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RESUMO

GUIMARAES, D. A. Efeitos de diferentes doses de doxiciclina sobre as
alteracOes vasculares associadas a hipertensao experimental 2R1C. 2010. 79 f.
Dissertacado (Mestrado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de

Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2010.

A hipertensdo arterial provoca alteragdes vasculares que estdo associadas com o
aumento da atividade das metaloproteinases (MMPs). Embora estas alteragdes
possam ser atenuadas pela doxiciclina, um inibidor ndo seletivo de MMPs, nenhum
estudo anterior avaliou o efeito de diferentes doses de doxiciclina sobre estas
alteracdes. No presente trabalho estudamos os efeitos da doxiciclina nas doses de
3, 10 e 30 mg/kg/dia sobre as alteracdes vasculares encontradas no modelo de
hipertensdo renal 2 rins-1 clipe (2R1C). A pressao arterial sistolica (PAS) foi
monitorada durante as quatro semanas de tratamento com a doxiciclina. Anéis de
aorta foram isolados para avaliar o relaxamento dependente do endotélio.
Morfometria quantitativa das mudancgas estruturais na parede da aorta foram
estudadas através de cortes histologicos corados com hematoxilina/eosina. Os
niveis adrticos de MMP-2 e a atividade proteolitica foram determinados por zimografia
em gel e in situ, respectivamente. O tratamento com doxiciclina nas trés diferentes
doses apresentou efeito hipotensor, ao reduzir de forma significativa a PAS dos
animais 2R1C tratados com doxiciclina em relagdo aos animais 2R1C tratados com
veiculo (195,4 + 3,9 mmHg versus 177,2 £ 6,2 mmHg, 176,3 £ 4,5 mmHg e 173 + 5,1
mmHg nos ratos hipertensos 2R1C tratados com veiculo, ou com doxiciclina, 3, 10,
30 mg /kg/dia, respectivamente na sexta semana (P <0,01)). No entanto, apenas a
maior dose de doxiciclina normalizou a resposta relaxante da ACh (P <0,05), a

hipertrofia vascular e o aumento dos niveis da MMP-2 induzidos pela hipertensao



2R1C (P <0,05). Nao foram observadas mudancgas significativas entre os animais
controle (Sham+veiculo, Sham+doxi 3, Sham+doxi 10, Sham+doxi 30) em relagao a
todos os parametros estudados. Em concluséo, estes resultados sugerem que a
doxiciclina diminui a atividade da MMP-2, melhorando assim a disfungdo endotelial,
e o0 remodelamento vascular encontrados nesse modelo de hipertenséo
renovascular. Além disso, menores doses de doxiciclina n&o atenuam estas

alteracdes vasculares.

Palavras-chave: hipertensdo 2R1C, doxiciclina, metaloproteinases, remodelamento

vascular.



ABSTRACT

GUIMARAES, D. A. Effects of different doses of doxycycline on vascular
changes associated with experimental hypertension. 2010. 79 f. Dissertacao
(Mestrado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,

Ribeirdao Preto, 2010.

Hypertension induces vascular alterations that are associated with upregulation of
matrix metalloproteinases (MMPs). While these alterations may be blunted by
doxycycline, a non-selective MMPs inhibitor, no previous study has examined the
effects of different doses of doxycycline on these alterations. We studied the effects
of doxycycline at 3, 10, and 30 mg/kg/day on the vascular alterations found in the two
kidney-one clip (2K1C) renal hypertension model. Systolic blood pressure (SBP) was
monitored during four weeks of doxycycline treatment. Aortic rings were isolated to
assess endothelium dependent relaxation. Quantitative morphometry of structural
changes in the aortic wall was studied in hematoxylin/eosin stained sections. Aortic
MMP-2 levels and proteolytic activity were determined by gelatin and in situ
zymography, respectively. Treatment with doxycycline in three different demonstrated
a hypotensive effect, reducing significantly the SBP in 2K1C animals treated with
doxycycline compared with 2K1C+ vehicle (195.4 £ 3.9 mmHg versus 177.2 £ 6.2
mmHg, 176.3 £ 4.5 mmHg, and 173 £ 5.1 mmHg in 2K1C hypertensive rats treated
with vehicle, or doxycycline at 3, 10, 30 mg/kg/day, respectively (P<0.01)). However,
only the highest dose normalized the Ach relaxation (P<0.05), vascular hypertrophy,
and increases in MMP-2 levels (P<0.05). There were no changes between animals
control (Sham+vehicle, Sham+doxy 3, Sham+doxy 10, Sham+doxy 30) in all
parameters studied. In conclusion, our results suggest that doxycycline decreases

the activity of MMP-2 and thus improves vascular endothelial dysfunction and



remodeling found in this model of renovascular hypertension. Moreover, relatively
low doses of doxycycline do not attenuate these vascular alterations.
Keywords: 2K1C hypertension, doxycycline, metalloproteinases, vascular

remodeling.
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INTRODUCAO

1 - AlteracOes fisiopatoldgicas da hipertenséo arterial

A hipertensdo é um crescente problema de saude publica, associado a
elevada morbidade e mortalidade entre a populagdo adulta (Sarafidis and Bakris
2008). Estima-se que em 2025, mais de 1,56 bilhdes de individuos ser&do acometidos
por esta doenga em todo o mundo (Chobanian, Bakris et al. 2003; Kearney, Whelton
et al. 2005).

O diagnostico da hipertensédo é feito pela detecgdo de niveis elevados e
sustentados da pressao arterial. Individuos com pressao sistélica menor que 130
mmHg e diastolica menor que 85 mmHg nao apresentam hipertensao arterial. Por
outro lado, individuos com pressao sistolica entre 120 e 139 mmHg ou diastdlica
entre 80 e 89 mmHg sao considerados pré-hipertensos e aqueles com pressao
sistélica entre 140 e 159 mmHg e diastdlica entre 90 e 99 mmHg sao classificados
no estagio 1 da hipertensao arterial (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2010).

A hipertensdo é uma doenca multifatorial e esta intimamente associada ao
aumento do risco de doengas cardiovasculares, bem como alteragdes patologicas
nos mecanismos vasculares, hormonais, neuronais e renais de controle da pressao
arterial (Kannel 1993; Himmelmann, Hedner et al. 1998; Raffetto and Khalil 2008).
Durante a hipertensao, ocorrem varias alteragbes vasculares e funcionais, dentre
elas esta o aumento do estresse oxidativo, evidenciado em pacientes com
hipertensdo essencial e em modelos experimentais de hipertensao (Griendling and
FitzGerald 2003; Zhang, Griendling et al. 2005). Além disso, ocorre um

remodelamento vascular, o qual envolve a ativagdo de vias proteoliticas que
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contribuem para a mudancga estrutural que ocorre na matriz extracelular (Ruddy,

Jones et al. 2009).

1.1 - Remodelamento vascular

A parede do vaso € composta de células endoteliais, células do musculo liso
vascular e fibroblastos, os quais sdo organizados em camadas distintas (Wagenselil
and Mecham 2009). As células vasculares respondem fisiologicamente a diversos
estimulos. Entretanto, as artérias de condutancia, especialmente a aorta, sao
particularmente bem adaptadas a mudangas ciclicas na pressdo sanguinea, que as
forgam a expandir-se na sistole e estreitar-se na diastole (Lemarie, Tharaux et al.).

Em condigdes fisioldgicas, a elasticidade intrinseca dos grandes vasos atenua
as variagdes periodicas de pressao (Arribas, Hinek et al. 2006). No entanto, em
condicbes de elevada pressao arterial, como na hipertensdo arterial ocorrem
mudangas geométricas, estruturais, morfoldgicas e funcionais na parede da artéria
conhecidas por remodelamento vascular (Fridez, Zulliger et al. 2003), que é
considerado uma resposta adaptativa para normalizar a tensdo na parede do vaso
(Safar, London et al. 1998). Algumas modificagbes especificas que ocorrem no vaso
sao: disfuncado endotelial, espessamento da parede, hipertrofia e hiperplasia das
células do musculo liso vascular, migracdo, proliferagao e apoptose celular, além de
deposicdo de componentes da matriz extracelular (Intengan and Schiffrin 2001;
Fridez, Zulliger et al. 2003; Newby 2006; Castro, Rizzi et al. 2008).

Existem dois tipos de remodelamento, o hipertréfico e o eutréfico, que
ocorrem nas artérias de condutancia e nas artérias de resisténcia (didametro menor
que 300 pm), respectivamente (Mulvany 2002). No remodelamento eutrdfico,

acontece diminuicdo do diametro do lumen do vaso e aumento na razdo da
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espessura da média pelo didmetro do lumen do vaso (média/lumen), sem alterar a
area de seccao transversal (AST). Ja o remodelamento hipertréfico envolve tanto o
aumento na média/lumen quanto na AST, enquanto o lumen do vaso é inalterado
(Intengan and Schiffrin 2001; Arribas, Hinek et al. 2006; Duprez 2006).

Um mecanismo pelo qual o remodelamento vascular ocorre & através da
degradacéao e reorganizagao da matriz na parede do vaso (Raffetto and Khalil 2008),
devido a ativagdo das metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) (Ruddy,
Jones et al. 2009). Além disso, a ativagao do sistema renina angiotensina induz
efeitos na estrutura vascular, como crescimento e fibrose, sendo um importante

regulador do remodelamento e inflamagéao vascular (Duprez 2006).

1.2 - O modelo de hipertensao 2R1C

A fisiopatologia da hipertensdo é bastante heterogénea e varios modelos
animais tém sido propostos com o intuito de explicar os fendbmenos ocorridos na
hipertensdo essencial (Levy, Chung et al. 2009). O modelo experimental de
hipertenséo 2 rins-1clipe (2R1C), desenvolvido por Goldblatt (1939), é relacionado a
significante ativagdo do sistema renina-angiotensina, sendo muito semelhante ao
quadro de hipertensdo renovascular em humanos (Martinez-Maldonado 1991).

Neste modelo, inicialmente € colocado um clipe em uma das artérias renais, e
matém-se o rim contralateral intacto. Ocorre inicialmente uma diminuigdo na
perfusdo renal para o rim clampeado que leva a liberagcdo de renina e, subsequente
producdo de angiontensina Il circulante (Ang Il), o que resulta em vasoconstrigao
acentuada, retencdo de sédio e agua (mediados pela aldosterona), dentre outros
fatores, com consequente aumento da pressao arterial (PA) (Lerman and Chade

2006; Textor 2006). Inicialmente, existem concentragbes elevadas de Ang Il e
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diminuigao progressiva de renina plasmatica, mantendo ainda a PA elevada. Ja na
fase considerada crénica da hipertensao, os animais apresentam reducgao tanto das
concentragdes de renina como também da Ang Il circulante, embora a presséao
continue elevada. Deste modo, desencadeia-se um progressivo dano cardiovascular
e renal resultando em acentuadas alteracbes vasculares associadas a um
significativo aumento da atividade das MMPs (Martinez-Maldonado 1991; Lerman,

Chade et al. 2005; Lerman and Chade 2006).

2 - As metaloproteinases da matriz extracelular

Recentes estudos indicam que um grupo de endopeptidades calcio-
dependentes, contendo zinco, conhecidas por metaloproteinases da matriz
extracelular (MMPs) desempenham importante papel no remodelamento vascular
presente em muitas doengas cardiovasculares, incluindo a hipertenséo (Castro, Rizzi
et al.; Ceron, Castro et al.; Galis and Khatri 2002; Chow, Cena et al. 2007; Castro,
Rizzi et al. 2008).

As MMPs degradam varias proteinas da matriz extracelular, quebrando-as em
suas ligagbes peptidicas especificas e sao expressas em varios tipos celulares e
tecidos, incluindo células da musculatura vascular lisa, endotélio, fibroblastos e
células inflamatorias. A familia das MMPs apresenta mais de 28 espécies, dentre
elas estao: colagenases intersticiais (MMP-1, MMP-8 e MMP-13), gelatinases (MMP-
2 ou gelatinase A, e MMP-9 ou gelatinase B), stromelisinas (MMP-3 e MMP-10),
MMPs de membranas (MT1-MMP a MT6-MMP) e subgrupos heterogéneos (MMP-7,
MMP-12, MMP-19 e MMP-20) (Chow, Cena et al. 2007; Schulz 2007; Raffetto and

Khalil 2008).
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Basicamente, as MMPs s&o compostas de um sitio catalitico, contendo zinco
(Zn?**) e calcio e de um pré-peptidio ligado a este sitio por uma ligagdo sulfidrila.
Grande parte dessas enzimas possui também uma regido conhecida como
“hemopexin-like”, responsavel pelo reconhecimento e adesdo aos componentes da

matriz extracelular (Figura 1) (Raffetto and Khalil 2008).

Subgrupos Pro-dominio Dominio catalitico Hinge  Hemopexin

Colagenases :msa .
MMP-1, 8, 13, 18 |
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MMP-14, 15, 16, 17

Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura das MMPs (Raffetto and Khalil
2008).

Como consequéncia das propriedades potencialmente destrutivas das
proteases, todas as MMPs sao sintetizadas em uma pré-forma enzimaticamente
inativa, deniminada de zimogénio (Nagase and Woessner 1999). Assim, a ativagao
enzimatica requer a remog¢ao do dominio pro-peptideo através da degradagao deste
por outras proteases, tais como plasmina, ou por MT-MMPs (Murphy and Nagase

2008).
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A atividade das MMPs pode ser regulada por varios fatores como, citocinas,
horménios, fatores de crescimento, estresse de cisalhamento e estresse oxidativo
(Spinale 2007). Esta regulacao pode ser feita em trés niveis: indugao da transcrigao
génica, modificacdo pdés-traducional e interagdo das MMPs com seus inibidores
teciduais especificos (TIMPs) (Nagase and Woessner 1999; Visse and Nagase
2003; Murphy and Nagase 2008).

Existem quatro tipos de TIMPs descritos (TIMP-1 a TIMP-4), entretanto
apenas o TIMP-1 e o TIMP-2 sdo mais bem caracterizados em modelos animais de
hipertensdo. Sob condigdes fisioldgicas, existe um equilibrio entre a razdo de MMPs
e TIMPs, entretanto em processos patolégicos como na hipertensao arterial, ocorre
um desequilibrio entre esta razdo, levando a uma degradagado excessiva das
proteinas da matriz extracelular (Murphy and Nagase 2008) e consequente

remodelamento vascular patoldgico (Sluijter, de Kleijn et al. 2006).

2.1 - Importancia da MMP-2 na hipertenséao arterial

A atividade aumentada das MMPs induz a varios processos patolégicos como
invasdo de células tumorais e metastase (Deryugina and Quigley 2006), doenga
fibrética e artrite reumatoide (Mohammed, Smookler et al. 2003). Dentre estas
enzimas proteoliticas, MMP-2 e MMP-9, tém apresentado um importante papel nas
doencas cardiovasculares como aterosclerose, infarto, doenga cardiaca isquémica,
aneurisma e hipertensao (Dollery, McEwan et al. 1995; Spinale, Coker et al. 2000;
Creemers, Cleutjens et al. 2001; Wilson and Spinale 2001; Castro, Rizzi et al. 2008).

A MMP-2 é uma gelatinase, que existe de forma constitutiva, e possui um
dominio chamado “fibronectin like” responsavel pelo reconhecimento ao colageno

tipo I, IV, V, VIl e X, gelatina (colageno desnaturado), laminina e elastina (Galis and
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Khatri 2002). A ativacdo das MMPs requer a dissociagao da ligacao entre o residuo
de cisteina do dominio pré-peptideo e o ion zinco do dominio catalitico. A pr6-MMP-
2 (72 KDa) é processada por agao combinada da MMP-14 e do TIMP-2 a uma forma
enzimaticamente ativa (64 KDa). Entretanto, o estresse oxidativo por agédo do
peroxinitrito (ONOOQO’) pode ativar a pro-MMP-2 sem remover o pré-peptideo
autoinibitério, mantendo o mesmo peso molecular da forma inativa (72 KDa)

(Kandasamy, Chow et al.; Schulz 2007)(Figura 2).
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Figura 2- Ativacdo da MMP-2 por remocgao proteolitica do dominio pro-peptideo
resultando na forma ativa de 64 KDa e ativagao por estresse oxidativo, sem remogao
do pro-peptideo (Schulz 2007).

Recentemente, foi demonstrada elevada expressao e atividade da MMP-2 e
da MMP-9 no remodelamento vascular em pacientes hipertensos (Yasmin, McEniery
et al. 2005; Ahmed, Clark et al. 2006) e em modelos animais (Castro, Rizzi et al.;
Lehoux, Lemarie et al. 2004; Bouvet, Gilbert et al. 2005; Flamant, Placier et al. 2007;
Watts, Rondelli et al. 2007; Castro, Rizzi et al. 2008; Martinez, Castro et al. 2008).

Outras evidéncias sugerem que o aumento na atividade e nos niveis de MMP-2
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pode prejudicar o vasorelaxamento dependente do endotélio e causar hipertrofia na
parede da artéria, deposicdo excessiva de colageno e elastina e deste modo
contribuir para disfungédo e remodelamento vascular hipertensivo (Ceron, Castro et
al.; Castro, Rizzi et al. 2008; Martinez, Castro et al. 2008; Castro, Rizzi et al. 2009).
Embora as MMPs sejam conhecidas pelo seu papel no remodelamento da
matriz extracelular, recentes evidéncias tém mostrado que a MMP-2 também
desempenha importante papel intracelular, especialmente em resposta ao estresse
oxidativo durante a injuria de isquemia/reperfusao cardiaca (Wang, Schulze et al.
2002; Schulz 2007). Além disso, a MMP-2 também pode aumentar a contratilidade
vascular, contribuindo para a manutencao da hipertensao arterial. Neste contexto, a
MMP-2 cliva a big endotelina-1 (Big-ET-1) a um potente vasoconstritor, a endotelina-
1 (ET-1) (Fernandez-Patron, Radomski et al. 1999). Cliva ainda, o peptideo
vasodilatador CGRP (peptideo relacionado ao gene calcitonina) em produtos de
degradagdo sem agao vasodilatadora (Fernandez-Patron, Stewart et al. 2000), e a
adrenomedulina a metabdlitos menos vasodilatadores e a metabdlitos com agao
vasoconstritora (Martinez, Oh et al. 2004), desse modo promovendo a

vasoconstricao (Figura 3).
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Figura 3- Representagao esquematica da regulacédo do ténus vascular pela MMP-2
(Chow, Cena et al. 2007).

3 - Efeitos da doxiciclina sobre as MMPs

Portanto, as MMPs desempenham importante papel no desenvolvimento e
progressdao de diversas doengas cardiovasculares. Desse modo, inibir estas
proteases torna-se uma importante estratégia terapéutica para o tratamento, por
exemplo, da hipertensao arterial.

A doxiciclina € uma tetraciclina capaz de inibir a atividade das MMPs
independentemente de sua acdo antimicrobiana (Golub, Lee et al. 1998). E
considerada o inibidor mais potente e ndo seletivo de MMPs (Golub, Ramamurthy et
al. 1991), capaz de inibir a atividade destas enzimas em concentragdes plasmaticas
menores do que a requerida para sua ag&o antimicrobiana (Lee, Ciancio et al. 2004).
Embora as tetraciclinas sejam quelantes de Zn** (Peterson 2004), o mecanismo
primario de inibigdo das MMPs pela doxiciclina ndo esta esclarecido. Entretanto, foi

proposto que a doxiciclina pode se ligar proximo ao Zn** no sitio catalitico e romper
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a ligacao entre este ion e o calcio e assim bloquear o sitio ativo e inibir a atividade
da MMP-7 (ou matrilisina) (Figura 4) (Garcia, Pantazatos et al. 2005).

O derivado da doxiciclina (Periostat) € o unico inibidor de MMPs aprovado
para uso clinico pelo FDA (US Food and Drug Administration), em dose
subantimicrobiana para o tratamento de doengas periodontais (Novak, Johns et al.
2002). Além disso, o uso da doxiciclina tem demonstrado efeitos benéficos, no
tratamento de outras doengas em que as MMPs desempenham papéis patoldgicos,
tais como aneurisma aodrtico abdominal (Thompson and Baxter 1999), hipertenséo
arterial (Castro, Rizzi et al. 2008), infarto do miocardio (Villarreal, Griffin et al. 2003) e

cancer de colo retal (Onoda, Ono et al. 2004),.

5
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Figura 4- Mecanismo de inibicdo da MMP-7 pela doxiciclina (Garcia, Pantazatos et
al. 2005).

Estudos sugerem que a doxiciclina reduz significativamente o aumento da

atividade da MMP-2 em artérias de resisténcia e de condutancia (Bouvet, Gilbert et
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al. 2005; Castro, Rizzi et al. 2008) e atenua o remodelamento ventricular apés infarto
do miocardio (Villarreal, Griffin et al. 2003) por diminuir a atividade da MMP-2 e
MMP-9 (Tessone, Feinberg et al. 2005). Além disso, estabiliza placas
aterosclerdticas por inibir MMPs em carétidas (Axisa, Loftus et al. 2002), reduz a
producao de MMP-2 por células do musculo liso vascular, por diminuir a estabilidade
do RNAm (Liu, Xiong et al. 2003), bem como diminui a degradacédo da matriz
extracelular em aneurisma aértico abdominal (Thompson and Baxter 1999; Prall,
Longo et al. 2002). Estes efeitos benéficos foram produzidos por diferentes doses de
doxiciclina, contudo nenhum estudo anterior avaliou comparativamente os efeitos de
diferentes doses de doxiciclina sobre as alteracbes vasculares induzidas pelo
modelo experimental de hipertensdo 2R1C.

Castro et al (Castro, Rizzi et al. 2008), mostrou que a doxiciclina pode inibir o
remodelamento vascular induzido pela hipertensao arterial experimental 2R1C, em
uma dose muito maior, com base no peso (30 mg/kg/dia) em comparagdo com o
padrdo da dose antimicrobiana de doxiciclina usada em humanos (1 a 1,5 mg/kg)
(Prall, Longo et al. 2002). Dessa maneira, doses elevadas de doxiciclina
administradas em humanos para inibir MMPs, poderiam causar resisténcia em
algumas espécies de bactérias a doxiciclina, podendo dificultar o tratamento de
determinadas infec¢cdes bacterianas, além de causar outros tipos de efeitos
adversos. Assim, torna-se importante saber se doses inferiores a 30 mg/kg/dia séo

eficazes em reduzir o remodelamento vascular em ratos hipertensos 2R1C.
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HIPOTESE

Levando-se em consideragao que:

1. No modelo 2R1C de hipertensdo ha um aumento nos niveis de MMP-2, que
participam do desenvolvimento das alteragbes vasculares estruturais e
funcionais, bem como do remodelamento vascular;

2. A doxiciclina é capaz de reduzir os niveis de MMP-2 e, dessa forma atenua as
alteracdes vasculares citadas anteriormente;

3. Existem resultados conflitantes em relagdo a melhor dose de doxiciclina para
o tratamento de disfuncdes vasculares;

4. Doses menores que 30 mg/kg/dia de doxiciclina podem produzir efeitos
semelhantes aos produzidos pela dose de 30 mg/kg/dia e que doses maiores

podem produzir efeitos adversos;

Formulamos a hipotese de que é possivel que a doxiciclina em doses
inferiores a 30 mg/kg/dia possa impedir o aumento dos niveis de MMP-2,

a disfuncado e o remodelamento vascular associado a hipertenséo 2R1C.
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OBJETIVOS

1- Verificar os efeitos da inibicdo das MMPs, com diferentes doses de doxiciclina (3,
10 e 30 mg/kg/dia), sobre as alteragdes funcionais e estruturais presentes nos vasos
de ratos com hipertensdo renovascular (2R1C).

2- Avaliar se a doxiciclina provoca inibicao de forma dose dependente das MMPs e,
determinar a dose mais favoravel para o tratamento de disfungcbes vasculares

associadas ao aumento da MMP-2 na hipertensao 2R1C.
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MATERIAIS E METODOS

1 - Consideracdes gerais

Os experimentos foram realizados utilizando ratos machos Wistar (180 a 200
gramas), provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto, da
Universidade de S&o Paulo. Os animais foram mantidos no biotério da Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, em salas com ciclo claro/escuro de 12 horas,
temperatura controlada (22-25 °C) e livre acesso a ragao e agua. Esse estudo foi

previamente aprovado pelo comité de ética dessa universidade (n°140/2009).

1.1 - Hipertenséo arterial induzida pela técnica de Goldblatt

O modelo de hipertensdo renal 2R1C foi proposto para este estudo por
apresentar significativas alteragdes vasculares associadas as MMPs (Martinez-
Maldonado 1991). A indugdo da hipertensdo arterial foi realizada através da
introducdo de um clipe de prata com abertura de 0,2 milimetros na artéria renal,
causando estenose da artéria. Esse procedimento leva a ativagao do sistema renina-
angiotensina, resultando em aumento da pressao arterial (Goldblatt 1958). Os
animais controle foram submetidos a laparotomia, sem introduc¢ao do clipe na artéria
renal. Como anestésicos foram utilizados ketamina (100mg/kg) e xilazina (10 mg/kg),

via intra-peritoneal (i.p.).
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1.2 - Grupos experimentais

Sham: animais controle, submetidos apenas a laparotomia e que receberam agua;
Sham+doxi 3: animais controle, submetidos apenas a laparotomia e que receberam
a dose de 3 mg/kg/dia de doxiciclina;

Sham+doxi 10: animais controle, submetidos apenas a laparotomia e que
receberam a dose de 10 mg/kg/dia de doxiciclina;

Sham+doxi 30: animais controle, submetidos apenas a laparotomia e que
receberam a dose de 30 mg/kg/dia de doxiciclina;

2R1C: animais submetidos a estenose da artéria renal e que receberam agua;
2R1C+doxi 3: animais submetidos a estenose da artéria renal e que receberam a
dose de 3 mg/kg/dia de doxiciclina;

2R1C+doxi 10: animais submetidos a estenose da artéria renal e que receberam a
dose de 10 mg/kg/dia de doxiciclina;

2R1C+doxi 30: animais submetidos a estenose da artéria renal e que receberam a

dose de 30 mg/kg/dia de doxiciclina.

A escolha das diferentes doses de doxiciclina foi baseada em estudos prévios
descritos na literatura, em diferentes modelos de hipertenséo (Griffin, Jinno et al.
2005; Tessone, Feinberg et al. 2005; Garcia, Go et al. 2007; Castro, Rizzi et al.
2008). Inicialmente, utilizamos a dose de doxiciclina de 100 mg/kg/dia com o objetivo
de verificar o efeito de uma dose maior que 30 mg/kg/dia sobre as alteragdes
bioquimicas, estruturais e funcionais estudadas. Entretanto, os animais
apresentavam um comportamento anormal apds a gavagem, desse modo o
tratamento com esta dose foi abolido, pois poderia interferir nos resultados finais,

além de poder ser possivelmente toxico aos ratos.
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Somente os animais 2R1C, apds as duas semanas de hipertensdo, que
apresentaram um aumento minimo na pressao arterial sistélica de 30 mmHg foram
utilizados para o estudo.

Iniciamos os tratamentos apdés duas semanas da inducdo da hipertensao
arterial renovascular, e os animais que ficaram hipertensos foram distribuidos
aleatoriamente em cada um dos grupos experimentais de animais hipertensos
citados acima. Os tratamentos foram realizados por gavagem, por um periodo de
quatro semanas totalizando seis semanas de hipertensao apds a cirurgia. A seguir
os animais foram sacrificados para a coleta de tecidos para analises estruturais

bioquimicas e moleculares.

2 - Materiais
2.1 - Solucdes utilizadas nos experimentos:

- Acetilcolina (107"° mol/L a 10 mol/L);

- Albumina sérica bovina (BSA), 8 mg/mL;

- Anticorpos monoclonais: anti-MMP-2 (MAB 3308); diluicado 1:1000 em PBS, a partir
da solugao inicial de 1 mg/mL (Chemicon, Termecula, CA, USA);

- Anticorpo secundario rodamina (AP 160P), diluicdo 1:200 em PBS, a partir da
solucédo inicial de 1 mg/mL (Chemicon, Termecula, CA, USA);

- Dodecil sulfato de sddio (SDS) 12%, co-polimerizado com gelatina (1 mg/mL);

- Fenilefrina (10 mol/L);

- Hematoxilina e Eosina (H&E);

- Kit de atividade gelatinolitica (E12055, Molecular Probes, Oregon, EUA);

- MMP-2 recombinante humana (R&D Systems Inc.,Minneapolis, EUA);

- Paraformaldeido (PFA) 4% v/v tamponado;
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- PBS (tampao salina fosfato);

- Persulfato de Aménio (APS) 10%;

- Reagente de Bradford;

- Solugdo de Krebs modificada (em mmol/L: NaCl 130; CaCl, 1,6; MgSO4 1,2;
KH,PO4 1,2; KCI 4,7; NaHCO3 14,9 e glicose 5,5);

- Solugao de Triton X-100 a 2%;

- Solugéo de Agarose 3%;

- TEMED (tetrametil etilenodiamina);

- Solugéo de acrilamida 30% e bisacrilamida (0,8%);

- Solugao de coloragao: Coomassie Brilliant Blue G-250 0,05%;

- Solugéo fixadora e de descoloragéo: Metanol 30% e Acido acético 10%;

- Solugao tampéo de Tris-CaCl, (Tris 50 mmol/L, CaCl, 10 mmol/L, ZnCl; 1 umol/L );
- Solugéo de DQ Gelatin 5 yg/mL (Molecular Probes, Oregon, USA);

- Solugao de Clostridium sp. 2 U/mL (Molecular Probes, Oregon, USA);

- Solugao de Krebs-HEPES, pH 7,2;

-Tampéo de extracdo de proteinas: 20mmol/L de Tris-HCI, 1 mmol/L de 1,10-
fenantrolina, 1 mmol/L de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), 1 mmol/L de NEM e
10 mmol/L de CaCly;

- Tampao utilizado no gel de separagao: Tris-HCI/SDS, pH 8,8;

- Tampao utilizado no gel de largada: Tris-HCI/SDS, pH 6,8;

-Tampao de amostra ndo-redutor: SDS 2%, Tris-HCI 125 mmol/L, glicerol 10% e azul

de bromofenol 0,001%; pH 6,8.

Os demais reagentes nao especificados foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO,

USA).
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2.2 - Drogas administradas diretamente nos animais:

- Doxiciclina 3, 10 ou 30 mg/kg/dia em suspensao aquosa com agitagdo prévia para
diluicdo da droga, administrada por via oral;

- Ketamina (100 mk/kg) e xilazina (10 mg/kg), via intra peritoneal.

2.3 - Equipamentos utilizados nos experimentos:

- Balanga de precisdao (Shimadzu AY220), pHmetro (Incibras) e centrifuga
refrigerada (CELM — 3 plus);

- Espectrofluorimetro (Gemini EM, Molecular Devices, Sunyale, CA);

- Espectrofotdometro;

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

- Micrétomo (Leica RM2025) e criostato (CM 1900; Leica, Alemanha);

- Microscépio de luz branca e fluorescéncia (Leica Imaging Systems Lid.,
Cambridge, England) acoplada a camera fotografica;

- Sistema de documentacgao de eletroforese Kodak (Kodak, Rochester, NY);
-Transdutor de pressdo acoplado a um manguito (MTL125R pulse
transducer/pressure cuff; Castle Hill, Australia);

-Transdutor de tensao isométrica (Letica Scientific Instruments; Barcelona,

Espanha).

2.4 - Programas de aquisi¢cdo de dados:

- Analysis System (EDAS) 290 (Kodak, Rochester, NY);
- Chart V4.04, PowerLab ADInstruments (2000);

- ImagedJ Program (NIH — National Institutes of Health);
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- KCJunior e SoftMax Pro (Molecular Devices, Sunyale, CA);
- PowerLab 4/S analog-to-digital converter (AD Instruments Ltd., Csdtle Hill,
Australia);

- SigmaStat for Windows (Jadel Scientific, USA).

3 - Métodos

3.1 - Avaliacao dos parametros hemodinamicos

3.1.1 - Avaliacdo da pressdao arterial sistdlica e peso corporal:

A pressao arterial sistélica foi verificada pelo método de pletismografia de
cauda. Para isso, um manguito acoplado a um transdutor de presséao foi colocado
em torno da cauda dos animais acordados, previamente aquecidos (em cabinetes
com temperatura de 37 °C). As variagdes da pressdo foram capturadas por um
programa especifico de aquisicdo de dados: PowerLab 4/S analog-to-digital
converter (AD Instruments Ltd., Csdtle Hill, Australia) e os resultados representados
por uma média de trés medidas consecutivas para cada animal. A pressao arterial e
o peso corporal foram avaliados semanalmente, durante as 6 semanas do estudo (2
semanas de inducado de hipertensio arterial renal + 4 semanas de tratamento com

doxiciclina).

3.1.2 - Avaliacéo da reatividade vascular:

Ao final da sexta semana de tratamento, os animais foram anestesiados,
decapitados e suas aortas foram retiradas delicadamente e lavadas em solucédo de
Krebs. Essas aortas foram cortadas em anéis de quatro milimetros de comprimento

e colocadas em um sistema de cuba para orgaos isolados contendo 5 mL de
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solugdo modificada de Krebs a 37 °C, pH 7,4 e aeragcdo constante com mistura
carbogénica (95% de O, e 5% de CO,). Esse sistema foi previamente conectado a
um transdutor de tensdo isométrica (Letica Scientific Instruments; Barcelona,
Espanha) (Rizzi, Castro et al. 2009) e os registros de tensdo, em gramas, foram
adquiridos utilizando o programa de aquisicdao de dados: Chart V4.04, PowerLab
ADInstruments (2000). Apdés 60 minutos de estabilizagdo sob tensao basal de 1,5 g,
os anéis foram contraidos com fenilefrina (10”7 mol/L). Sobre a contragdo mantida
com fenilefrina, testamos a integridade do endotélio com a adicdo de 10° mol/L de
acetilcolina. Somente os anéis que produziram relaxamento igual ou superior a 80%
da contragédo original foram considerados com endotélio funcional preservado. O
relaxamento foi calculado como porcentagem da contragéo induzida pela fenilefrina.
Para avaliar o relaxamento vascular dependente do endotélio foram utilizadas

concentracdes crescentes e cumulativas de acetilcolina (107'° mol/L a 10 mol/L).

3.2 - Parametros estruturais
3.2.1 - Analise morfolégica da aorta:

Ao final da sexta semana do estudo, os animais foram anestesiados,
decapitados e suas aortas foram retiradas delicadamente, lavadas em solucédo de
Krebs, dissecadas do tecido conjuntivo e gordura e fixadas imediatamente em
solugao tamponada de paraformaldeido (PFA) a 4%, por 24 horas. Apos a fixagao,
as aortas foram desidratadas em diferentes concentragdes de alcool, inseridas em
parafina e cortadas transversalmente (4 um) em micrétomo (Leica RM2025). Esses
cortes foram feitos em lamina de vidro e colocados sobre uma chapa de

aquecimento a 37-39 °C, para promover aderéncia e abertura dos cortes de
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parafina. Para cada animal, foram feitas duas laminas com trés cortes cada, em
sequéncia.

As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para
determinacdo dos parametros estruturais da aorta: area de seccao transversal do
corte (AST), espessura da camada média (média) e razdo média por lumen (M/L). O
numero de células musculares lisas foi determinado pela contagem de nucleos.

As imagens dos cortes foram obtidas utilizando microscépio de luz branca
(Leica Imaging Systems Ltd., Cambridge, England) acoplado a uma camera
fotografica. Essas imagens foram captadas pelo programa Leica IM50, com aumento
de 50 e 400x e posteriormente analisadas com o programa Imaged. A partir da
analise da area interna (Ai) e externa (Ae) dos cortes, conseguimos determinar a
AST (Ae - Ai), o didmetro interno (raiz quadrada de 4Ai/1T), o didmetro externo (raiz
quadrada de 4Ae/1T), a média (DE-DI/2) e a razdo M/L (2x Média/Dl). A contagem do
nuamero de células da musculatura lisa vascular também foi realizada com o
programa ImagedJ, em aumento de 400x. O numero de células musculares lisas foi
quantificado em dois cortes consecutivos, pelo método tri-dimensional, que é
independente da orientacdo, da forma e do tamanho do nucleo. Os calculos e a
quantificacdo das células musculares lisas foram realizados com base no método

descrito por Dao e colaboradores (Dao, Lemay et al. 2001).

3.3 - Parametros bioquimicos e moleculares

3.3.1 - Determinacgdo dos niveis de MMP-2 por zimografia em gel:

Para determinacdo dos niveis de MMPs no plasma e amostras de tecidos
bioldgicos utilizamos o método desenvolvido em nosso laboratério (Gerlach, Uzuelli

et al. 2005; Souza-Tarla, Uzuelli et al. 2005; Gerlach, Demacq et al. 2007). No caso
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da zimografia de tecidos, € preciso determinar a concentragao de proteinas presente
em cada amostra, para aplicar no gel a mesma quantidade de proteina por amostra,

pois variagdes protéicas entre as amostras poderiam interferir nos resultados finais.

3.3.1.A - Dosagem de proteina pelo método de Bradford:

Para a quantificacdo de proteinas foi utilizado o método de Bradford, que
consiste em um ensaio colorimétrico quantitativo em que ao se ligar as proteinas do
tecido, o reagente adquire uma coloracdo azul. As amostras de aorta foram
trituradas e homogeneizadas em tampé&o de extracdo de proteinas (CaCl, 10 mM,
Tris 20 mM pH 7,4, fenantrolina 1 mM, PMSF 1 mM, NEM 1 mM) e incubadas por 16
horas em geladeira. Para cada 0,08 g de tecido foram acrescentados 300 pL do
tampédo. Apds 16 h, as amostras foram centrifugadas por 15 min e os sobrenadantes
removidos para determinagao protéica. A curva padrao foi realizada com albumina
do soro bovino (BSA) diluida em agua destilada nas seguintes concentragcdes em
mg/mL: 0,085; 0,0175; 0,035; 0,7; e 1,4.

O reagente de Bradford foi utilizado para determinar as concentragdes de
proteina em cada amostra analisada. A coloragao azul desenvolvida no contato com
as proteinas pode ser quantificada em espectrofotdmetro de luz visivel (595 nm). A
intensidade de cor varia de acordo com a quantidade de proteina presente na
amostra. Para cada 5 yL de amostra adicionamos 250 pL de reagente de Bradford.
Pelos valores obtidos apds a leitura, em pg/uL, foi possivel aplicar 30 pg de proteina

por “lane” do gel.
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3.3.1.B - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%:

As amostras foram previamente preparadas (SDS 2%, Tris-HCI 125 mM,
glicerol 10% e azul de bromofenol 0,001%) e aplicadas em géis de poliacrilamida a
12% e separadas por eletroforese, conforme a técnica SDS-PAGE. Apds o tempo de
corrida da eletroforese, os géis foram submetidos a dois banhos de Triton X-100 a
2%, para remover o SDS e colocados em solugao de Tris CaCl, 50 mM, por 18 h, a
37 °C. Posteriormente, foram fixados e corados por 4h em solugcdo Coommassie
Blue 0,05%. Para visualizacdo das bandas referentes as MMPs, os géis foram
descorados com metanol a 30% e acido acético a 10%. Observa-se a formacéo de
bandas claras contra o fundo azul do Coommassie devido a degradagéo da gelatina
incorporada ao gel pelas MMPs.

Para cada gel foi utilizado um padrdo interno (soro fetal bovino a 2%),
representado nas figuras como PAD. Por ele, foi possivel normalizar as quantidades de
proteinas obtidas entre os géis, sendo possivel compara-los entre si. A quantificagéo
das bandas da MMP-2 foi feita utilizando o sistema Kodak “Eletrophoresis
Documentation and Analisys System — EDAS 290" (Kodak, Rochester, NY). As formas
da MMP-2 foram identificadas pelos seus pesos moleculares: 75, 72 e 64 KDa, e foram

inibidas por fenantrolina, mas n&o por outros inibidores de proteases.

3.3.2 - Determinagao da atividade gelatinolitica por zimografia In situ:

Esse método reflete a atividade in situ das MMPs e n&o seus niveis, como a
zimografia convencional. Esse método permite a quantificacdo dessa atividade
diretamente no tecido (Galis, Sukhova et al. 1995). Para essa analise, utilizamos DQ
gelatin (E12055, Molecular Probes, Oregon, USA) na concentracado de 1,0 ug/mL em

tampao Tris-CaCl, 50 mM. Os tecidos foram congelados em OCT (Sakura Finetek,
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Torrance, CA, USA), utilizando acetona e gelo seco. Eles foram cortados em
criostato em 4 ym de espessura e incubados com o substrato DQ gelatin por 60
minutos em camara umida e escura. Apés a incubacgao, os cortes foram lavados com
PBS e fixados em PFA 4% v/v por 10 minutos. Com o auxilio de um microscépio de
fluorescéncia (Leica Imaging Systems Ltd., Cambridge, England) acoplado a camera
fotografica, as imagens dos cortes foram fotografadas em um aumento de 400x. A
quantificacdo da atividade gelatinolitica in situ observada como intensidade de
fluorescéncia verde emitida, foi realizada utilizando o programa Imaged. Fenantrolina
e PMSF foram utilizados para confirmar a atividade das MMPs nos tecidos, que foi

significativamente reduzida apenas pela fenantrolina.

3.3.2.A - Imunofluorescéncia para MMP-2:

Método utilizado para determinar os niveis de MMP-2 e co-localizar a
atividade gelatinolitica in situ com a expressdo dessa enzima, uma vez que outras
MMPs também possuem a capacidade de degradar a gelatina. Apos a incubagao
com DQ gelatin e PFA 4%, os cortes de aorta foram incubados com anticorpo
primario anti-MMP-2 (MAB 3308, Chemicon, USA), na concentragdo de 0,1 pg/mL
por 1h, em cadmara umida e escura e em seguida os cortes foram lavados com PBS.
Apods esse periodo, os cortes foram incubados com anticorpo secundario rodamina
(AP160P, Chemicon, USA) PA 5,0 pg/mL por 1h nas mesmas condi¢des citadas.
Esse anticorpo emite fluorescéncia vermelha quando ligado ao anticorpo primario.
Com auxilio de um microscopio de fluorescéncia (Leica Imaging Systems Ltd.,
Cambridge, England) acoplado a camera fotografica, as imagens dos cortes foram
fotografadas num aumento de 400x. Os niveis de MMP-2 foram observados como

intensidade de fluorescéncia vermelha emitida e a quantificagdo foi realizada
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utilizando o programa Imaged. Para sobreposicdo da atividade gelatinolitica com a
expressdao da MMP-2 foi utilizado o programa Adobe Photoshop. As imagens

sobrepostas apresentaram coloracao amarela.

3.3.3 - Determinacéao da atividade da doxiciclina in vitro:

Para examinar se a doxiciclina inibe diretamente a atividade da MMP-2 in vitro
foram utilizadas nove concentragbdes entre 0,8 e 200 yM desta droga. Para este
experimento, utilizou-se uma MMP-2 recombinante humana (R&D Systems
Inc.,Minneapolis, EUA) na auséncia ou na presenga da doxiciclina usando o kit de
atividade gelatinolitica (E12055, Molecular Probes, Oregon, EUA). Esta atividade foi
avaliada em microplaca em espectrofluorimetro (excitagdo 495nm, emissao 515 nm;
Gemini EM, Molecular Devices, Sunnyvale, CA) apés 30 min de incubacdo a 37°C,
como descrito previamente (Castro, Rizzi et al. 2009). Fenantrolina (0,1 mM) foi

usada como controle positivo de inibicdo da atividade da MMP-2.

4 - Analise estatistica

Os resultados obtidos nesse estudo foram analisados pelo teste ANOVA de
duas vias (analise de variancia) ou ANOVA de uma via, seguido de teste Tukey
(SigmaStat for Windows, Jadel Scientific, USA). Foram considerados
estatisticamente diferentes valores com P<0,05. Os graficos foram representados

como média * erro padrao da média (EPM).
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RESULTADOS

1 - Efeitos de diferentes doses de doxiciclina sobre a presséo arterial sistdlica

e 0 peso corporal nos animais 2R1C:

Os valores basais de pressao arterial sistolica foram similares nos oito grupos
experimentais (Tabela 1 e Figura 5A). Entretanto, ap6s a primeira semana de
cirurgia para implantacdo do clipe na artéria renal, a presséo sistolica aumentou
progressivamente até a sexta semana do estudo nos ratos do grupo 2R1C quando
comparados aos controles (Sham e Sham+doxiciclina) (Figura 5A). Todas as doses
de doxiciclina administradas atenuaram os aumentos na pressao sistolica nos ratos
hipertensos apds a quinta semana do procedimento cirdrgico (195,4 + 3,9 mmHg
versus 177,2 £ 6,2 mmHg, 176,3 £ 4,5 mmHg e 173 = 5,1 mmHg nos grupos 2R1C e
2R1C+doxi 3, 2R1C+doxi 10 e 2R1C+doxi 30, respectivamente, na sexta semana;
P<0,01; Tabela 1 e Figura 5A). Nao foram observadas mudancas significativas sobre
a pressao sistolica nos grupos controle Sham e Sham+doxiciclina durante as seis
semanas de hipertensdo. Também nao foram observadas diferencas significativas

no peso corporal entre os oito grupos experimentais (Tabela 2 e Figura 5B).
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Tabela 1 - Valores da pressao arterial sistélica (mmHg) dos animais durante as seis
semanas de experimento nos oito grupos experimentais (n=20).

Valores 12 2@ 32 43 52 62
basais semana semana semana semana semana semana

Sham 122,1+6,2 127,7x7,5 113,8+11,6 129,4+3,0 132,746,18 139,4+3,0 129,4+3,9
Sham+doxi3 122,9+94 127,5+7,1 114,0¢9,1 126,046,9 129,0+3,1 136,5+4,1 130,044,7
Sham+doxil0 119,6+7,5 128,5+55 127,0£12,5 125,0£3,8 129,0£3,0 136,5+4,5 132,5+2,6
Sham+doxi30 122,1+6,2 130,5¢5,8 120,5+16,6 130,0+2,5 131,64¢3,5 137,74¢5,1 130,5+3,9

2R1C 122,1£6,2* 173,0+10,3* 187,9+8,6* 188,3+6,8* 185,0+4,7* 202,5+4,5* 195,4+3,9*
2R1C+doxi 3 124,4+9,1 170,0£10,0 186,6+10,3 180,5+7,2 182,7+3,6 178,8+7,4* 177,216,2**
2R1C+doxi 10 120,0+8,0 175,9+14,1 183,6%10,7 184,1+8,0 180,4+4,1 173,6+7,4** 176,3+4,5**

2R1C+doxi 30 121,846,4 175,4+11,9 183,2¢7,5 180,0+3,8 177,7+5,1 175,416,1** 173,245,1**

Os dados estao expressos como médiaztEPM. * e ** P<0,01 versus Sham e 2R1C,
respectivamente

Tabela 2 - Valores do peso dos animais (g) durante as seis semanas de
experimento nos oito grupos experimentais (n=20).

Valores 12 28 32 42 5 6°
basais semana semana semana semana semana semana

Sham 189,0 191,1£5,6 236,2+14,9 312,3+3,5 362,6+30,5 434,8+40,9 494,0+5,2
Sham+doxi 3 192,0 191,345,3 230,9+17,7 311,4+24,0 348,4+24,0 420,1+30,5 477,0+36,0
Sham+doxi 10 192,0 187,1+7,5 224,0+13,6 304,1+20,2 348,1+25,3 427,3+33 482,4+38,0
Sham+doxi 30  188,0 187,0£5,1 228,449,7 315,0+20,0 357,1+36,7 439,3+21,4 508,5+5,0

2R1C 200,0 191,4+£7,2 226,6+18,2 269,0+35,9 347,2+47,6 368,7+6,4 404,8+5,3
2R1C+doxi 3 185,0 186,4+5,2 202,8+30,0 283,0+25,8 376,3+41,1 411,4+46,5 470,7+50,9
2R1C+doxi 10 193,0 184,2+3,9 217,4+7,8 269,8+20,5 363,7+28,5 416+28,3 462,0+40,0

2R1C+doxi 30 195,0 186,0£3,8 207,4+7,6 250,2+23,2 339,0+21,9 370,3+35,1 419,3+44,8

Os dados estado expressos como mediazEPM.
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Figura 5 — Efeito da doxiciclina sobre a pressao arterial sistélica e o peso corporal.
Evolugao da presséao arterial sistélica em mmHg (A), e do peso corporal em gramas
(B) durante as 6 semanas de hipertensdo. Valores expressos como média £+ EPM
(n=20/grupo). * e ** P<0,01 versus Sham e 2R1C, respectivamente.
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2 — Efeitos de diferentes doses de doxiciclina sobre a fungdo vascular nos

animais 2R1C:

Para determinar os efeitos de diferentes doses de doxiciclina sobre a fungao
vascular, os ratos foram sacrificados na sexta semana apds a cirurgia e os anéis de
aorta (n=6, por grupo) foram isolados. Neste experimento foi medido o relaxamento
vascular, dependente do endotélio, produzido por concentracbes cumulativas de
acetilcolina (ACh; 107"°- 10”° M), vistos na Figura 6A.

As figuras 6A e 6B mostram o vasorelaxamento induzido pela ACh. Houve um
prejuizo neste relaxamento de 17,49 £ 4,04% no grupo 2R1C em comparagdo com
os animais Sham e Sham+doxiciclina (Figura 6A; P<0,05). No entanto, apenas o
tratamento com doxiciclina 30 mg/kg normalizou o efeito induzido pela ACh nas
aortas de ratos 2R1C (Figura 6B; P<0,05). Esses efeitos sdo interpretados como
uma melhora na disfungéo endotelial, ja que a ACh induz relaxamento dependente
do endotélio. Por outro lado, a doxiciclina ndo alterou a poténcia da ACh em
promover relaxamento, representada pelo pD,. Os valores de pD; nao foram
diferentes entre os oito grupos experimentais (Figura 6C). A hipertensdo 2R1C
reduziu o efeito maximo, e o tratamento com a doxiciclina 30 mg/kg restaurou este
efeito (P<0,05; Figura 6C). A reatividade vascular a ACh nao foi alterada pelo

tratamento em nenhum dos grupos controle (Sham e Sham+doxiciclina).
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Figura 6 — Efeito da hipertensdo 2R1C sobre o relaxamento induzido pela ACh em
comparagao com os animais Sham (A). Efeitos da doxiciclina sobre o relaxamento
vascular dependente do endotélio induzido por ACh (A e B), relaxamento maximo
(Emax %) e pD2 (C) em anéis de aorta. As respostas vasculares foram estudadas
apos a pré-contragdo com fenilefrina (10M). Valores expressos como média + EPM
(n=6/grupo) * e ** P<0,05 versus Sham e 2R1C, respectivamente.
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3 - Efeitos de diferentes doses de doxiciclina sobre o remodelamento vascular

em ratos 2R1C:

A figura 7 mostra que a administragdo da doxiciclina provocou um efeito de
aumento da razdo M/L (média/lumen) e na area de seccgao transversal (AST) nas
aortas dos ratos 2R1C (P<0,05). Esse aumento da camada média é conhecido como
remodelamento vascular hipertréfico. Em relagédo a razdo M/L o tratamento com
doxiciclina 10 e 30 mg/kg atenuou o aumento nesta razdo induzido pela hipertenséo
2R1C. Por outro lado, apenas o tratamento com doxiciclina 30 mg/kg atenuou o
aumento na area de seccéo transversal (AST) (Figura 7A e 7B; P<0,05) nos vasos
do ratos hipertensos.

Na figuras 8A e 8B observamos que houve hipertrofia dos vasos dos animais
2R1C em relacdo aos animais Sham e Sham+doxiciclina, que foi acompanhada de
aumento significativo no numero de células musculares lisas (hiperplasia). Esse
aumento foi atenuado pelo tratamento com doxiciclina 30 mg/kg (Figura 8A e 8B,

P<0,05), sem alteragbes na morfologia das aortas dos animais controle.
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Figura 7 — Efeitos da doxiciclina sobre as alteragbes estruturais na aorta associadas
a hipertensdo 2R1C. Valores da razao entre a camada média e o lumen (M/L) (A),
da area de secgao transversal (AST) (B). Dados expressos como meédia + EPM
(n=5-8/grupo). * e ** P<0,05 versus Sham e 2R1C, respectivamente.
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Figura 8 — Efeitos da doxiciclina sobre a proliferacao de células musculares lisas.
Fotografias representativas de aortas (x400) coradas com H&E (A). Representagao
grafica do numero de células musculares lisas na camada média de aortas
referentes aos 8 grupos experimentais (B). Dados expressos como média + EPM
(n=5-8/grupo). * e ** P<0,05 versus Sham e 2R1C, respectivamente.
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4 - Efeitos de diferentes doses de doxicilina sobre os niveis e atividade de

MMP-2 na aorta dos animais 2R1C:

A técnica de zimografia foi utilizada para determinar os niveis de MMPs na
aorta de todos os grupos experimentais. A figura 9A apresenta um zimograma
representativo dos extratos das aortas com bandas correspondentes ao peso
molecular das trés bandas de MMP-2 (75, 72 e 64 kDa). As aortas dos ratos 2R1C
mostram niveis aumentados das trés formas de MMP-2 quando comparadas com os
quatro grupos controle (P<0,05; Figura 9B). O tratamento com doxiciclina 30 mg/kg,
mas nao com doxiciclina 3 e 10 mg/kg, atenuou o aumento induzido pela
hipertensdo 2R1C na MMP-2 (75 e 64 kDa) e nos niveis totais de MMP-2 (P<0,05;
Figura 9B).

Uma determinacédo semi-quantitativa da atividade gelatinolitica dessas
enzimas foi realizada nas aortas por zimografia in situ. A atividade gelatinolitica é
quantificada pela intensidade de fluorescéncia verde na camada média e endotélio
das aortas dos animais. Foi encontrado um aumento na intensidade de fluorescéncia
na aorta dos animais 2R1C em relagdo aos grupos controle (P<0,05; Figuras 10A e
10B). O tratamento dos animais hipertensos com doxiciclina 30 mg/kg atenuou este
aumento induzido pela hipertensdo 2R1C (P<0,05; Figuras 10A e 10B). Para
confirmar que a atividade encontrada deve-se a MMP-2, realizou-se a
imunomarcagao das amostras de aorta com anticorpo anti-MMP-2, e as imagens
foram sobrepostas. Além disso, realizou-se a quantificacdo dos niveis dessa enzima
pela intensidade de fluorescéncia vermelha emitida no ensaio. Em paralelo com a
zimografia in situ foram encontrados maiores niveis de MMP-2 nos animais
hipertensos em comparagédo aos animais controle (P<0,05; Figura 10 A e 10C), e
menores niveis nos animais hipertensos tratados com doxiciclina 30 mg/kg em

comparagao aos animais nao tratados (P<0,05; Figura 10 A e 10C).
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Figura 9 — Efeitos da doxiciclina sobre os niveis de MMP-2 na aorta dos oito grupos
experimentais. Gel representativo de zimografia SDS-PAGE de extrato de aorta (A).
O peso molecular das bandas de MMP-2 (75, 72 e 64 kDa) foi identificado apds
eletroforese em gel a 12% SDS-PAGE. PAD: padrao interno. Representacao grafica
dos valores para cada peso molecular da MMP-2 nos extratos de aorta (B). Valores
expressos como média £ EPM, (n=7-12/grupo). * e ** P<0,05 versus Sham e 2R1C,
respectivamente.
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Figura 10- Efeitos da doxiciclina sobre a atividade gelatinolitica in situ e nos niveis
de MMP-2 nas aortas (A). Fotografias representativas de aortas (x400) incubadas
com DQ gelatin, anticorpo anti-MMP-2 e sobreposigédo das imagens.
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Figura 10- Representagdo grafica da atividade gelatinolitica in situ, em que a
intensidade de fluorescéncia verde reflete a atividade enzimatica via degradacao da
gelatina (fluoréforo) (n=6-8/grupo) (B). (C) Representacdo grafica dos niveis de
MMP-2, avaliada como intensidade de fluorescéncia vermelha (n=6-8/grupo). * e **
P<0,05 versus Sham e 2R1C, respectivamente.
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5- Efeitos in vitro de diferentes concentragcdes de doxiciclina sobre a atividade

da MMP-2 recombinante:

A doxiciclina significativamente inibiu a atividade da MMP-2 recombinante
humana quando presente nas concentragdes de 100 e 200 uM (P< 0,05; Figura 11;
n=3 por concentragdo). Em concentragées menores que 50 uM, a doxiciclina nao
produziu efeito sobre a atividade da MMP-2 recombinante. A fenantrolina na

concentracido de 100 uM produziu completa inibigao.
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Figura 11- Efeito da doxiciclina em diferentes concentragdées (de 0,8 a 200 pym)
sobre a atividade da MMP-2 recombinante. A fenantrolina (Fen) foi utilizada na
concentracdo de 0,1 mM como controle positivo de inibicao da MMP-2. Valores
expressos como média + EPM (n=3). *P<0,05 versus veiculo.
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DISCUSSAO

O principal achado do presente estudo foi de que o tratamento com a dose de
doxiciclina de 30 mg/kg/dia, diminui os niveis de MMP-2 e a atividade gelatinolitica,
além de atenuar as alteragcdes vasculares encontradas nos ratos hipertensos 2R1C,
enquanto as doses de 3 e 10 mg/kg/dia ndo produziram tais efeitos. Assim, este é o
primeiro estudo que compara os efeitos de doses significativamente diferentes de
doxiciclina sobre a funcdo e o remodelamento vascular, e sobre os niveis de MMP-2
em animais hipertensos 2R1C.

Como descrito anteriormente, as metaloproteinases sdo endopeptidades
calcio-dependentes, contendo zinco, presentes na matriz extracelular de varios
tecidos. Sdo as principais enzimas responsaveis pela degradacdo dos componentes
da matriz extracelular. Um desequilibrio na sua regulagdo pode resultar em
aumentos significativos de suas atividades, o que contribui para um remodelamento
vascular patolégico, migracdo e proliferagdo de células musculares lisas e
desenvolvimento e progressdo de doencgas cardiovasculares como a hipertenséo
arterial (Donnelly, Collinson et al. 2003; Schulz 2007).

Dessa maneira, a inibicdo farmacolégica das MMPs em doengas onde estas
proteases desempenham importante papel patoldégico € uma importante estratégia
terapéutica. A doxiciclina inibe a expressdo e a atividade das MMPs e tem sido
usada para avaliar o possivel papel das MMPs em doengas cardiovasculares,
incluindo hipertensao arterial (Castro, Rizzi et al. 2008; Rizzi, Castro et al. 2009;
Castro, Rizzi et al. 2010). Entretanto, na literatura, existem discrepancias
relacionadas aos efeitos da doxiciclina em doengas cardiovasculares, o que poderia

ser explicado pelas diferencas nas doses utilizadas nestes estudos. Por exemplo,
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enquanto o tratamento oral com doxiciclina na dose de 30 mg/kg/dia melhora o
remodelamento apds o infarto do miocardio e a funcdo do ventriculo esquerdo em
modelo de infarto do miocardio em ratos e reduz o tamanho do infarto em modelo de
isquemia/reperfusdo do miocardio (Griffin, Jinno et al. 2005; Garcia, Go et al. 2007),
a doxiciclina na dose de 160 mg/kg/dia acelera o desenvolvimento de hipertrofia
cardiaca e a progressao da insuficiéncia cardiaca produzida por constricdo da aorta
(Vinet, Rouet-Benzineb et al. 2008). Além disso, a dose relativamente baixa de 15
mg/kg/dia de doxiciclina reverte alteragcbes mecanicas, elétricas e bioquimicas
encontradas no coragdo de ratos diabéticos (Yaras, Sariahmetoglu et al. 2008).
Embora, Castro et al mostrou que a doxiciclina na dose de 30 mg/kg/dia reverte
completamente as mudangas associadas ao modelo de hipertensdo 2R1C (Castro,
Rizzi et al. 2008), ndo existem evidéncias experimentais de que menores doses
desta droga poderiam produzir efeitos similares. Além disso, ndo existem estudos
anteriores comparando os efeitos de diferentes doses de doxiciclina sobre as
alteracbes vasculares associadas a hipertensdao 2R1C. A resolugao desta questao
pode ser importante, pois os estudos anteriores mostraram efeitos variados
produzidos por diferentes doses de doxiciclina.

Como descrito na introdugcao, a MMP-2, especificamente, pode participar do
controle do ténus vascular através da protedlise de alguns peptideos vasoativos, tais
como a adrenomedulina, a Big-ET-1 e o CGRP (Fernandez-Patron, Radomski et al.
1999; Fernandez-Patron, Stewart et al. 2000; Martinez, Oh et al. 2004). Por meio
dessas agdes, essa enzima poderia estar envolvida na manutengao da disfungao
vascular encontrada em modelos de hipertensao arterial (Ceron, Castro et al;
Castro, Rizzi et al. 2008; Castro, Rizzi et al. 2009) e em pacientes com hipertensao

essencial (de la Sierra and Larrousse).
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De fato, neste estudo, os animais 2R1C apresentaram um prejuizo no
vasorelaxamento dependente do endotélio (induzido pela acetilcolina),
caracterizando uma disfuncdo endotelial, o que nao foi observado nos animais
controle. O tratamento com a doxiciclina 30 mg/kg foi capaz de reverter este prejuizo
no vasorelaxamento, o que sugere que a MMP-2 pode participar do processo de
disfuncao vascular associado ao modelo de hipertensdo 2R1C.

A hipertensdo arterial esta associada a um remodelamento hipertrofico
ocorrido nos grandes vasos, 0 qual é explicado por mudangas no tamanho e no
numero de células musculares lisas, bem como pela deposicdo excessiva de
componentes da matriz extracelular (Lehoux and Tedgui 1998). As MMPs, como ja
citado, participam do remodelamento vascular por degradar componentes da matriz
extracelular, promover proliferagdo e migragcdo de células musculares lisas, e
hipertrofia celular (Intengan and Schiffrin 2001; Bouvet, Gilbert et al. 2005). Em
nosso estudo, os ratos 2R1C apresentaram tais mudancas estruturais evidenciadas
pelo aumento do numero de células do musculo liso vascular, da razao M/L e da
AST, o que esta de acordo com estudos anteriores (Dao, Lemay et al. 2001; Bouvet,
Gilbert et al. 2005; Castro, Rizzi et al. 2008). Neste contexto, o tratamento com a
doxiciclina 30 mg/kg reverteu as alteragdes estruturais hipertroficas induzidas pela
hipertensdo 2R1C, evidenciado por menores aumentos do numero de células
musculares lisa, da AST e da razao M/L. Estes resultados confirmam o papel
importante das MMPs, especialmente da MMP-2, no remodelamento vascular
induzido pela hipertensao 2R1C.

Diferentemente da zimografia convencional e da zimografia in situ, foi utilizado
o método de imunofluorescéncia para a MMP-2, com o objetivo de determinar os

niveis de MMP-2 no tecido e co-localizar a atividade gelatinolitica in situ com a
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expressao dessa enzima, uma vez que outras MMPs também possuem a
capacidade de degradar a gelatina. Os animais 2R1C apresentaram um aumento
significativo dos niveis de MMP-2 tanto na zimografia em gel, quanto nesta
imunofluorescéncia para a MMP-2. Além disso, apenas o tratamento com a
doxiciclina na dose de 30 mg/kg atenuou este aumento na MMP-2 (75 e 64 kDa) e
nos niveis totais de MMP-2 (avaliados pela zimografia em gel), além de reduzir a
atividade gelatinolitica in situ e os niveis de MMP-2 (avaliados por
imunofluorescéncia).

De uma forma geral, o tratamento com doxiciclina 30 mg/kg/dia reverteu
completamente tanto as alteragdes morfolégicas quanto as funcionais descritas
anteriormente (Castro, Rizzi et al. 2008). Contudo, apesar das menores doses (3 e
10 mg/kg/dia) produzirem efeitos anti-hipertensivos similares aos produzidos pela
maior dose (30 mg/kg/dia), o tratamento com a dose de 10 mg/kg/dia produziu um
efeito discreto, mas nao significativo, sobre as alteragbes estruturais e funcionais
associadas a hipertensdo 2R1C. De fato, as técnicas bioquimicas (zimografia em
gel, zimografia in situ e imunofluorescéncia para a MMP-2) confirmam que as doses
mais baixas de doxiciclina produziram menor ou henhuma inibicado das MMPs.

Uma razao obvia para a auséncia de efeitos para as doses mais baixas de
doxiciclina seria a falta de concentracio suficiente deste inibidor de MMP no tecido
vascular. Com relagéo a isto, Prall et al (Prall, Longo et al. 2002) mostrou que o
tratamento com doxiciclina nas doses de 10, 50, e 100 mg/kg reduziu o crescimento
de aneurisma de aorta abdominal em camundongos e produziu aumentos dose-
dependentes nas concentragdes séricas meédias de doxiciclina, atingindo as
concentragdes de 1,4; 2,7 e 11,9 ug/mL (Prall, Longo et al. 2002), o que corresponde

a 2,7; 5,3 e 23,2 uM, respectivamente. Se assumirmos que as concentragdes de
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doxiciclina alcangadas nos vasos de ratos do presente estudo foram
proporcionalmente semelhantes aquelas relatadas por Prall et al (Prall, Longo et al.
2002), esperariamos que as concentragdes de doxiciclina variassem de 1 a 5 yM,
aproximadamente. De fato, Prall et al (Prall, Longo et al. 2002) sugeriu que a
doxiciclina, apenas em concentracbes maiores que 4 uM, é eficaz em reduzir as
concentragbes de MMPs. Assim, essa sugestdao concorda com nossos resultados,
mostrando que doses inferiores ou iguais a 10 mg/kg/dia de doxiciclina nao
produzem efeitos significativos.

O experimento in vitro mostrou que a doxiciclina em concentragdes iguais ou
inferiores a 50 uM nao produziu nenhum efeito significativo sobre a atividade da
MMP-2 recombinante humana, o que pode nao ter refletido os efeitos produzidos in
vivo através do tratamento crénico com a doxiciclina (Golub, Lee et al. 1998; Lee,
Ciancio et al. 2004), incluindo por exemplo, a redugédo na estabilidade do RNAm da
MMP-2 (Liu, Xiong et al. 2003), que provoca reducao na expressao das MMPs.

Embora a dose de 30 mg/kg de doxiciclina administrada aos ratos tenha sido
a unica dose efetiva em atenuar de forma significativa as altera¢des vasculares, e
seja substancialmente maior do que as doses antibidticas administradas em
humanos (1 a 1,5 mg/kg) (Prall, Longo et al. 2002), os niveis plasmaticos de
doxiciclina podem ser semelhantes entre estes, devido possivelmente ao rapido
metabolismo da doxiciclina nos ratos. Desta maneira, uma limitacdo deste estudo
seria a auséncia da dosagem dos niveis plasmaticos atingidos pelas doses de
doxiciclina, que efetivamente provocaram a inibicdo das MMPs.

Contudo, as doses menores de doxiciclina (3 e 10 mg/kg/dia) foram capazes
de produzir efeitos anti-hipertensivos, sem reduzir de forma significativa os niveis de

MMPs. Assim, a doxiciclina pode apresentar outros efeitos além da inibicdo das



Discussao | 68

MMPs, como por exemplo, efeito antioxidante via diminuicdo da producédo de
espécies reativas de oxigénio, o que poderia contribuir para o aumento da
biodisponibilidade de 6xido nitrico, atenuagao da disfungcdo endotelial, e redugao das
alteracbes estruturais induzidas pelos aumentos das MMPs na hipertensdo 2R1C
(Castro, Rizzi et al. 2009). Além disso, se o tratamento com estas doses inferiores
fosse mais prolongado, talvez os efeitos de inibicdo das MMPs provocados pela

doxiciclina poderiam ocorrer de forma significativa.
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CONCLUSAO

O tratamento com a doxiciclina, apenas na dose de 30 mg/kg/dia, produziu
efeito anti-hipertensivo, atenuou os niveis de MMP-2 e reverteu a disfungéo
endotelial e o remodelamento vascular associado a hipertensdo 2R1C. Nossos
resultados sugerem que a doxiciclina ndo provoca uma inibicdo dose-dependente
das MMPs, e que doses de doxiciclina inferiores a 30 mg/kg/dia ndo atenuam as

alteragdes vasculares encontradas no modelo de hipertensdo 2R1C.
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