradas foram examinadas com microscopia confocal e a imagem foi capturada como descrita
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anteriormente (D3o e cols., 2001). Area de sec¢do transversal foi calculada pela subtragdo da
area do limem interno da area externa, que foi medida nas secgdes do tecido (50x).

O diametro externo (ED) e o didmetro interno (ID) foram calculados pela raiz
quadrada de 4Ae/n e de 4Ai/n, respectivamente. Espessura da camada média (M) foi
calculada como (ED-ID)/2. Finalmente a razdo de M para o didmetro do limem (M/L) foi
também calculada. O nimero de células musculares lisas vasculares (VSMC) da parede da
aorta foi obtido pelo método tri-dimensional em duas sessdes consecutivas, como descrito
anteriormente. Este método ¢ independente da orientacdo do nucleo, forma e tamanho (Dao e

cols., 2001).

3.2.3- Zimografia paraMMP-2 na aorta

Os niveis de MMP no extrato de aorta foram determinados pelo método da
Zimografia, conforme padronizado em nosso laboratdrio, que consiste em uma eletroforese
das amostras de plasma ou extrato em um sistema SDS/PAGE (Palei e cols., 2005; de Souza e
cols., 2000).

As amostras de aorta foram congeladas e homogeneizadas em tampao contendo 20
nmol/L Tris-HCI, pH 7.4, 1 nmol/L 1,10-fenantrolina e 1 nmol/L PSMF, 1 nmol/L NEM e 10
nmol/L CaCl,. Em resumo, os extratos de tecidos normalizados para concentracdo de
proteinas (Stoschek, 1990) foram submetidos a eletroforese num gel a 12% co-polimerizado
com gelatina (1%) como substrato num sistema SDS-PAGE. Depois da eletroforese o gel foi
incubado por 1 hora a temperatura ambiente com uma solu¢do de Triton X-100 a 2%, em
seguida lavada 2 vezes com agua e incubado a 37 °C por 16 horas em tampao Tris-HCI, pH
7.4, contendo 10 nmol/L CaCl,. Os géis foram entdo fixados numa solugdo contendo 30% de
metanol e 10% de acido acético. Em seguida, os géis foram corados com 0,05% Coomassie
Blue G-250, ¢ entdo descorados com 30% de metanol e 10% de acido acético. As atividades
gelatinoliticas foram determinadas como bandas descoradas contra um fundo azul corado com
Coomassie Blue, avaliando-se a densitometria através de um sistema de documentagdo
(Kodak Eletrophoresis Documentation and Analysis System — EDAS 290; Kodak, Rochester,
NY) (Souza-Costa e cols., 2005; 2007).

Anélise intergel foi possivel depois da normalizagdo da atividade gelatinolitica com um
padrdo interno (meio de cultura condicionado por fibroblastos). As formas latente e ativa da MMP-2

foram identificados através dos seus pesos moleculares, 72 e 64 KDa respectivamente (Souza-Tarla
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e cols., 2005; 2007), que foram inibidas com fenantrolina e ndo por outros inibidores de proteases,
além de serem identificadas também por imunoprecipitagdo com anticorpos especificos. Drogas e

reagentes foram comprados da Sigma-Aldrich. (St. Louis, MO).

3.2.4 - Dosagem de Proteina pelo M étodo de Bradford:

Previamente a zimografia, ¢ necessario determinar a quantidade de proteina presente
em cada amostra de aorta. Isto porque as variagdes protéicas entre um tecido e outro podem
interferir nos resultados finais da zimografia. Para isto, foi utilizado o método de Bradford,
que consiste em um método colorimétrico e quantitativo.

Inicialmente, as amostras de aorta foram trituradas, homogeneizadas em tampao de
extragdo de preoteinas (CaCl, 10 mM, Tris 20 mM pH 7.4, Fenantrolina 1 mM, PMSF 1 mM,
NEM 1 mM) e incubados por 16 horas na geladeira. Para cada 0,08g de tecido foram
acrescentados 15041 deste tampao. Apds este periodo, os extratos foram centrifugados por 15
minutos, € os sobrenadantes retirados para determinagao protéica.

Para a construgdo da curva padrdo foi utilizado o BSA nas seguintes concentracoes,
em mg/mL: 0,085; 0,175; 0,35; 0,7 e 1,4. Todas elas foram preparadas em agua destilada a
partir de uma solugdo inicial de 8 mg/mL.

O reagente de Bradford foi utilizado para determinar as concentragdes de proteinas de
cada amostra analizada. Ao se ligar as proteinas do tecido, ele adquire uma coloragdo azul que
pode ser quantificada por um espectrofotometro de luz visivel (595 nm). A intensidade da cor
varia de acordo com a quantidade de proteina no tecido. Para cada 5/ da amostra e da curva
padrdo foi acrescentado 250uL deste reagente. Pelos valores obtidos apds a leitura, em ug/uL,
foi possivel normalizar a quantidade de proteinas que sera aplicada, posteriormente, nos géis
de zimografia.

Neste estudo, foi aplicado 30ug de proteina por “lane”.

3.25- Zimografiain situ

Diferente da zimografia convencional, este método reflete a atividade in Situ das MMPs.

Ele permite localizar e quantificar as gelatinazes diretamente nos tecidos (Galis et al., 1995).
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A atividade das MMPs, in situ, foi analizada utilizando como substrato DQ gelatin (E
12055, Molecular Probes, Oregon, USA) na concentracdo de 1,0 wxg/mL, preparada em
tampao em Tris-CaCl, 50nmol/L. Inicialmente, os tecidos foram congelados em OCT (Sakura
Finetek, Torrance, CA, EUA), utilizando acetona e gelo seco. Eles foram cortados, em
criostato, a 4 ym de espessura, e incubados com o substrato, em uma cdmara imida e escura,
por 60 minutos. Apds este periodo, os cortes foram lavados 5x com PBS e fixados em
paraformaldeido 4% v/v, por 10 minutos. Com auxilio de um microscopio de fluorescéncia
(Leica Imaging Systems Ltda., Cambridge, England) acoplado a uma camera fotografica, as
imagens dos cortes foram registradas na objetiva de 40x. A atividade gelatinolitica, in situ, foi
visualizada por uma coloracdo verde brilhante contra um fundo preto. Para andlise e
quantificagdo da atividade, foi utilizado o programa Image J (NIH — National Institute of
Health). Fenantrolina ¢ PMSF foram utilizados para confirmar a atividade das MMPs nos
tecidos. A fenantrolina diminui significativamente a atividade gelatinolitica; entretanto, o

mesmo nao foi observado para o PMSF.

3.2.6 - Determinacéo de TBARS (espéciesreativas ao acido tiobarbiturico)

A avaliagdo da peroxidagdo lipidica produzida durante a hipertensdo arterial, foi
realizada através da determinacdo dos niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARS), representados por niveis plasmaticos de malondialdeido (MDA). O acido
tiobarbitirico (TBA) reage com aldeidos resultantes da lipoperoxidagdo, como o
malondialdeido (MDA), e ¢ o método mais comum de se verificar a peroxidacao lipidica em
amostras biologicas (Lapenna e cols., 2001). O teste do acido tiobarbitirico no plasma tem
sido utilizado clinicamente para investigar a peroxidacao lipidica mediada por radicais, e o
estresse oxidativo produzido em varias doengas (Lapenna e cols., 2001).

Os niveis plasmaticos de perdxidos lipidicos foram determinados em duplicata pela
medida das substancias reativas ao acido tiobarbitirico usando um método fluorométrico
como descrito anteriormente (Cau e cols., 2007). Este método requer excitacdo a 515 nm e
emissdo a 553 nm e utiliza o 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrdo. Os niveis plasmaticos

de lipoperéxidos foram expressos em termos de malondialdeido (nmol/ml).
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3.2.7 - Determinagéo Vascular de EROs

As concentragdes vasculares de EROs foram analisadas, in situ, na camada média das
aortas, utilizando dihidroetidio (DHE) na concentragdo de 10 #g/mL (Hao et al., 2006; Viel et
al., 2008). Este “probe” reage com O, presente nos tecidos, resultando na formagdo de 2-
hidroxietidio (EOH) e de etidio, produtos da rea¢do que emitem uma fluorescéncia vermelha
no local. Inicialmente, os tecidos foram congelados em OCT (Sakura Finetek, Torrance, CA,
EUA), utilizando acetona e gelo seco. Eles foram cortados, em criostato, a 4 #m de espessura,
e incubados com o DHE, em uma camara imida e escura, por 30 minutos. Apos este periodo
de incubacgdo, os cortes foram lavados com tampdo salina fosfato (PBS) e fixados em
paraformaldeido 4%. Com auxilio de um microscopio de fluorescéncia acoplado a uma
camara fotografica, as imagens dos cortes foram registradas na objetiva de 40x. As
concentragdes de EROs presentes nos tecidos foram representadas pela emissdo de
fluorescéncia vermelha, como descrito anteriormente. Esta foi quantificada utilizando o

programa ImageJ (NIH - National Institutes of Health).
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ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + E.P. As comparagdes entre 0s grupos
foram feitas através da andlise de variancia de duas vias (SigmaStart for Windows, Jadel
Scientific, USA), por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey. Uma probabilidade <

0,05 seré considerada significante.
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4 - RESULTADOS

Tratamento com Nifedipina, Nimodipina e Amlodipina melhora a hipertensio renal 2R-
1C.

A pressao arterial foi avaliada durante dois meses por meio de pletismografia de cauda
e com o objetivo de verificar se as MMPs contribuem para o aumento de pressao arterial
observado neste modelo experimental, alguns animais, controles e hipertensos, foram tratados
com Nifedipina, Nimodipina e Amlodipina.

Os valores basais de pressdo arterial e peso corporal foram similares entre os animais
dos oito grupos experimentais (Grafico 1A e 1B). Nenhuma alteragdo significante foi
observada nos grupos controles. Entretanto, a pressdo arterial comegou a aumentar logo na
primeira semana apos a cirurgia nos animais hipertensos (2R-1C) quando comparados com os
controles. O aumento de pressdo continuou durante todo o periodo de estudo nos animais
hipertensos e as diidropiridinas em questdo preveniram os aumentos de pressao nos animais
hipertensos tratados (p < 0,05), sem altera-la nos animais controles (p > 0,05).

Em relagdo ao peso corporeo, ndo houve nenhuma diferenca significativa entre os
grupos apesar dos animais controles terem uma maior tendéncia a ganhar peso em relacdo aos

animais hipertensos.
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Grafico 1. Efeito das diidropiridinas sobre a pressdo arterial e peso corporal. Evolug¢do da pressdo
arterial sistolica, em mmHg (A) e do peso corporal, em gramas (B). Dados sdo mostrados como média

+ EPM (n = 10-13 por grupo).
*p<0,01 para 2R-1C e 2R-1C + DHPs versus grupos Sham
** p < 0,05 para 2R-1C + DHPs versus 2R-1C
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Efeito dasdiidropiridinas sobre o remodelamento vascular em ratos 2R-1C.

A hipertrofia da parede arterial das artérias de condutancia ¢ a principal caracteristica
associada a hipertensao (Arribas e cols., 2006).

Como pode ser observado nos graficos abaixo, houve um aumento significativo tanto
da razdo M/L quanto do CSA nas aortas dos ratos hipertensos (2R-1C) em relagao aos
controles (p < 0,05). Estas alteragdes estdo relacionadas a um aumento da espessura da
camada média destas artérias e o tratamento com as diidropiridinas reverteu esses parametros
estruturais observados nos animais hipertensos (Grafico 2A e 2B), sem altera-los nos animais
controles.

Esta hipertrofia ocorreu em paralelo a um aumento da proliferagdo das células
musculares lisas nas aortas dos animais hipertensos em relacdo aos controles (p < 0,05;
Grafico 3).

O tratamento com as diidropiridinas preveniu todas estas alteracdes estruturais nos
animais hipertensos, sem nenhuma alteracdo destes pardmetros nos animais controles (p <

0,05).
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Gréfico 2: Efeito das DHPs sobre as alteragdes estruturais da aorta associadas a hipertensdo. (A)

Representativo da razdo média/lamem (M/L). (B) Representativo da area de secgdo transversal do
corte (CSA), em #m>. Os dados estdo representados como média + EPM (n = 5-6 por grupo). * p <

0,05 versus os controles € 2R-1C + DHPs.
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Gréfico 3: Efeito das DHPs sobre a proliferagdo de células musculares lisas. (A) Imagens ilustrativas,
em 400x, da quantidade de nlcleos na camada média das aortas, referentes aos oito grupos
experimentais. (B) Representag@o grafica do niimero de células musculares lisas por #m de aorta. Os
dados estdo representados como média + EPM (n = 8-10 por grupo). * p < 0,05 versus os controles e
2R-1C + DHPs.
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Efeito das DHPs sobr e as concentr agbes vascularesda MM P-2 em ratos 2R-1C.

O método convencional de zimografia em gel foi utilizado para avaliar os efeitos da
Nifedipina, Nimodipina ¢ Amlodipina sobre as concentragdes vasculares de MMP-2. A figura
6, abaixo, mostra um gel representativo dos extratos de aortas referentes aos grupos (8)
experimentais. As bandas da pro-MMP-2 (75 e 72 KDa) e da MMP-2 ativa (64 KDa) foram
representadas pelos seus respectivos pesos moleculares.

Os animais hipertensos tiveram as concentragdes vasculares, tanto da pro-MMP-2
quanto da MMP-2 ativa, aumentadas significativamente em relagdo aos controles: sham e
sham + DHPs (Gréafico 4A, B e C; p <0,05).

O tratamento com Nifedipina e Nimodipina alterou de forma significativa estas
concentragdes enzimaticas elevadas nos animais hipertensos (p<0,05), com excecdo da
Amlodipina que ndo alterou de forma significativa as bandas da pro-MMP-2 (75 e 72 KDa),
mas alterou significativamente a banda de 64 KDa da MMP-2, que ¢ a banda ativa da enzima
e de interesse para nosso estudo. Isto pode ser decorrente de alguma limitagdo da técnica de

zimografia.

75 kDa
72 kDa
64 kDa

Padrao Sham Snif Snim Samlo  Hipert Hnif Hnim  Hamlo

Figura 6: Gel de zimografia representativo das aortas dos grupos experimentais.
Pro-MMP-2 (75 e 72 KDa) e MMP-2 ativa (64 KDa). Std: padrao interno.
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Gréfico 4: (A e B) Representagdo grafica das concentragdes vasculares da pro-MMP-2 (75 ¢ 72 KDa)
e (C) da MMP-2 ativa nos extratos de aortas. Os dados estdo representados como média £ EPM ( n=
8-14). (A e B *p<0,05 vs controles ¢ HNF;HN)

(C - *p<0,05 vscontroles e 2R-1C + DHPs). # p<0,05 vs controles.
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Efeito das DHPs sobre a atividade gelatinolitica in situ em ratos 2R-1C

A atividade gelatinolitica foi avaliada nas aortas pelo método de zimografia in Stu. Diferente da
zimografia convencional, este método reflete a atividade das MMPs diretamente nos tecidos.

Apesar deste método ndo ser capaz de diferenciar as gelatinases, foi observado um
aumento significativo da atividade gelatinolitica total, na camada média e endotélio, das
aortas dos ratos hipertensos em relagdo aos controles (Figura 7 e Gréfico 5; p < 0,05).

O tratamento com Nifedipina, Nimodipina e Amlodipina preveniu este aumento da

atividade nos animais hipertensos (p < 0,05), sem altera-los nos animais controle (p > 0,05).

Sham + NIF Sham + NIM Sham + AMLO

?R-1C+NIF 2R-1C + NIM - 2R-1C + AMI O

Figura 7: Efeito das DHPs sobre a atividade gelatinolitica in situ. Imagens ilustrativas, em 400x, da
atividade gelatinolitica total, na camada média e endotélio, das aortas referentes aos oito grupos
experimentais. A fluorescéncia verde reflete esta atividade via degradacdo da gelatina (fluor6foro).
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Gréfico 5 : Efeito das DHPs sobre a atividade gelatinolitica in situ. Quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia na camada média e endotélio das aortas. Os dados estdo representados como média +
EPM (n = 8-10 por grupo). * p < 0,05 versus os controles e 2R-1C + DHPs.



Resultados | 52

Efeito das DHPs sobre a expressdo da MM P-2 nas aortas deratos 2R-1C.

Como pode ser observado no gréafico abaixo, houve um aumento significativo da expressao
da MMP-2 nas aortas dos ratos hipertensos em relagao aos controles (Grafico 6; p < 0,05).

O tratamento com as DHPs reverteu esta expressao aumentada da MMP-2 nos animais
hipertensos, similar ao que ocorreu com a quantidade de proteina ativa na zimografia em gel,
sugerindo que a MMP-2 pode apresentar um importante papel nas alteracdes estruturais e

funcionais dos vasos observados nesta doenga.
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Gréfico 6: Efeito das DHPs sobre a expressdo da MMP-2. Representacao grafica dessa expressao. (A)
Imagens ilustrativas, em 400x, da expressdo da MMP-2, das aortas referentes aos oito grupos
experimentais. A fluorescéncia vermelha indica a presenca da MMP-2. Os dados estdo representados
como média = EPM (n = 8-10 por grupo).

* p < 0,05 versus os controles e 2R-1C + DHPs.
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Efeitos antioxidantes das DHPs sobre as concentragdes vasculares de EROs em ratos
2R-1C.

Foi observado um aumento significativo das concentragdes de EROs, na média e no
endotélio, das aortas dos animais hipertensos em relagdo aos controles (Grafico 7A e 7B; p <
0,05).

A atenuacdo da hipertensdo arterial e das alteracdes vasculares, observadas
anteriormente, podem estar relacionadas aos efeitos antioxidantes das DHPs sobre as
concentragdes vasculares de EROs, mas é bem provavel que elas exercam efeitos
antioxidantes por doar elétrons aos radicais livres, reduzindo-os a formas nao reativas. Por
outro lado elas podem afetar uma das fontes enzimaticas de EROs, como a NADPH oxidase,
reduzindo assim a produgdo intracelular destas espécies reativas de oxigénio ( Cominacini et
al ., 2003) ou ainda por aumentar a produ¢do de NO por mudangas na fosforilacdo da eNOS (
H. Lenasi et al ., 2003).

O tratamento com as DHPs reverteu estas concentracdes elevadas de EROs nos
animais hipertensos (p< 0,05), sem altera-las nos animais controles.

O estresse oxidativo também foi analizado no plasma pela quantificacdo das espécies
reativas ao acido tiobarbitirico. O grafico 7C mostra um aumento significativo das
concentragdes de MDA no plasma dos animais hipertensos quando comparados aos controles

(p <0,05), e as diidropiridinas inibiram este aumento de TBARS.
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Gréfico 7: Efeito das DHPs sobre as concentragdes vasculares de EROs, associadas a hipertensdo. (A)
Imagens ilustrativas, em 400x, da concentragdo vascular de EROs na camada média das aortas. A
fluorescéncia em vermelho representa os produtos da reagdo do DHE com o O,". (B) Quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia presente na camada média das aortas. (C) Concentragdes plasmaticas de
TBARS, expressas na forma de MDA. Os dados estdo representados como média + EPM (n = 5-6 por
grupo para DHE; n = 8-10 por grupo para TBARS).

* p < 0,05 versus controles e 2R-1C + DHPs.
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5- DISCUSSAO

Na hipertensdo, as pequenas artérias sofrem alteragcdes funcionais, estruturais e
mecanicas, resultando em reducdo da luz vascular e aumento da resisténcia periférica. As
alteracoes funcionais incluem o aumento da reatividade a vasoconstritores ou o
comprometimento do relaxamento e refletem alteracdes do acoplamento excitagdo-contracao,
alteracdo das propriedades elétricas das células da musculatura lisa vascular e/ou disfungao
endotelial. As principais alteragdes estruturais incluem o remodelamento devido ao aumento
do crescimento celular, a migracdo de células, deposi¢do de matriz extracelular e inflamagao
(Touyz RM, Fatiha Tabet, Schiffrin EL., 2003).

O modelo experimental 2R-1C foi proposto para este estudo por apresentar
concentragdes elevadas de EROs associadas ao aumento da renina palsmadtica e,
principalmente, da angiotensina II ( Lerman et al., 2005). Embora os mecanismos pelos quais
a angiotensina II produz EROs na vasculatura estejam se tornando mais claros, os
conhecimentos sobre como os intermediarios reativos de oxigénio atuam como segundos
mesangeiros na resposta a angiotensina Il e como esses processos redox sensiveis levam ao
remodelamento vascular, a disfuncdo endotelial e a inflamacdo na hipertensdo ainda sdo
escassos. A melhor compreensdo dos processos moleculares subjacentes poderia identificar
novos alvos terapéuticos voltados para a prevengdo da lesdo vascular na hipertensiao (Touyz
RM, Fatiha Tabet, Schiffrin EL., 2003).

Apesar de evidéncias experimentais convincentes para a associacdo causal entre
estresse oxidativo/inflamc¢ao e hipertensdo, ainda ndo esté claro se a hipertensao ou o estresse
oxidativo € o evento primdrio neste processo, € continua incerta a associacdo exata na
hipertensdo essencial humana. No entanto, o que esta claro é que o estresse oxidativo, a
inflamacao e a hipertensdo se inter-relacionam e que sua associa¢ao envolve um processo de
amplificacdo, que pode levar a uma deterioracdo progressiva da hipertensdo e de lesdes de
orgaos-alvo ( Touyz RM., 2005).

Estudos prévios do nosso laboratorio mostrou a possivel participagdo das
metaloproteinases de matriz (MMPs), especialmente a MMP-2, nas alteragdes vasculares
associadas ao modelo experimental de hipertensdo 2R-1C (Castro et al., 2008).

Como descrito anteriormente, metaloproteinases sdo endopeptidases calcio-
dependentes, contendo zinco, presentes na matriz de varios tecidos, incluindo musculatura lisa

vascular, endotélio e miocardio. Elas sdo as principais responsaveis pela degradacao de varias
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proteinas da MEC, participando ativamente de processos fisiologicos de remodelamento
tecidual (Page-McCaw et al ., 2007).

O aumento dos niveis e ativagdo da MMP-2 que foi encontrado no nosso estudo ¢
apoiado por achados similares em outros modelos experimentais de hipertensdao (Bouvet e
cols., 2005; Watts e cols., 2007; Castro e cols., 2008). E partindo da idéia de que as
metaloproteinases (MMPs) participam ativamente da proliferagdo de células da musculatura
lisa vascular e do remodelamento dos vaso, recentemente, estudos com varios CCBs,
incluindo a Amlodipina, tem mostrado modular a atividade das MMPs. Embora o mecanismo
envolvido ainda ndo esteja claro, os CCBs devem ndo agir somente na atividade/expressao
das MMPs mas também na transcricdo de seus inibidores teciduais (TIMPS) ( R.P. Mason, P.
Marche, T.H. Hintze., 2003). Portanto, o aumento da expressdo/atividade da MMP-2 pode
levar a uma menor vasodilatagdo ou aumentada vasoconstri¢do, contribuindo assim para uma
disfun¢do endotelial e aumento da resisténcia vascular na hipertensdo (Moreau e Schiffrin,
2003; Lerman e cols., 2005).

As EROs s3o muito importantes na ativagdo de algumas MMPs, especialmente da
MMP-2 (Castier et al., 2005; Luchtefeld et al., 2005; Rajagopalan et al., 1996). Elas podem
reagir com o residuo de cisteina, presente no pro-peptideo desta enzima, promovendo uma
ruptura do grupamento tiol com o zinco, o que resulta na sua ativacdo (Van Wart and
Birkedal-Hansen, 1990). Evidéncias indicam que as EROs tem papel patofisiologico
importante no desenvolvimento da hipertensdo, em grande parte, por excesso de radicais
superoxidos (O;") e diminuicao da biodisponibilidade de NO na vasculatura.

Elevadas concentragdes de EROs tem sido consistentemente mostradas em modelos
animais de hipertensdo, bem como na hipertensdo clinica (Griendling e Fitzgerald., 2003).
Esses processos patologicos estdo associados com a hipertensdo porque eles contribuem para
o estreitamento do lumem arterial e consequentemente resisténcia periférica e pressao
sanguinea aumentada (Ana Fortufio et al ., 2005).

Atualmente se aceita amplamente que o estresse oxidativo e a inflamagdo sejam
importantes participantes da doenca vascular associada a hipertensdo. A identificagdo de
indices clinicamente uteis, o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para interferir com
a inflamagdo e o estresse oxidativo e a validacdo de métodos para avaliar a terapia anti-
inflamatoria/oxidante aprimorardo ainda mais nossos conhecimentos sobre 0s processos
fisiopatologicos subjacentes a hipertensao e suas complica¢des (Touyz RM., 2005).

Neste estudo, encontramos niveis plasmaticos de perdxidos lipidicos aumentados em

ratos hipertensos, ¢ este resultado € consistente com achados prévios que mostram um
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aumento das concentragdes de EROs em modelo clinico e experimental de hipertensdao
(Griendling et al., 2003). Esses achados sdo baseados, em geral, nos niveis aumentados no
plasma de substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico (TBARS) e 8-epi-isoprostanos,
biomarcadores de peroxidacao lipidica e estresse oxidativo (Touyz RM., 2004) e que foram
reduzidos com as diidropiridinas usadas no nosso estudo (Nifedipina, Nimodipina e
Amlodipina).

Os bloqueadores de canais de calcio (CCBs) foram desenvolvidos como
vasodilatadores e seu uso no tratamento de doencas cardiovasculares fica amplamente
baseado nesse mecanismo de agdo. Mais recentemente, como ja foi dito, com a evolugao dos
bloqueadores de canal de calcio de segunda e terceira geragao, efeitos pleiotropicos tem sido
observados, ¢ no minimo alguns dos beneficios dos CCBs ¢ atribuido a esses mecanismos
(Mason et al, 2003).

Os CCBs usados no estudo sdo da familia das diidropiridinas, que sao bloqueadores de
canal de calcio do tipo L e sdo importantes drogas no tratamento da hipertensao e doengas
coronarianas. Essas diidropiridinas induzem seus efeitos farmacoldgicos especificos por se
ligarem nos canais de célcio tipo L, resultando em reducdo do influxo de calcio e
vasodilatagdo (Reinhard Berkels et al ., 2001).

Nosso estudo também mostra que, em paralelo a atenuacao da atividade/niveis das
MMPs, o tratamento com as diidropiridinas reverteu as alteragdes estruturais hipertréficas
observadas nas aortas dos animais hipertensos. Isto foi evidenciado por menores aumentos do
CSA e da razdo M/L. Proporcionalmente ao aumento do CSA, houve também um aumento da
proliferacao celular e grande parte do espessamento da camada média observado nas aortas
dos ratos 2R-1C pode ter ocorrido como conseqiiéncia de uma hiperplasia das células
musculares lisas (Castro et al ., 2008). Podemos sugerir, entdo, que as MMPs tem uma
importante participacdo neste tipo de alteragdo ja que as diidropiridinas usadas no estudo
reverteu essas alteragdes nos animais hipertensos.

Quanto a atividade antioxidante das diidropiridinas, ¢ bem provavel que elas exer¢am
atividade antioxidante por doar elétrons aos radicais livres, reduzindo-os a formas nao
reativas. Por outro lado, as diidropiridinas podem afetar uma das fontes enzimaticas de EROs,
tais como NADPH oxidase, xantina oxidase e ciclooxigenase, reduzindo assim a produgao
intracelular destas espécies reativas de oxigénio (Cominacini et al ., 2003). Ao reduzir a
produgdo de EROs, as diidropiridinas podem estar reduzindo a atividade/expressdo/niveis das

MMPs.
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Evidéncias experimentais indicam que os bloqueadores de canal de calcio exercem
efeito antioxidante e que protegeria as células endoteliais contra os radicais livres, que € o que
prejudica a disponibilidade de NO e leva a disfuncdo endotelial na hipertensao (Taddei et al .,
2000).

Diidropiridinas antagonistas de calcio, como a Amlodipina melhora a funcdo
endotelial em pacientes com hipertensao essencial e diminui significativamente a
aterosclerose na cardtida. O mecanismo molecular responsavel por esses efeitos parece nao
estar totalmente elucidado, mas parece estar envolvido com as propriedades antioxidantes
desse composto em aumentar a producdo de NO por mecanismos envolvendo a inibicdo de
PKC e subseqiiente mudancas na fosforilacio da eNOS na Ser''”’ e Thr**® (H. Lenasi et al .,
2003).

Berkels e colaboradores (2001) demonstrou que o tratamento com Nifedipina
(concentracdo e tempo dependente) aumentou significativamente a liberagdo de NO de células
endoteliais e que a disponibilidade de NO deve contribuir para os efeitos das diidropiridinas
antagonistas de calcio como efeitos antiagregatdrios, antiproliferativos e antiateroscleroticos.

Segundo Taddei e colaboradores (2000) as diidropiridinas podem reverter a
vasodilatagdo dependente do endotélio prejudicada e que na circulagdo do antebracgo,
Nifedipina e Lacidipina podem melhorar a disfung¢ao endotelial por restaurar a disponibilidade
de NO.

Martinez ML e colaboradores (2008) mostraram que a Lercanidipina, uma
diidropiridina de 3" geragéo, reverteu o comprometimento da vasodilatagdo a Ach associada
com a hipertensao 2R-1C, mostrando um possivel efeito das diidropiridinas em melhorar a
disfun¢do endotelial, associada a hipertensdo, por restaurar a disponibilidade de NO.

De uma forma geral, a atenuagdo das alteracdes vasculares pelas diidropiridinas
(Nifedipina, Nimodipina e Amlodipina) pode estar diretamente relacionada ao menor aumento
da pressdo arterial observado nos animais hipertensos tratados. E importante notar que as
acoes destas drogas sobre o sistema vascular vao além dos seus efeitos anti-hipertensivos. Isto
porque, mesmo atenuando o aumento da pressdo, as diidropiridinas em estudo reverteram as
alteracdes estruturais, diminui as concentragdes elevadas de EROs (DHE), observadas nos
animais hipertensos, e diminuiu os niveis ¢ a atividade da MMP-2 na aorta, visto através dos
métodos de zimografia em gel e in situ, respectivamente. Isto sugere fortemente que as MMPs
possam contribuir de forma significativa para o desenvolvimento e/ou progressdo da

hipertensdo renovascular.
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Em adigdo, enquanto os efeitos dos CCBs na atividade/expressaio da MMP ainda
precisam ser esclarecidos (Mason e cols., 2003), recentes achados sugerem que algumas
diidropiridinas reduzem a atividade/expressdo das MMPs (Roth e cols., 1996; Ikeda e cols.,
2000; Yue e cols., 2004; Martinez e cols., 20006).

De acordo com os nossos resultados, as diidropiridinas reduziram tanto os niveis de
estresse oxidativo, visto através da redugdo na producdao de anions superoxidos(DHE) e
malondialdeido no plasma (TBARS), quanto os niveis de MMP no vaso, visto através da
zimografia em gel e da zimografia in Situ (medida de atividade gelatinolitica total).

Portanto, levando-se em consideracdo que o estresse oxidativo aumentado é o
principal fator que ativa as MMPs (Rajagopalan e cols., 1996; Grote e cols., 2003; Nelson e
Melendez, 2004; Ra e Parks, 2007), e que tem um papel chave nas complica¢des vasculares
da hipertensdo (Ceriello e cols., 2006), ¢ possivel que alguns CCBs com propriedades
antioxidantes, incluindo as diidropiridinas possam reduzir a atividade da MMP-2 nos tecidos
vasculares e melhorar a disfuncao vascular causada pela hipertensao.

Com esses resultados podemos implicar que os bloqueadores de canal de célcio sejam
antihipertensivos com capacidade de reduzir o remodelamento vascular. E uma limita¢do do
nosso estudo € saber se o nosso modelo de hipertensdo renovascular(2R-1C) € representavel
frente a hipertensao clinica, mas para isso estudos mais detalhados precisam ser feitos.

Nossos resultados ainda sugerem que os efeitos antihipertensivos e antioxidantes
independem da geracdo das diidropiridinas e que esses antagonistas de calcio em estudo
(nifedipina, nimodipina e amlodipina) reverteram as alteracdes estruturais associadas a
hipertensao renovascular 2R-1C envolvendo efeitos antioxidantes e menor ativagdo da MMP-
2.

Em conclusdo, nossos achados sugerem que drogas antihipertensivas com atividade
antioxidante podem inibir a ativagdo da MMP-2 ¢ ajudar na prevengdo dessas alteragdes

estruturais associadas a hipertensao.
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6 - CONCLUSOES

1- Observamos que as diidropiridinas em estudo( Nifedipina, Nimodipina e Amlodipina)
produziram efeitos antihipertensivo e antioxidantes, revertendo as alteragdes estruturais
e aumento de MMP-2 na aorta dos ratos hipertensos e reduzindo os niveis de estresse

oxidativo no modelo de hipertensdo renovascular 2R-1C.
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ANEXOS

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO 342007 iy
‘FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO o /)2

— Comissé&o de Etica em Experimentagio Animal — i -

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagdo n® 029/2009, sobre o projeto intitulado “Efeitos de
diferentes anti-hipertensivos sobre alteragdes vasculares presentes no
modelo  Hipertensdo Arterial ~Renovascular (2R-1C)”, sob a
responsabilidade do Professor Doutor José Eduardo Tanus dos Santos
estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi
APROVADO em reunido de 08 de junho de 2009.

(Weoertlfylhmthe]rotocoln°029f2m about “Effects of different antihypertensives on the vascular

alterations in the r hypertension”, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL
. RESEARCHMWBW&MOIMWM(OOBEA)MMWm
06/08/2009 meeting.

Ribeirdo Preto, 08 de junho de 2009.

: Vs nyn

Prof. Dr. Eduardo Melani Rocha
Presidente da Comissdo de Etica em
Experimenta¢do Animal
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