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RESUMO

A hipertensao arterial provoca alteragées morfolégicas e funcionais na vasculatura.
Metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) sdo endopeptidases dependentes
de calcio e zinco que degradam a matriz extracelular, apresentam papel importante
em varias doengas cardiovasculares, inclusive na hipertensdo. Aumento na atividade
das MMPs pode levar a degradacdo das proteinas da matriz extracelular,
contribuindo para alteracbes nos vasos sanguineos durante hipertensdo. Desta
forma, os objetivos deste trabalho foram 1) Comparar a espessura das aortas, a
atividade gelatinolitica total, a expressdo de MMP-2 e atividade de espécies reativas
de oxigénio em SHR e normotensos WKYy; 2) Verificar se o tratamento com
doxiciclina altera a pressao arterial sistélica em SHR; 3) Verificar se o tratamento
com doxiciclina altera a hipertrofia de aortas em SHR; 4) Verificar se o tratamento
com doxiciclina altera a atividade gelatinolitica total e a quantidade e/ou atividade de
MMP-2 na aorta de SHR; 5) Verificar se o tratamento com doxiciclina altera a
atividade de EROs em SHR. Animais nomotensos WKy e SHR foram tratados com o
veiculo ou doxiciclina (30mg/kg/dia), gavagem, por cinco semanas. A PAS foi
monitorada semanalmente por pletismografia de cauda. Apdés o tratamento, os
animais foram sacrificados e a aorta de cada animal foi submetida as seguintes
analises: a) analise morfolégica incluindo area de secgédo transversal, razéo
média/lumen e medida dos didametros interno e externo; b) dosagem de proteina
pelo método de Bradford e zimografia em gel; c¢) zimografia in situ; d)
imunofluorescéncia para MMP-2 e e) EROs in situ. O tratamento com doxiciclina
reduziu a hipertensao arterial (SHR= 194+ 2mmHg versus SHR+Doxi= 166+ 1mmHg
p<0,05). O tratamento com doxiciclina levou a diminuicdo da atividade gelatinolitica
total e EROs na camada meédia e intima das aortas, mas ndo reduziu o
remodelamento vascular na aorta dos animais tratados. O conjunto dos nossos
resultados indica que a doxiciclina, reduz a PAS, a atividade gelatinolitica,
particularmente da MMP-2, no entanto nao altera o remodelamento vascular nas
aortas de SHR.



ABSTRACT

Sistolic Arterial Hipertension (SAH) causes structural and functional modifications of
the vasculature. Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of zinc and calcium-
dependent endopeptidases that degrade the extracellular matrix components playing
an important role in many cardiovascular conditions, including hypertension.
Increased MMPs activation promotes excessive degradation of the extracellular
matrix components, thus contributing to hypertensive structural alterations. The aim
of this work was 1) To compare the aorta tickeness, total gelatinolitic activity, MMP-2
levels/activity and oxidative stress activity in SHR and controls WKYy; 2) to examine
whether the treatment with doxycycline prevents the increase in arterial blood
pressure in SHR animals; 3) To examine whether the treatment with doxycycline
prevents aortic hypertropyc in SHR animals; 4) To examine whether the treatment
with doxycycline prevents total gelatinolitic activity increase and MMP-2 levels/activity
in SHR animals; 5) To examine whether the treatment with doxycycline prevents
oxidative stress in SHR animals. Controls animals and SHR rats were treated with
vehicle or doxycycline (30 mg/kg/day) for five weeks. Systolic blood pressure was
monitored weekly by tail-cuff plethysmography. After the treatment, animals were
sacrificed and the aortas were used to assess: a) morphometry including cross-
sectional area, mean ratio/lumen and measurement inner and outer diameters; b)
measurement of protein by Bradford method and gel zymography; c¢) in situ
zymography; d) imunofluorescence for MMP-2 e e) in situ oxidative stress. Treatment
with doxycycline attenuated hypertension (SHR= 194+ 2mmHg versus SHR+Doxy=
166+ 1TmmHg p<0,05). Treatment with doxycycline prevented the increase in total
gelatinolitic activity and increase in oxidative stress in the tunica media and in the
tunica intima of the aortas,although it did not alter vascular remodeling. These results
suggest that doxycycline decreases the sistolic arterial hypertension, the gelatinolytic

activity, particularly MMP-2, in the aortas of SHR.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Ae — Area externa

Ai — Area interna

ANOVA — Analise de Variancia

APS- Persulfato de amonio
Big-ET-1- Big endotelina 1

BSA- Albumina do soro bovino

CSA- Area de secg3o transversal
CaCl,- Cloreto de calcio

Ca**- Calcio

CGRP- Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
DE- Didmetro externo

DHE- Dihidroetideo

DI- Didmetro interno

DQ gelatin- Substrato fluorescente para determinar a atividade gelatinolitica
EPM- Erro padrdo da média

EROS- Espécies reativas de oxigénio
ET1- Endotelina 1

GPX- Gluotationa Peroxidase

g- Gramas

Kg- Microgramas

H*- Hidrogénio

H.O,- Perdxido de hidrogénio

H&E- Hematoxilina e eosina



KDa- Quilodaltons

Kg- Quilograma

L- Litro

pL- Microlitros

L-NAME- NC-nitro-L-arginina

M- Molar

mM- Milimolar

pmol- Micromol

mmol - Milimol

mL- Mililitros

mg- Miligramas

mmHg — Milimetros de mercurio
Média- Camada média

M/L- Raz&o média/lumen
MMPs- Metaloproteinases
MT-MMPs- MMP de membrana
N- Numero

nmol- Nanomol

NADPH - B-Nicotinamida adenosina dinucleotido fosfato
NEM — N-etilmaleimida

NO- Oxido nitrico

O,- Anion superéxido

OCT (Tissue Tec)- Composto para congelar tecidos
OH'- Radical hidroxil

OONO'- Peroxinitrito



PA- Presséo arterial

PAD- Padréo interno

PAS- Presséo Arterial Sistolica

PBS- Tampao salina fosfato

PFA- Paraformaldeido

pH- Potencial hidrogeniénico

PMSF- Fenilmetilsulfonil

SDS- Dodecil sulfato de sédio

SHR- Ratos espontaneamente hipertensos
SOD- Superoéxido Dismutase

TEMED- Tetrametil etilenodiamina

TIMPs- Inibidores endégenos de MMPs
HU- Microunidades internacionais

VSMC- Células musculares lisas vasculares
WKYy- Wistar-Kyoto

ZnCl,- Cloreto de zinco

Zn?*- Zinco

2R-1C — Dois-rins, um-clipe



LISTA DE ILUSTRACOES

Figuras 1 - Principais metaloproteinases e suas caracteristicas estruturais ............ 19
Figura 2 - Ativacao proteolitica e/ou nao proteolitica da MMP-2 .............................. 20
Figura 3 - Agbes exercidas pela MMP-2 sobre o tdnus vascular...................cooooeee. 24

Figura 4 - Efeito da doxiciclina sobre a pressao arterial sistdlica e o sobre peso

[oTo Ty oTe] = | KPS R PP 46

Figura 5 - Efeito da doxiciclina sobre alteragdes estruturais da aorta associada a

01T 0= 1 =T o 7= T 1S 48

Figura 6 - Efeito da doxiciclina sobre a proliferagdo de células musculares lisas.....50

Figura 7 - Efeito da doxiciclina na atividade gelatinolitica...........c..ccccceeveeeeiiieee e 52

Figura 8 - Efeito da doxiciclina sobre a atividade gelatinolitica in situ e a

expressdo de MMP-2 €m A@0ras .......oouuuuiiiii i 55

Figura 9 — Efeito da doxiciclina sobre a producéo vascular de EROs ...................... 58



SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt e et e e et et e st e e e see st e stesraesaesaeaens 17
1- Hipertens80 arterial.............oooooiiiiiiii e 17

2- MetaloprotBINASES. ......u et 18
2.1- Metaloproteinase-2 e Hipertensao Arterial ..o 22
2.2- Metaloproteinases e Estresse Oxidativo...........ccooeevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 24

3- Efeitos da DOXICICIING ........u e 26

4- Modelo Experimental: Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR).............. 27
HIPOTESE ...ttt sttt e e b st st et et et et et s e e se e et ene e ere e 29
OBUIETIVOS ...ttt ettt et e e e e e e et e et e e e e e s e bbb et e e e e e e e e s ssnsbrneeeeaens 31
MATERIAIS E METODOS ..ottt sttt se e seese e aseneseereens 33
1 - ConSIAEragies GEIaAIS ........ceeeiiiiiieee et 33

1.1 - Grupos EXperimentais ...........uuuiiii i 33

2 — IMAEEIIAIS ..o 34

2.1 - Solugdes utilizadas NOS eXPeriMeENtOS.........ccovveeviieiiiiiiiie e 34

2.2 - Droga administrada diretamente nOs animais ............cccoovviiiiiiiiiiiee e, 35

2.3 - Equipamentos utilizados nos experimentos...........ccoovviiiiinieeiieeeiiiiieeee e 36

2.4 - Programas de aquisiGao de dadosS ..........ovviiiiiiiiiiiiiiiii e 36

3 — Metodologia ......coooiiiiiiiii e 37

3.1 - Par@metros hemodin@mIiCOS ............uuuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieieeeeeeeeeeeeeeeeeees 37
3.1.1 - Avaliagdo da pressao arterial sistolica (PAS) e peso corporal ............. 37

3.2 - Par@metros @StrUtUraIS ...........uueeuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiii e 37
3.2.1 - Analise morfologica da aorta .................euueeuiiiiiiiiiiiiiiiis 37

3.3 - Parametros bioquimicos € moleculares...........cccoooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 39
3.3.1 - Determinagao de espécies reativas de oxigénio vasculares ................ 39
3.3 1. A - EROS IN SIU....uuiiiiiiiiiiii e 39

3.3.2 - Determinacao dos niveis de MMP-2 por zimografia em gel ................. 39
3.3.2.A - Dosagem de proteina pelo método de Bradford.............c.oeeenene. 40

3.3.2.B - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%.........cccccooveeiiiiicienne.n. 41

3.3.3 - Determinagao da atividade gelatinolitica por zimografia In situ............ 41



3.3.4 - Imunofluorescéncia para MMP-2............ccccoooriiiiiiiiiii e, 42

4 - Analise estatistiCa ..o 43
RESULTADOS ...ttt et r e e e e e e et et e e e e e e e e eeeesaa e eaeeeeeennnnes 45
1 - Efeito da doxiciclina sobre a pressao arterial sistdlica e peso corporal em

FALOS SHR ..ottt e e e e e e e e e e aeees 45
2 - Efeitos da doxiciclina sobre o remodelamento vascular em ratos SHR.......... 47
3 — Efeitos da doxiciclina sobre as concentragcbes vasculares de MMP-2 em
(=Y (0TS o | 51
4 — Efeitos da doxiciclina sobre a atividade gelatinolitica in situ e presenca de
MMP-2 localizada no tecido por imunomarcagao ............ceeeeeeevieeeeiiiiiieeeeeeeeeeeas 53
5 - Efeitos da doxiciclina sobre as concentragdes vasculares de EROs............. 57
DISCUSSAD ...ttt se e et e e te et eeteeaennanes 60
CONCLUSOES ...ttt ettt ettt ene e 68

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 70



INTRODUCAO




Introdugao | 17

INTRODUCAO

1- Hipertenséo arterial

A hipertensao é considerada um problema de saude publica no mundo, sendo
responsavel por milhares de mortes por ano, afeta cerca de 25% da populagao
mundial adulta, ha um indicativo que até 2025 essa doencga atinja 60% da populagao
(Kearney et al., 2005). No Brasil representa 55% das varias causas de morte ao ano
(Freitas et al.,2001). Cerca de dois tercos do 6nus da doenga ocorre nos paises em
desenvolvimento, atingindo principalmente pessoas com idade entre 45 e 69 anos

(Lawes et al., 2006).

A hipertensao arterial € uma condigao caracterizada pela elevacao persistente
da presséo arterial. Provocando alteragbes patologicas na vasculatura contribuindo
para o aumento e aparecimento das doencgas cardiovasculares, tais como, acidente

vascular cerebral, infarto do miocardio e morte cardiaca subita (Wang et al., 2009).

A hipertensdo arterial envolve tanto componentes ambientais como
hereditarios, sendo classificada como uma condicdo multifatorial, relacionada a
alteragdes morfologicas e funcionais no sistema cardiovascular (Lassegue;
Griendling, 2004). Dentre varios fatores associados a hipertensdo, o aumento da
atividade de algumas enzimas como as metaloproteinases, pode estar amplamente
relacionado as alteragcbes cardiovasculares observadas nessa doenca (Gali; Khatri

2002; Lehoux et al. 2004; Raffeto; Khalil, 2008).
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2- Metaloproteinases

Metaloproteinases sao endopeptidases calcio-dependentes, contendo zinco,
presentes na matriz extracelular de varios tecidos, incluindo musculatura lisa e
endotélio, entre outros. A familia das MMPs apresenta mais de 25 espécies,
classificadas em, colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13), gelatinases (MMP-2 ou
gelatinase A e MMP-9 ou gelatinase B), estromelisina (MMP-3 e MMP-10) e MMPs

de membranas (MT1-MMP a MT6-MMP) (Raffetto; Khalil, 2008).

Todas as isoformas apresentam similaridade de estrutura e funcéo.
Basicamente sdo compostas de sitio catalitico, contendo zinco ou calcio e de um
pro-peptideo, ligado a este sitio por uma ligacao sulfidrila que as mantém em forma
inativa. Algumas isoformas possuem uma regidao conhecida como “hemopexin-like”,
responsavel pelo reconhecimento e adesdao aos componentes da matriz extracelular

(Woessner ; Nagase, 2000).
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Collagenases
(MMP-1, -8 -13)
Stromelysins
(MMP-3, -10)

Matrilysins
(MMP-7, -26)

Membrane-type
(MT-MMPs 1-8)

Gelatinases
(MMP-2, -9)

Signal SequenceN (@il Catalytic Domain@ Hemopexin Domain .

Propeptide - Transmembrane Domain s
) ] Fibronectin Repeat

Cysteine Switch ‘ Q Cytosolic Domain

Furin Cleavage Q Hinge Region I Tail =E=C

Figura 1: Principais metaloproteinases e suas caracteristicas estruturais. A
gelatinase (MMP-2), apresenta trés dominios “fibronectin-like” que as diferem das
outras MMPs (adaptado de Chow et al., 2007).

As MMPs sao sintetizadas e secretadas em uma pré-forma latente, zimogénio
ou pr6-MMPs. Sua atividade depende na maioria das vezes, da clivagem dos
dominios pro-peptidicos do sitio ativo da enzima (Nagase; Woessner, 1999). A
ativacdo proteolitca da MMP por proteases como plasmina e MT MMP
(metaloproteinases de membrana) ou TIMPs (inibidores teciduais especificos de
MMPs) resulta na remogao ou ruptura do dominio peptideo resultando em um ativo
nao funcional de MMP. Além disso, outros fatores como alteragées conformacionais
induzidas por detergentes, agentes oxidantes, citocinas, angiotensina Il, aldosterona

e estresse de cisalhamento, competem com o ion Zn?* pela ligacdo sulfidrila e



Introdugao | 20

promovem a ruptura do residuo de cisteina no dominio pro-peptideo interrompendo
a sua ligacdo com o fon Zn?*, resultando em uma enzima ativa. (Spinale 2002;

Woessner Jr., 1991; Schulz, 2007; Visse; Nagase, 2003). Estes mecanismos estéao

representados na figura 2.

Inativa

712KDa MMP-2

Pro-MMP

Znet
Active MMP “Active Pro-MP
Ativa Ativa
64KDa MMP-2 72KDa MMP-2

Figura 2: Ativacao proteolitica e/ou nao proteolitica das MMPs (adaptado de Chow
et al., 2007).
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Fisiologicamente, existe um equilibrio entre a ativagao e a inativacdo destas
MMPs pelos TIMPs, inibidores endégenos das MMPs, que se classificam em 4 tipos
diferentes: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4. Esses inibidores possuem diferentes
eficacias contra diferentes MMPs. Eles se encontram em equilibrio com as MMPs
(estequiometria 1:1) (Bode; Maskos, 2003; Visse; Nagase, 2003; Donnelly et al.,

2003).

De forma geral, as metaloproteinases podem promover a degradagédo de
varias proteinas da matriz extracelular participando ativamente do processo de
remodelamento tecidual (Page-McCaw et al., 2007). Desse modo, podem alterar o
remodelamento vascular, que ocorre nos vasos sanguineos em resposta as

alteracdes crbénicas na hemodinamica (Galis; Khatri, 2002; Ward et al., 2000).

O remodelamento vascular é caracterizado como uma resposta adaptativa ao
aumento da pressao arterial em que o objetivo € normalizar a tensao exercida na
parede do vaso (Mayet; Hughes, 2003). E considerado um processo adaptativo, no
entanto, o aumento constante da pressao arterial o torna crénico e mal-adaptativo.
Ocasionando alteracbes estruturais, mecanicas e funcionais, resultando em
espessamento da camada média dos vasos sanguineos (Intengan; Schiffrin, 2001).
De acordo com a teoria de La Place (T=P x R, onde T=tensao, P= pressao e R=raio)
o remodelamento pode ser classificado em hipertrofico (artérias de condutancia) e
eutrofico (artérias de resisténcia) (Duprez, 2006; Humprey, 2008). O remodelamento
hipertréfico envolve alteragdes no tamanho do musculo liso vascular, no numero de
células, além do acumulo de matriz extracelular e proteinas como o colageno e
fibronectina (Duprez, 2006). Varios estudos realizados com células musculares lisas,
mostraram que o aumento da pressao intra-luminal pode levar ao aumento

significativo da atividade de MMPs (Lehoux, 2004).
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O desequilibrio na regulagdo das MMPs pode resultar em aumento
significativo de suas atividades, o que contribui para o desenvolvimento ou
progressao de varias doengas como: artrite reumatoide, arteriosclerose, fibrose,
enfisema pulmonar, crescimento tumoral, metastases e doencgas cardiovasculares,

inclusive hipertensao (Galis; Katri, 2002; Raffeto; Khalil, 2008).

2.1- Metaloproteinase-2 e Hipertenséo Arterial

As metaloproteinases (MMPs) degradam as macromoléculas da matriz
extracelular, entre elas o colageno. A MMP-2 (gelatinase) € responsavel pela
degradacgao dos componentes da membrana basal, como colageno do tipo IV, V e

laminina, colageno do tipo | e lll, elastina e fibronectina (Nagase et al., 2006).

Portanto, por promoverem o aumento dessa degradacdo de proteinas da
matriz extracelular, as metaloproteinases, principalmente a MMP-2, podem estar
amplamente relacionadas as alteragdes cardiovasculares por desempenharem papel
importante na invasdao de mondcitos na vasculatura e na migragdo de células da
musculatura lisa, contribuindo assim para o progresso de lesdes vasculares
participando ativamente do processo de remodelacdo tecidual acelerada, a fim de

manter o fluxo sanguineo a varios 6rgaos (Nagase, 1999; Raffetto; Khalil, 2008).

Desta maneira, a MMP-2 parece exercer um papel importante na hipertensao.
Ha estudos em modelos animais de hipertensdo quando comparados com o0s
controles, demonstrando aumento significativo da expressao e atividade destas
enzimas, especialmente da MMP-2, no remodelamento vascular (Bouvet et al., 2005;
Castro et al., 2009; Ceron et al.,2010; Rizzi et al., 2009). Entre eles, estdo o modelo

2R-1C de hipertensao renovascular em ratos (Castro et al.,, 2008; Castro et al.,
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2009) e o modelo de administragdo cronica de L-NAME em ratos (Bouvet et al.,

2005)

A MMP-2 pode também regular o tbnus vascular (figura 3), por clivar o
peptideo vasoativo derivado do endotélio, a big endotelina-1 (Big ET-1) em
endotelina-1 (ET-1) que possui potente acéo vasoconstrictora. Assim, cliva também
um potente neuropeptideo vasodilatador, o CGRP (peptideo relacionado ao gene da
calcitonina), formando metabdlitos com menor acédo vasodilatador. Além disso, cliva
o0 peptideo vasodilatador adrenomodulina, formando metabdlitos menos
vasodilatadores e produz metabdlitos vasoconstrictores (Fernandez-Patron et al.,
1999; Martinez et al., 2004). Assim a MMP-2 pode causar vasoconstricgdo por
aumentar a agao de vasoconstrictores ou diminuir a acao de vasodilatadores,
podendo ter papel importante na manutengao da presséo arterial (Chow et al., 2007;

Fernandez-Patron, et al., 2000).
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Figura 3: Agdes exercidas pela MMP-2 sobre o tonus vascular (Chow et al., 2007).

2.2- Metaloproteinases e Estresse Oxidativo

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sao espécies derivadas do
metabolismo do oxigénio, encontradas na maioria dos sistemas bioldgicos, e sao
consideradas produtos celulares prejudiciais. Entretanto, em concentragdes
fisiologicas, sdo essenciais em processos de sinalizagdo e regulagdo intracelular

(Griendling et al., 2000).

Das varias EROs, as que apresentam uma maior importancia nos estudos
cardiovasculares sdo: anion superoxido (Oz), o peroxido de hidrogénio (H20;), o
radical hidroxil (OH") e o peroxinitrito (OONQO"), formado pela reacédo do O, com o

oxido nitrico (NO) (Lassegue; Griendling, 2004;Touyz; Schiffrin, 2004). O O é o
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principal precursor da produgado das outras EROs e pode ser sintetizado nos vasos
sanguineos pela acdo de varias enzimas pré-oxidantes, dentre elas a enzima

NADPH oxidase (Touyz, 2004).

Em condigdes fisioldgicas, a EROs ¢é regulada por enzimas antioxidantes,
como a superoxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPX) e a catalase
(Touyz, 2004). Ja em algumas condi¢des patoldgicas, como a hipertenséo arterial,
pode ocorrer um desequilibrio entre a produgdo e a remogédo destes agentes
oxidantes do organismo, resultando em um aumento de suas concentragbes e
atividades, processo conhecido como estresse oxidativo, o qual pode estar
relacionado com algumas alteragdes cardiovasculares (Griendling; Fitzgerald, 2003).
Dentre estas alteracbes destacar-se a disfuncao endotelial, proliferacao e hipertrofia
de células musculares lisas, peroxidacdo lipidica e aumento da atividade de

metaloproteinases (Fortuno et al., 2005).

Como ja visto anteriormente, as EROs sao importantes na ativacdo de MMPs,
especialmente a MMP-2 (Luchtefeld et al., 2005). Elas podem reagir com o residuo
de cisteina, presente no pro-peptideo desta enzima, promovendo a ruptura do grupo

tiol com o zinco, resultando na sua ativagao (Van Wart et al., 1990).

Alguns estudos em modelos de animais mostraram que o tratamento com
antioxidante reduziu a expressao da MMP-2, com consequiente reducdo da disfuncao

endotelial e remodelamento vascular (Castro et al., 2009).
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3- Efeitos da Doxiciclina

Doxiciclina € um antibiético de amplo espectro, da classe A das tetraciclinas,
de grande utilidade clinica, que apresenta certas propriedades anti-angiogénicas
(Golub et al., 1998). A doxiciclina €& um potente inibidor inespecifico das
metaloproteinases em virtude da sua capacidade quelante de ions bivalentes como
jons Zn?* e Ca®" que s&o necessarios para a manutengdo da estrutura terciaria e
essencial para a atividade das MMPs (Golub et al., 1987; Peterson, 2001; Garcia et

al., 2005; Peterson, 2004).

A doxiciclina, mesmo desprovida de sua acdo antimicrobiana ou em
concentragdes plasmaticas menores que as necessarias para esta agao, ainda é
capaz de inibir a atividade MMPs (Golub et al.,, 1987; Lee et al.,, 2004).
Independentemente do mecanismo de agao microbiana a doxiciclina inibe as
metaloproteinases e melhora o resultado de doencas inflamatérias onde MMPs
desempenham importantes papéis patolégicos (Golub, et al. 1998). Até o momento,
€ 0 unico inibidor de MMP aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para
uso clinico e tem sido demonstrado que em dose subantimicrobiana (20mg/duas

vezes ao dia) melhora o resultado de inflamacéao periodontal (Novak et al., 2002).

Estudos recentes sugerem que a doxiciclina reduz a atividade das MMPs. Em
modelos animais SHR, o uso de doxicicina mesmo em concentracdes
antimicrobianas inibiu uma variedade de MMPs, inclusive a MMP-2 (Delano; Schmid-
Schonbein, 2008). Trabalhos realizados em modelo de hipertensdo renovascular
(2R-1C) mostraram também que a doxiciclina atenuou a pressao arterial e a

atividade de MMP-2 (Castro et al., 2008). Além disso, outros estudos mostraram que
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a doxiciclina tem efeitos anti-hipertensivos (Bouvet et al., 2005; Hao et al., 2004;

Rizzi et al., 2009).

4- Modelo Experimental: Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR)

Diferentes modelos experimentais de hipertensdo foram desenvolvidos em
animais, como o modelo de hipertensao renovascular (Goldblatt, 1958) e o modelo
de administragcdo cronica de L-NAME (Bouvet et al., 2005). Os SHR (ratos
espontaneamente hipertensos) foram desenvolvidos no Japdo por endogamia
seletiva da linhagem Wistar-Kyoto (WKYy) que apresentaram elevada pressao arterial

sistélica (Okamoto; Aoki, 1963).

Este modelo € comumente proposto para estudos por apresentar elevada
pressao arterial e muitas outras alteracbes cardiovasculares observadas em

pacientes humanos hipertensos (Folkow, 1982; Frohlich, 1986).

Recentemente, foi demonstrado que ratos SHR apresentam complicagoes
cardiovasculares que acompanham a hipertensao assim como niveis elevados de
atividade proteolitica no cérebro, coragcdo e vasos (Camp et al., 2003; Delano;

Schimid-Schonbein, 2008; Tram et al., 2010).
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HIPOTESE

Levando-se em consideragao que:

1- 0 aumento da pressao arterial esta relacionado com aumento da concentragdo de MMP-2
em aortas de ratos com hipertensao renovascular (2R-1C) e em ratos com hipertensao

induzida por L-NAME.

2- EROs e MMPs estdo aumentadas no processo de remodelamento vascular;

3- doxiciclina inibe MMPs e tem efeitos anti-hipertensivos;

formulamos as seguintes hipéteses:

1- em SHR haveria aumento da atividade de MMPs em aortas associada a hipertrofia
vascular; 2- a doxiciclina previne aumento da atividade de MMPs e a hipertrofia
vascular em SHR, 3- a doxiciclina, diminuicdo da pressédo arterial em SHR

comparados com SHR né&o tratados



OBJETIVOS




Objetivos | 31

OBJETIVOS

1- Comparar a espessura das aortas, a atividade gelatinolitica total, a expresséo

de MMP-2 e atividade de EROs em SHR e controles.

N
1

Verificar se o efeito da doxiciclina diminui a pressao arterial sistélica em SHR.

w
1

Verificar se o efeito da doxiciclina diminui a hipertrofia de aortas em SHR.

EaN
1

Verificar se o efeito da doxiciclina diminui a atividade gelatinolitica total e a

quantidade e/ou atividade de MMP-2 na aorta de SHR.

Verificar se o efeito da doxiciclina diminui a atividade de EROs em SHR.

(@)
T
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MATERIAIS E METODOS

1 - Consideracdes Gerais

Os experimentos foram realizados com ratos machos SHR, com oito semanas
de vida, provenientes do Biotério do Departamento de Clinica Médica da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo (USP), sendo a cepa
original da Taconics Pharm. Inc. Germantown, NY e ratos machos Wistar-Kyoto com
oito semanas de vida, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM). Os animais foram mantidos no
Biotério da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (USP), em salas com ciclo
claro/escuro de 12 horas, temperatura controlada (22-25°C) e livre acesso a agua e
racdo. Esse estudo foi previamente aprovado pelo comité de ética dessa

Universidade (Protocolo n°09.1.1097.53.9)

1.1 - Grupos Experimentais

SHR + Doxiciclina: modelo de animais hipertensos (PAS > 180 mmHg) que
receberam doxiciclina (Sigma, Aldrich), na dose de 30 mg/kg/dia: administracéo de

1,0 ml da droga em solug¢ao aquosa, por via oral (gavagem) (n=16);

SHR: modelo de animais com hipertensdo moderada que receberam agua filtrada,

por via oral (gavagem) (n=16);
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Controle (WKy) + Doxiciclina: animais normotensos que receberam doxiciclina
(Sigma, Aldrich), na dose de 30 mg/kg/dia: administracédo de 1,0 ml da droga em

solugdo aquosa, por via oral (gavagem) ( n=16);

Controle (WKy): animais normotensos que receberam agua filtrada, por via oral

(gavagem) (n=16).

A escolha das doses das drogas foi baseada em estudos prévios em modelos
de animais de hipertensao, que mostraram que esta dose de doxiciclina foi eficiente
em inibir ndo seletivamente, a atividade das MMPs in vivo (Bouvet et al., 2005;

Castro et al., 2008).

2 — Materiais

2.1 - Solucdes utilizadas nos experimentos

- Paraformaldeido (PFA) 4% v/v tamponado;

- Hematoxilina e Eosina (H&E);

- 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 CaCl,.

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

- Reagente de Bradford,;

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

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

- Tampao utilizado no gel de largada: Tris-HCI/SDS, pH 6,8;
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- Tampao de amostra nao-redutor: SDS2%, Tris-HCI 125 mmol/L, glicerol 10% e azul
de bromofenol 0,001%; ph 6,8;

- Solugao de TritonX-100 a 2%;

- Solugéo de Agarose 3%;

- Persulfato de Aménio (APS) 10%;

- TEMED (tetrametil etilenodiamina);

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

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

- Solugao 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 uyg/mL (Molecular Probes, Oregon, USA)

- DHE (dihidroetidio) 10 ymol/L

- PBS (tampéo salina fosfato);

- Anticorpo monoclonal: anti-MMP-2 (MAB 3308), diluicdo 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
solucgédo inicial de 1 mg/mL (Chemicon, Termecula, CA USA);

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

2.2 - Droga administrada diretamente nos animais

- Doxiciclina 30 mg/kg/dia (Sigma, Aldrich) (Aldactone®; Pfizer), administracdo de 1,0

ml da droga em solugdo aquosa, por via oral (gavagem);
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2.3 - Equipamentos utilizados nos experimentos

- Balanga de precisdo (Shimadzu AY220), pHmetro (Incibras) e centrifuga

refrigerada (CELM — 3 plus);

- Transdutor de pressdo acoplado a um manguito (MTL125R pulse

transducer/pressure cuff; Castle Hill, Australia);
- Micrétomo (Leica RM2025) e criostato (CM 1900; Leica, Alemanha);

- Microscépio de luz branca e fluorescéncia (Leica Imaging Systems Litd.,

Cambridge, England) acoplado a camera fotografica;

- Espectrofotometro;

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

- Sistema de documentacgao de eletroforese Kodak (Kodak, Rochester, NY);
- Espectrofluorimetro (Gemini EM, Molecular Devices, Sunyale, CA);

- Lumindmetro marca Berthold 9505 (EG&G Instruments GmbH, Munich, Germany).

2.4 - Programas de aquisi¢cdo de dados

- PowerLab 4/S analog-to-digital converter (AD Instruments Ltd., Csdtle Hill, Australia);
- Summit for ACQuire e Data viewer (Gould Instruments Systems);

- ImagedJ Program (NIH — National Institutes of Health);

- Analysis System (EDAS) 290 (Kodak, Rochester, NY);

- KCJunior e SoftMax Pro (Molecular Devices, Sunyale, CA);

- SigmaStat for Windows (Jadel Scientific, USA).
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3 — Metodologia

3.1 - Parametros hemodinamicos

3.1.1 - Avaliacado da pressao arterial sistélica (PAS) e peso corporal

A PAS e o peso corporal foram avaliados semanalmente, durante cinco
semanas de tratamento. A PAS foi verificada pelo método de plestimografia de
cauda. Para isso, um manguito acoplado a um transdutor de presséo foi colocado
em torno da cauda dos animais acordados e previamente aquecidos (em gabinetes
a 37°C). As variagdes de pressao foram medidas por um programa especifico de
aquisicao de dados: PowerlLab 4/S analog-to-digital converter (AD Instruments Ltd.,
Castle Hill, Australia), e os resultados forma representados por uma média de trés

medidas consecutivas para cada animal.

3.2 - Parametros estruturais

3.2.1 - Anélise morfoldgica da aorta

Ao final da quinta semana do estudo, os animais foram anestesiados,
decapitados, e suas aortas foram retiradas delicadamente, lavadas em solugao de
Krebs, dissecadas do tecido conjuntivo e gordura, e fixadas imediatamente em
solugédo tamponada de paraformaldeido (PFA) 4%, por 24 horas. Apos a fixacéo, as

aortas foram desidratadas em diferentes concentragdes de alcool (70%; 80%, 96%,
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absoluto 1, absoluto 2) inseridas em parafina e cortadas transversalmente em um
micrétomo (Leica RM2025), a uma espessura de quatro micrometros. Esses cortes
foram feitos em lamina de vidro e colocados sobre chapa de aquecimento a 37-39
°C, para promover aderéncia e abertura dos cortes de parafina. Para cada animal

foram feitas duas laminas, com trés cortes cada, em sequéncia.

As lédminas foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para
determinacdo dos parametros estruturais da aorta: area de seccao transversal do
corte (CSA), didmetro interno e externo (DI e DE, respectivamente), 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 microscopio de luz branca
(Leica Imaging Systems Ltd., Cambridge, England) acoplado a camera fotografica.
Essas imagens foram captadas pelo programa Leica IM50, em um 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, conseguiu-se determinar a CSA (Ae - Ai),
o DI (raiz quadrada de 4Ai/T), o DE (raiz quadrada de 4Ae/1r), a média (DE-DI/2) e a
razao M/L (2x Média/Dl) (Dao et al., 2001). A contagem do numero 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 orientagao,
da forma e do tamanho do nucleo. Os célculos e a quantificagcdo das células
musculares lisas foram realizados com base no artigo publicado por Dao e

colaboradores, em 2001 (Dao et al., 2001).
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3.3 - Parametros bioquimicos e moleculares

3.3.1 - Determinacédo de espécies reativas de oxigénio vasculares

3.3.1.A - EROs in situ

As concentragdes vasculares de EROs foram analisadas, in situ, na camada
média das aortas,utilizando dihidroetideo (DHE) na concentracdo de 10 ug/mL (Hao et
al.,, 2006; Viel et al., 2008). Esse “probe” reage com o O, presente nos tecidos,
resultando na formacdo de 2-hidroxietideo e de etideo, produtos que emitem
fluorescéncia vermelha no local. Os tecidos foram congelados em OCT (Sakura Finetek,
Torrance, CA, USA), utilizando acetona e gelo seco. Foram feitos cortes com 4 um de
espessura em criostato, e incubados com DHE por 30 minutos em camara umida e
escura. Apos a incubagéao, os cortes foram lavados com tampao salina fosfato (PBS) e
fixados em PFA 4%. Com auxilio de microscopio de fluorescéncia (Leica Imaging
Systems Ltd., Cambridge, England) acoplado a camera fotografica, as imagens dos
cortes foram fotografadas em aumento de 400x. A quantificacdo da intensidade de

fluorescéncia vermelha emitida foi realizada pelo programa ImageJ.

3.3.2 - Determinacédo dos niveis de MMP-2 por zimografia em gel

A técnica de zimografia € muito utilizado para determinagdo dos niveis de
MMPs no plasma e amostras de tecidos biologicos (Gerlach et al., 2005; Souza-

Tarla et al., 2005; Gerlach et al., 2007). No caso de zimografia de tecidos, é preciso
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determinar a quantidade de proteina presente em cada amostra, para aplicar no gel
a mesma quantidade de proteina por amostra, pois variacdes protéicas entre uma e

outra podem interferir nos resultados finais desse método.

3.3.2.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 coloragdo azul. As amostras de aorta foram
trituradas e homogeneizadas em tampéao 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 uL do
tampdo. Apos 16 horas, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos e os
sobrenadantes foram removidos para determinacido protéica. A curva padrao foi
realizada com albumina do soro bovino (BSA) diluido em agua destilada, nas

seguintes concentragbdes (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 para cada amostra analisada. A coloracdo azul desenvolvida no contato
com as proteinas pode ser quantificada em espectrofotometro de luz visivel (595
nm). A intensidade da cor varia de acordo com a quantidade de proteina presente na
amostra. Para cada 5 pL de amostra foi adicionado 250 pL de reagente de Bradford.
Pelos valores obtidos apds a leitura, em pg/uL, foi possivel aplicar 30 pg de proteina

por pogo do gel.



Materiais e Métodos | 41

3.3.2.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 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 horas, a 37
°C. Posteriormente, foram fixados e corados em solugcdo Coommassie Blue 0,05%
por 4 horas. Para a visualizagdo das bandas referentes as MMPs os géis foram
descorados com metanol a 30% e acido acético a 10%. Observamos a formagao de
bandas claras contra o fundo azul do Coommassie (devido a degradacéo da gelatina

incorporada ao gel pelas MMPs).

Para cada gel, foi utilizado um padrao interno (soro fetal bovino a 2%),
representado nas figuras como PAD. Por ele, foi possivel normalizar as quantidades de
proteinas obtidas entre os géis, podendo compara-los entre si. As bandas da MMP-2
foram quantificadas pelo 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. Elas foram inibidas por fenantrolina,

mas nao por outros inibidores de proteases.

3.3.3 - Determinacédo da atividade gelatinolitica por zimografia In situ

Esse método reflete a atividade in situ das MMP-s e n&o seus niveis como a
zimografia convencional. Esse método permite a quantificacdo dessa atividade
diretamente no tecido (Galis et al., 1995). Para essa analise utilizou-se DQ gelatin

(E12055, Molecular Probes, Oregon, USA) na concentracdo de 1,0 pg/mL em
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tampao Tris-CaCl, 50 mM. Os tecidos foram congelados em OCT (Sakura Finetek,
Torrance, CA, USA), utilizando acetona e gelo seco. Eles foram cortados em
criostato, em seguimentos de 4 um de espessura, € incubados com o substrato DQ
gelatin por 60 minutos em camara umida e escura. Apds a incubacgédo os cortes
foram lavados com PBS e fixados em PFA 4% v/v por 10 minutos. 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. A quantificacdo da atividade gelatinolitica in situ observada como
intensidade de fluorescéncia verde emitida foi realizada utilizando o programa
ImagedJ. Fenantrolina e PMSF foram utilizados para confirmar a atividade das MMPs

nos tecidos, que foi significativamente reduzida apenas pela fenantrolina.

3.3.4 - 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. Apds 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 uma hora, em cadmara umida e escura e em seguida os cortes foram lavados
com PBS. Apds esse periodo, os cortes foram incubados com anticorpo secundario
rodamina (AP160P, Chemicon, USA) PA 5,0 pg/mL por uma hora nas mesmas
condigbes 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
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cortes foram fotografadas num aumento de 400x. Os niveis de MMP-2 foram
observados como intensidade de fluorescéncia vermelha emitida e a quantificagao
foi realizada utilizando o programa ImagedJ. Para sobreposicdo da atividade
gelatinolitica com a expressdao da MMP-2 foi utilizado o programa Adobe Photoshop.

As imagens sobrepostas apresentam coloragdao amarela.

4 - Anélise estatistica

Os resultados obtidos nesse estudo foram analisados com 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 gréaficos foram representados com média £ erro padréao da

média (EPM).
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RESULTADOS

1 - Efeito da doxiciclina sobre a presséo arterial sistélica e peso corporal em

ratos SHR

A presséo arterial foi avaliada por seis semanas por meio de pletismografia de

cauda. O peso corporal dos animais também foi acompanhado durante este periodo.

Os valores basais de pressao arterial sistolica e peso corporal foram
diferentes nos grupos experimentais controles e hipertensos (Figura 4A e 4B). Nao
foram observadas mudangas significativas do tratamento com doxiciclina sobre a
pressdo nos grupos controles. Porém, como podemos observar no grafico, a partir
da terceira semana o tratamento com doxiciclina resultou na diminuicao da pressao
nos animais hipertensos (p<0,05), sem alterar a pressdo nos animais controles
(p>0,05). Foram observadas diferengas significativas no peso corporal entre os

grupos experimentais controles e hipertensos (Figura 4B; p< 0,05).
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Figura 4: Efeito da doxiciclina sobre a pressao arterial e o peso corporal. Evolugao
da pressao arterial sistdlica em mmHg (A) e do peso corporal (B). Valores
expressos como médiat EPM (n=16/grupo) *p<0,05 para SHR versus WKyoto.
#p<0,05 para SHR+veiculo versus SHR+doxiciclina.
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2 - Efeitos da doxiciclina sobre o remodelamento vascular em ratos SHR

Como pode ser observado (Figura 5) houve um aumento significativo tanto da
razdo M/L quanto na area de secgdo transversal (CSA) nas aortas dos animais
hipertensos em relagdo aos animais controle (p<0,05). Estas alteragdes foram
relacionadas principalmente a um aumento da camada média destas artérias, é
conhecido como remodelamento vascular hipertrofico. Foi observado também o
aumento do didmetro externo (DE) e do didmetro interno (DI) nas aortas dos animais
hipertensos em relagéo aos controles (Figura 5C e 5D; p<0,05). O tratamento com

doxiciclina ndo reverteu estas alteragdes estruturais (Figura 5A; 5B; 5C; e 5D).

Neste remodelamento pode-se observar nos animais SHR que ocorreu um
aumento da proliferagao de células musculares lisas, como apresentado nas figuras
6. Houve um pequeno aumento significativo nos animais hipertensos em relagcéo aos

controles (p<0,05).
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Figura 5: Efeito da doxiciclina sobre as alteragdes estruturais da aorta associadas a
hipertensdo. (A) Grafico representativo da razdo média/lumen (M/L). (B) Grafico
representativo da area de secgao transversal do corte (CSA), em um?. Os dados
estdo representados como média + EPM (n=7/grupo). *p<0,05 Hipertensos versus

Controles.
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Figura 5: Efeito da doxiciclina sobre as alteragdes estruturais da aorta associadas a
hipertensédo. Grafico representativo do didmetro externo (DE) (C) e do didmetro
interno (DI) (D). Os dados estdo representados como média + EPM (n=7/grupo).
*p<0,05 Hipertensos versus Controles.
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Figura 6: Efeito da doxiciclina sobre a proliferacdo de células musculares lisas. (A)
Imagens ilustrativas, em 400x, da quantidade de nucleos da camada média das
aortas, referentes aos quatro grupos experimentais. (B) Representagao grafica do
numero de células musculares lisas por um de aorta. Os dados estao representados
como média + EPM (n=7/grupo). *p<0,05 Hipertensos versus Controles.
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3 — Efeitos da doxiciclina sobre as concentra¢cdes vasculares de MMP-2 em

ratos SHR

Para avaliar os efeitos da doxiciclina sobre as concentracées vasculares da
MMP-2 foi utilizado método convencional de zimografia em gel. A Figura 7A mostra
gel representativo dos extratos de aorta referentes aos quatro grupos experimentais.
As bandas da MMP-2 foram representadas pelos seus pesos moleculares: 75; 72 e

64 KDa.

As aortas dos ratos SHR mostram valores mais altos das trés formas de
MMP-2 (75 kDa, 72 kDa e 64 kDa), atividade gelatinolitica total, comparada com os
grupos controle. Porém nao foi detectada diferenga estatisticamente significante
entre os grupos (p>0,05; Figura 7B). E o tratamento com doxiciclina ndo levou a uma
mudanca estatisticamente significante nos valores obtidos de MMP-2 total nos

animais hipertensos tratados (p>0,05; Figura 7B).
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Figura 7: (A) Gel representativo dos extratos de aorta dos animais dos quatro
grupos experimentais. As formas pro e ativa da MMP-2, estédo indicadas no gel pelas
bandas de 72 e 64 KDa, respectivamente. (B) Representagdo grafica da atividade
gelatinolitica total das concentragbes vasculares da MMP-2. Os dados estdo
representados como média £ EPM (n=12/grupo) p>0,05.
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4 — Efeitos da doxiciclina sobre a atividade gelatinolitica in situ e presenca de

MMP-2 localizada no tecido por imunomarcacao

Para verificar se ha um aumento na atividade gelatinolitica dessas enzimas
realizou-se o ensaio de zimografia in situ. Diferente da zimografia em gel, este
método reflete a atividade gelatinolitica total diretamente nos tecidos. A
quantificacéo é feita a partir dos valores da intensidade de fluorescéncia verde na
camada média e endotélio das aortas dos animais (a atividade gelatinolitica aumenta
a medida que ocorre a protedlise do substrato, a DQ-Gelatin). O uso de inibidores
das diferentes classes de proteases permite saber qual é a principal classe de

proteases responsavel pela atividade gelatinolitica encontrada no tecido.

O grupo hipertenso nao tratado apresentou maior intensidade de
fluorescéncia verde comparado aos grupos controle (p<0.05; Figura 8A). O
tratamento dos animais hipertensos com doxiciclina resultou em menor atividade
gelatinolitica (Figura 8B). Do ponto de vista morfolégico, ficou evidente que a
atividade gelatinolitica mais intensa se restringiu as camadas intimas e médias das

aortas, praticamente nao sendo vista na adventicia.

Para verificar se havia co-localizagdo da atividade gelatinolitica com a
presenca da MMP-2 no tecido, realizaram-se a imunomarcacido das amostras de
aorta com anticorpo anti-MMP-2 e as imagens foram sobrepostas. De modo geral, a
MMP-2 s6 foi observada na camada adventicia dos controles e dos animais SHR-
doxi. Entretanto, o grupo SHR apresentou além da MMP-2 expressa na adventicia,
niveis variaveis de MMP-2 na camada intima e nas laminas mais internas da
camada média. A foto de uma lamina do grupo SHR apresentada na Figura 8 é

bastante representativa do que foi visto em todo o grupo. E importante ressaltar que
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mesmo no grupo SHR a camada adventicia apresentou uma marcagao muito mais
forte do que a camada média ou intima para MMP-2. Neste grupo nao foi detectada
imunomarcacado para MMP-2 nas laminas mais externas da média. Portanto, de
modo geral ndo houve co-localizagdo entre a atividade gelatinolitica no tecido e a
expressao de MMP-2, excecao feita as camadas intima e lamina mais internas da

média dos animais SHR.

Além disso, realizou-se a quantificacdo da expressdo da MMP-2 pela
intensidade de fluorescéncia vermelha emitida no ensaio (Figura 8A). Os animais
SHR+veiculo apresentaram maiores niveis de MMP-2 em comparagao aos animais
controle (p<0.05; Figura 8C), os animais hipertensos tratados com doxiciclina
apresentaram niveis reduzidos de MMP-2 em comparagao aos animais nao tratados
(p<0,05). A atividade das MMPs foi significativamente aumentada no grupo

SHR+veiculo quando comparada aos demais grupos (p<0,05; Figura 8 B).
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Figura 8: (A) Efeito da doxiciclina sobre a atividade gelatinolitica in situ e expresséo
da MMP-2 (por imuno-localizagdo) nas aortas. Fotografias representativas das
ldaminas incubadas com DQ gelatin antes da fixagdo (atividade gelatinolitca), e
incubadas com anticorpo anti-MMP-2 apéds a fixagdo, seguindo-se a sobreposigao
das imagens (fotografado em 400x).
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Figura 8: (B) Atividade gelatinolitica na camada média e endotélio das aortas dos
animais quantificada pela intensidade de fluorescéncia verde nas laminas de
zimografia in situ (n=6/grupo). (C) Niveis de MMP-2, também avaliados na camada
média e endotélio, a partir da intensidade de fluorescéncia vermelha (n=6/grupo).
Valores expressos como médiat EPM. *p<0,05 para SHR+veiculo versus os outros
trés grupos.
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5 - Efeitos da doxiciclina sobre as concentragfes vasculares de EROs

Na Figura 9 observa-se que ha um aumento nos niveis de EROs na camada
média e endotélio das aortas dos animais hipertensos em relagcdo aos controles,
observado pela intensidade de fluorescéncia vermelha produzida na reagao do DHE
com Oy (p<0,05; Figura 9A e 9B). Este aumento foi atenuado pelo tratamento com

doxiciclina (p<0,05).
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Figura 9: Efeito da doxiciclina sobre a produgéo vascular de EROs. (A) Fotografias
representativas de aortas 400x, incubadas com DHE. (B) Representacdo grafica da
intensidade de fluorescéncia vermelha dos produtos da reacdo do DHE com Oy
Valores expressos como médiat EPM (n=6/grupo) *p<0,05 para SHR+veiculo
versus os trés outros grupos.
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DISCUSSAO

A hipertensdo arterial é classificada como uma condi¢do multifatorial e esta
relacionada a alteragbes morfologicas e funcionais no aparelho cardiovascular que
sdo importantes para a manutengdo e para o desenvolvimento e progressdo de
doengas cardiovasculares (Lassegue; Griendling, 2004). Dentre varios fatores
associados a hipertensdo, o aumento da atividade de algumas enzimas, como as
MMPs pode estar amplamente relacionado com as alteracdes cardiovasculares
observadas (Galis; Khatri 2002; Lehoux et al. 2004; Raffetto; Khalil, 2008; Spinale,
2007; Lopez et al., 2004). Neste estudo, foi avaliada a hipétese de haver aumento da
atividade gelatinolitica, particularmente da MMP-2, em aortas de ratos SHR, além de
observarmos o efeito do tratamento com doxiciclina nos seguintes parametros: peso
corporal, pressao arterial sistdlica, alteracbes morfolégicas das aortas e quantidade

de espécies reativas de oxigénio nas aortas.

Para comparar a espessura das aortas, a atividade gelatinolitica total, a
expressao de MMP-2 e atividade de EROs em SHR e ratos controles do nosso
estudo tratados ou ndo com doxiciclina (inibidor ndo seletivo de MMPs). Estudos
anteriores mostraram que a dose de 30mg/kg/dia de doxiciclina diminui a atividade
das MMPs de forma independente de seus efeitos antibidticos (Golub et al., 1998;
Lee et al., 2004). A doxiciclina pode inibir as MMPs por ser um quelante de zinco e
calcio que sao fundamentais para a atividade das MMPs. Além disso, a doxiciclina
também pode interagir com o zinco no sitio ativo da enzima deixando a enzima

inativa (Garcia et al., 2005).
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Neste trabalho, observou-se que o tratamento dos animais hipertensos com
doxiciclina produziu uma diminuicdo da pressao arterial sistdlica nos animais
hipertensos. Possivelmente este estudo esteja associado a diminui¢ao da atividade
gelatinolitica e do estresse oxidativo também observado nestes animais. Este efeito
anti-hipertensivo também foi demonstrado em outros estudos com administracdo de
doxiciclina (30mg/kg/dia) inferior ao usado no nosso estudo (19,2mg/kg/dia) por via

intraperitoneal em animais SHR de sete semanas de vida (Hao et al., 2004).

Como descrito anteriormente, as metaloproteinases podem promover a
degradagao de varias proteinas da matriz extracelular participando ativamente do
processo de remodelamento tecidual (Page-McCaw et al., 2007). Desse modo,
podem promover alteracbes como remodelamento vascular, que ocorre nos vasos

sanguineos em resposta as alteragdes hemodinamica crénicas (Galis; Khatri, 2002).

Nosso estudo mostrou que, a administragdo de doxiciclina nos animais
hipertensos reduziu a PAS, porem este efeito ndo foi associado a alteragdes na
estrutura vascular. Isto foi evidenciado por um aumento do CSA e da razdo M/L nos
animais hipertensos e que nao apresentaram uma diminuicdo destas alteracdes
estruturais quando tratados com doxiciclina. Grande parte do espessamento da
camada média observada nas aortas dos SHR pode ter ocorrido como consequénte
de uma hiperplasia de células musculares lisas. Isto porque, proporcionalmente ao
aumento do CSA, houve também um aumento da proliferagao celular. Em estudos
com ratos tratados com L-NAME, a doxiciclina ndo modificou a evolugao do
processo de remodelacado eutréfico (Bouvet et al., 2005). Resultados semelhantes
foram observados no estudo realizado com ratos stroke-prone SHR (SHRSP)
tratados com antioxidantes, em que ndo houve a diminuicdo no espessamento da

camada média arterial (Contard et al., 1993). Entretanto outros estudos com
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modelos animais de hipertensao (2R-1C; WKyoto induzidos a hipertensdo; SHR)
mostraram efeitos vasculares benéficos causados pelo tratamento com doxiciclina,
antioxidantes (Castro et al., 2008; Mougenot et al., 2005; Hu et al., 2008; Pauletto et
al., 1994; Vasdev et al., 2003). E provavel que estas contradicbes se devam a

diferencas entre os modelos animais de hipertensao utilizados.

Como pode ser observado nos resultados bioquimicos (métodos de
zimografia em gel, zimografia in situ e imunofluorescéncia para MMP-2), mostraram
um aumento na expressdo vascular dessa enzima nos animais hipertensos. Para
avaliar os efeitos da doxiciclina sobre esta atividade foi utilizado método da
zimografia convencional. A atividade gelatinolitica total na zimografia em gel mostrou
que ha um aumento neste modelo animal, porém esta atividade nado foi reduzida

pela administracdo da doxiciclina.

Para verificar se houve um aumento destas enzimas, realizou-se o ensaio de
zimografia in situ. Diferente da zimografia em gel, este método reflete a atividade
gelatinolitica total diretamente nos tecidos (Lalu et al., 2006). A quantificagao foi feita
a partir dos valores da intensidade de fluorescéncia verde na camada média e
endotélio das aortas dos animais, a fluorescéncia verde reflete a atividade
enzimatica via degradacao do substrato, a gelatina, resultando no fluoréforo,
protocolo utilizado em outros estudos com modelos animais de hipertensao (Castro

et al. 2008; Ceron et al. 2010; Castro et al., 2010).

O grupo hipertenso nao tratado apresentou maior intensidade de
fluorescéncia verde comparado aos grupos controle, indicando maior atividade
proteolitica. O tratamento dos animais hipertensos com doxiciclina resultou na

diminuicdo desta atividade. Do ponto de vista morfologico, ficou evidente que a
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atividade gelatinolitica mais intensa se restringiu as camadas intimas e médias das

aortas, praticamente quase nao sendo vista na adventicia.

Além da determinagao da atividade gelatinolitica in situ, foi verificado se havia
co-localizacdo desta atividade com a presenca da MMP-2. Para isto, foi realizado a
imunomarcacédo das amostras de aorta com anticorpo anti-MMP-2. A quantificacao
da expressao da MMP-2 foi feita a partir da intensidade de fluorescéncia vermelha
emitida no ensaio (Galis et al., 1995; Ceron et al. 2010; Castro et al., 2010). Em
seguida as imagens foram sobrepostas. De modo geral, a MMP-2 s6 foi observada
na camada adventicia dos controles e dos animais SHR tratados. Entretanto, o
grupo SHR apresentou além da MMP-2 expressa na adventicia, niveis variaveis de
MMP-2 na camada intima e nas laminas mais internas da camada média. E
importante ressaltar que mesmo no grupo SHR a camada adventicia apresentou
uma marcagao muito mais forte do que a camada média ou intima para MMP-2.
Neste grupo ndo foi detectada imunomarcagao para MMP-2 nas laminas mais
externas da média. Portanto, de modo geral, ndo houve co-localizagdo entre a
atividade gelatinolitica no tecido e a expressdo de MMP-2, excegao feita as camadas

intima e lAmina mais internas da média dos animais SHR.

Os animais SHR apresentaram maiores niveis de MMP-2 em comparagao aos
animais controle, os animais hipertensos tratados com doxiciclina apresentaram

niveis reduzidos de MMP-2 em comparagao aos animais nao tratados.

A atividade das MMPs (observada como atividade gelatinolitica total nao
passivel de inibicdo por phenatrolina ou doxiciclina, que sao inibidores da classe das
metaloproteases) foi significativamente aumentada no grupo SHR quando

comparada aos demais grupos, e este aumento ndo parece (morfologicamente) ser
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diretamente correlacionado com a expressao unicamente da MMP-2. Portanto,
provavelmente outras MMPs também estejam aumentadas nas aortas de ratos SHR
e participem das disfuncdes vasculares associadas a hipertensdo nestes animais

SHR.

O tratamento com doxiciclina também tem acgao sobre outras MMPs, o que
explicaria a quase supressao da atividade gelatinolitica vista pela zimografia in situ
nos animais tratados. O aumento da atividade gelatinolitca pode decorrer da

ativacao direta de MMPs por EROs ou pela inativacdo dos TIMPs por estas.

Por isso, outro parametro foi avaliado, o estresse oxidativo. Como ja citado,
fisiologicamente existe um equilibrio entre a ativacao e a inativagao das MMPs pelos
TIMPs, inibidores endégenos das MMPs (Visse; Nagase, 2003). Porém, o
mecanismo responsavel pelo aumento da atividade gelatinolitica nos ratos SHR
ainda néo esta claro. Como citado na introdu¢cdo, EROs pode levar a varias
alteragbes vasculares observadas na hipertensdo, dentre elas o processo de
remodelamento vascular, podem aumentar a atividade das MMPs indiretamente,
aumentando as concentragdes de MMPs, e diretamente, ativando MMPs (Visse;
Nagase, 2003; Kandasamy et al., 2009; Luchtefeld et al., 2005; Castro et al., 2009;
Schulz, 2009; Rajagopalan et al., 1996; Siwik et al., 2001; Martinez et al., 2006; Lu
et al., 2008) Como descrito, a capacidade de inibicao das MMPs pelos TIMPs pode
ser perdida na presenca dos EROs, como ONOO- ou HOCI (Frears et al., 1996;
Brown, 2008; Donnini et al., 2008), assim favorecendo um aumento na atividade das
MMPs quando EROs esta aumentado. Consequentemente, mesmo se as
concentragcdes de TIMPs estiverem aumentadas na hipertensao contrabalangando o
aumento na atividade das MMPs, nao seria possivel saber se estes inibidores

teciduais seriam capazes de inibir as MMPs, por que EROs aumentado pode
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diminuir sua capacidade de inibicdo mesmo nao diminuindo a concentragao destes
inibidores (Frears et al.,, 1996; Brown, 2008). Isto sugere que estresse oxidativo
poderia contribuir para a ativagcao das MMPs e as disfungdes vasculares associadas

a hipertensdo SHR.

Observamos uma aumento nos niveis de EROs na camada média e
endotélio das aortas, o0 que sugere que grande parte da atividade gelatinolitica
observada nos animais hipertensos pode ser decorrente deste aumento de EROs. O
tratamento com doxiciclina pode ter produzido efeitos antioxidantes por diminuir a
producdo do anion superdxido in situ, observada pelo método de DHE, estes
mesmos resultados foram observados em outros modelos experimentais de
hipertensdo (Castro et al., 2008; Ceron et al.,2010). Esta diminuigdo de EROs pelo
tratamento com doxiciclina acompanhada da reducdo nos niveis e atividade
gelatinolitica sugere que a doxiciclina apresenta mecanismos antioxidantes que
podem ter efeitos que regulam a atividade da MMP-2. Entretanto, esta afirmagéo é

bastante especulativa e precisa ser adequadamente testada.

Embora o tratamento com doxiciclina ndo tenha afetado as concentracdes de
MMP-2 no extrato de aorta (zimografia em gel), tem sido descrito que EROs podem
ativar MMPs mesmo na presenga do propeptideo. Como ja descrito, estresse
oxidativo pode interagir com o grupo tiol presente no propeptideo e com o zinco
presente no dominio catalitico, assim resultando na ativagdo da enzima mesmo na

presenca do propetideo (Okamoto et al., 2001; Schulz, 2007; Viappiani et al., 2009).

Estes resultados sido confirmados por estudos anteriores, em que a

doxiciclina preveniu o aumento da atividade gelatinolitica, particularmente da MMP-
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2, neste e em outros modelos de hipertensdo (Castro et al.,, 2009; Delano et al.,

2008; Bouvet et al, 2005).

Este trabalho mostrou alguns aspectos bioquimicos e morfolégicos
interessantes sobre o que ocorre nas aortas de ratos SHR com oito semanas de vida
no inicio do tratamento a treze semanas de vida no final do tratamento e qual o
efeito que a administragdo de doxiciclina (30mg/Kg/dia) por cinco semanas tem

sobre estes aspectos.



CONCLUSAO
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CONCLUSOES

Os animais SHR de oito semanas no inicio do tratamento e de treze semanas
no final do tratamento apresentam hipertrofia da aorta (caracterizada pelo aumento
da razdo Média/Llumen e Area de Seccdo Transversal), além de atividade
gelatinolitica total e EROs aumentados em toda a camada média e intima das
aortas, e aumento da MMP-2 na camada intima e por¢do mais interna da média em

relacdo a controles WKyoto de mesma idade.

O tratamento com doxiciclina (30mg/Kg/dia) leva a diminuicdo da pressao
arterial sistdlica, diminuicdo da atividade gelatinolitica total e EROs na camada
meédia e intima das aortas, diminuicdo da MMP-2 na camada intima e porcdo mais

interna da média em relacao aos ratos SHR tratados com veiculo.

O tratamento com doxiciclina ndo afetou a expressio e atividade de MMP-2
vista por zimografia em gel, nem a expressao de MMP-2 na camada adventicia das

aortas, onde ela é mais intensa.
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