A

Y
UNICAMP

ALISSON FERNANDES DOS SANTOS

INVESTIGAGAO DAS ALTERACOES DO SISTEMA
RENINA-ANGIOTENSINA EM INDIVIDUOS PORTADORES DE
ANEMIA FALCIFORME E EFEITOS DA TERAPIA
COM HIDROXIUREIA

CAMPINAS
2014






PN

Y

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Faculdade de Ciéncias Médicas

ALISSON FERNANDES DOS SANTOS

INVESTIGACAO DAS ALTERAQ@ES DO SISTEMA
RENINA-ANGIOTENSINA EM INDIVIDUOS PORTADORES DE
ANEMIA FALCIFORME E EFEITOS DA TERAPIA
COM HIDROXIUREIA

ORIENTACAO: Profa. Dra. Nicola Amanda Conran Zorzetto
CO-ORIENTACAO: Prof. Dr. Fernando Ferreira Costa

Tese de Doutorado apresentada a Pés-Graduacgéao da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP para obtencéo de
titulo de Doutor em Clinica Médica na area de concentragéo Clinica Médica.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA TESE DEFENDIDA POR ALISSON
FERNANDES DOS SANTOS E ORIENTADO
PELA PROFA. DRA. NICOLA AMANDA
CONRAN ZORZETTO.

Assinatura da Orientadora

CAMPINAS
2014



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Medicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 88402

Santos, Alisson Femandes dos, 1977-

Sahgi Invesfigagdo das alteragBes do sistema renina-angiotensina em individuos
portadores de anemia falciforme e efeitos da terapia com hidroxiureia / Alisson
Femandes dos Santos. — Campinas, SP - [3.n], 2014

Onentador: Nicola Amanda Conran Zorzetio.

Coorientador. Femando Ferreira Costa.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Ciéncias Médicas.

1. Sistema renina-angiotensina. 2. Angiotensina Il. 3. Anemia falciforme. 4.
Inflamag&o. 5. Receptores de angiotensina. |. Zorzetto, Nicola Amanda Conran. I1.
Costa, Femando Ferreira, 1950-. lll. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas. [V_ Titulo.

— Bibliteca Digi

Titulo em outro idioma: Investigation of alterations of the renin-angiotensin system in sickle
cell dizease individuals and the effects of hydroxyurea
Palavras-chave em inglés:

Renin-angictensin system

Angiotensin Il

Sickle cell disease

Inflammation

Receptors, Angiotensin

Area de concentragio: Clinica Médica

Titulagao: Doutor em Clinica Médica

Banca examinadora:

Micola Amanda Conran Zorzetto [Orientador]

Kleber Yotsumoto Feririn

Carmen Silvia Passos ima

Rodolfo Deffini Cangado

Alessandra Gambero

Data de defesa: 08-08-2014

Programa de Pés-Graduagio: Clinica Medica



BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE DOUTORADO
ALISSON FERNANDES DOS SANTOS

ORIENTADORA: PROF. DR. NICOLA AMANDA CONRAN ZORZETTO
COORIENTADOR: PROF. DR. FERNANDO FERREIRA COSTA

MEMBROS:
1. PROF. DR. NICOLA AMANDA CONRAN ZORZETTO / ]/ (.Q—’/_"
1,/} ;

2. PROF. DR. KLEBER YOTSUMOTO FERTRIN /U -fr 1

7 S

e

3. PROF. DR. CARMEN SILVIAPASsOS LIMA __ )

T / 1 /

; C )

4. PROF. DR. RODOLFO DELFINI CANCADO f'»‘/ I/~

5. PROF. DR. ALESSANDRA GAMBERO a}(f" Y\“\lj(,’l,c“
=1

Programa de Pés-Graduagdo em Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas.

Data: 08 de agosto de 2014




Vi



“A alegria ndo chega apenas no encontro do achado,
mas faz parte do processo da busca.”

Paulo Freire

Vi



viii



Dedico a presente tese

a minha querida e adoravel esposa Aline,
aos meus filhos, Sofia e Guilherme,
meus pais Antonio e Maria Aparecida,
meus irmaos, Alessandra e Victor!!!
Obrigado por tudo!!!

Amo vocés!!!






AGRADECIMENTOS

A Deus, pela companhia durante a caminhada, me auxiliando com Sua Méo
Poderosa e me fazendo lembrar que TUDO E POSSIVEL.

A minha amada esposa Aline pela compreensdo e fé quando estive
viajando sempre com coragao apertado e vontade de voltar logo para casa e para
seus bragos! Muito obrigado pela paciéncia na caminhada!

Aos meus pimpolhos, Sofia e Guilherme, pela obediéncia e colaboracao
com a mae quando estive ausente. Vocés sdao muito importantes para nés e me
encorajam a prosseguir na luta.

Aos meus pais, Maria Aparecida e Antonio, pela oracao e fé invocando a
protecdo e esperanca na realizacdo dos experimentos. Também agradeco pelas
palavras importantes no decorrer da vida mostrando que tudo é possivel quando
ha vontade. Muito obrigado!!!

Agradeco a Dra. Nicola Conran e ao Dr. Fernando Ferreira Costa por me
acolherem no laboratério possibilitando a conquista deste titulo privilegiado.
Apesar da distancia, foi possivel estreitar a amizade e concluir o trabalho.

Agradeco a toda equipe do laboratério de Biologia Molecular do
Hemocentro de Campinas pelo auxilio durante os experimentos. Sdo muitos e
trarei sempre na lembranca.

Agradego aos meus colegas de trabalho do Hospital de Clinicas/UFPR e
HEMEPAR pela paciéncia quando precisei me ausentar no laboratério para a
realizacdo dos experimentos.

Agradeco aos amigos especiais, Shirley e Moacir, pelo companheirismo,
conforto, pela amizade e seguranca durante a minha estadia em Campinas.

Agradego a equipe meédica e aos individuos portadores de anemia
falciforme do HEMEPAR, HU-UEL e Hemocentro de Campinas por permitirem a
coleta do material, contribuindo para novas descobertas.

Xi



Xii



RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma doencga genética causada pela substituicao de um
acido glutamico por uma valina na posicao 6 da cadeia globina B. A mutagéo de
ponto origina a hemoglobina S (HbS), que sob condicbes de deoxigenagdo se
polimeriza tornando os eritrocitos mais propensos a falcizacéo. A fisiopatologia da
AF resulta em processos recorrentes de vaso-oclusdo e hemdlise, causando
numerosas complicagdes clinicas, incluindo a danificagdo dos rins e problemas
cardiovasculares. A angiotensina Il (Ang Il), um peptideo vasoconstritor derivado
do sistema renina-angiotensina (SRA), controla a pressao arterial e o equilibrio
dos fluidos. A Ang Il também participa na geracdo de espécies reativas de
oxigénio, diminuindo a biodisponibilidade do Oxido nitrico (NO), um gas
vasodilatador, podendo contribuir para alteragdes no endotélio. A hidroxiureia
(HU), agente quimioterapico importante no tratamento dos individuos portadores
de AF, exerce seu efeito benéfico por meio do aumento de hemoglobina fetal
(HbF), reduzindo a falcizacdo dos eritrécitos, diminuindo o nimero de leucécitos,
além de possuir a capacidade de gerar NO. O objetivo deste estudo foi verificar se
a producao e expressao das proteinas do SRA estéo alteradas na AF e os efeitos
da terapia com HU nestes parametros. Para analisar a atividade do SRA na AF e
um possivel papel para a Ang Il no processo inflamatoério, foram quantificadas as
concentragdes plasmaticas de Ang Il, enzima conversora de angiotensina (ACE),
molécula de adesdo vascular-1, molécula de adesao intercelular-1, endotelina-1
(ET-1), metabdlitos de NO, guanosina monofosfato ciclico (GMPc), interleucina-6,
interleucina-8, fator de necrose tumoral-a e inibidor do ativador do plasminogénio-
1 nas amostras de sangue dos individuos portadores de AF e individuos sadios
controles. A producdo de Ang Il e expressdo de algumas proteinas do SRA
também foram estudadas em um modelo animal de AF. Adicionalmente,
camundongos com AF foram tratados com a HU (50 e 75 mg/kg/dia) por 4
semanas. Nao foram encontradas diferencgas significativas nos niveis plasmaticos

de Ang Il nos individuos portadores de AF e individuos controles, porém a Ang Il
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mostrou correlacdo positiva com niveis plasmaticos de HbF e ET-1. Uma
correlagdo negativa entre niveis da Ang Il e GMPc também foi encontrada no
plasma. As concentragbes plasmaticas de ACE foram encontradas
significantemente menores em individuos portadores de AF em comparagéao aos
individuos controle. Em camundongos com AF, as concentracées plasmaticas de
Ang Il estao significativamente diminuidas quando comparadas aos camundongos
controles. O tratamento de camundongos AF com HU (75 mg/kg/dia) aumentou
significativamente os niveis de Ang Il. Diferencas significativas nas expressoes
dos genes AT1R e ACET1 (que codificam o receptor de angiotensina Il tipo 1 e a
enzima ACE, respectivamente) foram detectadas em camundongos com AF sem
tratamento de HU quando comparados aos camundongos controles, sendo que as
expressdes dos genes foram menores nos rins e maiores no figado. Os dados
obtidos no estudo sugerem que pode haver alteracdes no SRA em individuos
portadores de AF, apesar de nao encontrar associacdes entre alteragcdes em
Ang Il com parametros inflamatorios. Futuros estudos poderiam indicar se
alteracées na expressao das proteinas do SRA contribuem para algumas
manifestagdes da AF ou refletem danos teciduais nestes individuos.
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ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is caused by a point mutation that results in the
substitution of glutamic acid for valine at the sixth position of the B-globin chain,
leading to the production of hemoglobin S (HbS). HbS polymerizes under
conditions of low oxygen concentration, causing the erythrocyte to adopt a sickled
shape. The pathophysiology of SCD results in recurrent vaso-oclusion and
hemolysis, causing clinicals complications, including kidney damage and
cardiovascular problems. Angiotensin Il (Ang Il), a peptide and vasoconstrictor
derived from the action of the renin-angiotensin system (RAS), controls blood
pressure and fluid balance. Ang Il also participates in the generation of reactive
oxygen species, decreasing the bioavailability of the vasodilatory gas nitric oxide
(NO), and potentially causing endothelial alterations. Hydroxyurea (HU), an
important chemotherapeutic drug employed in the treatment of SCD, has
numerous benefits that include augmentation of fetal hemoglobin, reduction of
erythrocyte sickling and decreased leukocyte numbers; furthermore, HU also
generates NO in vivo. The aim of this study was to investigate whether the
production and expression of proteins of the RAS are altered in SCD and the
effects of HU therapy on these parameters. To analyse alterations in Ang Il and
possible associations with inflamatory processes in sickle cell anemia (SCA), the
following were quantified in the plasma of SCA patients on and off HU and in
healthy control individuals; Ang Il, angiotensin converting enzyme (ACE), vascular
adhesion molecule-1, intercellular adhesion molecule-1 and endothelin-1 (ET-1),
NO metabolites, cyclic guanylate monophosphate (cGMP), interleucin-6,
interleucin-8, tumor necrosis factor-a and plasminogen activator inhibitor-1. The
production of Ang Il and the expressions of some RAS proteins were also studied
in an animal model of SCD. In addition, SCD mice were treated, or not, with
hydroxyurea (50 and 75 mg/kg/day) for 4 weeks. Plasma levels of Ang Il of SCA
patients did not differ from those of controls; however, Ang Il demonstrated positive

correlations with fetal hemoglobin and ET-1; and a negative correlation with
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plasma cGMP. Plasma levels of ACE were significantly lower in SCA individuals
compared with control individuals. In SCD mice, plasma levels of Ang Il were
significantly decreased when compared to control mice. Treatment with HU
(75 mg/kg/day) in the SCD mice increased levels of Ang Il significantly. Significant
differences in the gene expressions of AT1R and ACE1 (encoding the angiotensin
Il receptor type 1 and ACE) were detected in SCD mice not treated with HU, when
compared to control mice, where these gene expressions were lower in the
kidneys and higher in the liver. These results suggest that some alterations in the
RAS may occur in SCD individuals. Although we found no association between
plasma Ang Il levels with inflammatory parameters in patients, further studies
should indicate whether alterations in the RAS may contribute to some of the

manifestations of SCD or reflect tissue damage in these individuals.
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1.1. ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme € uma doenga causada por uma mutagdo, onde ha
substituicdo de um acido glutdmico por uma valina na sexta posicdo da cadeia
globina B (B® Glu > Val), originando hemoglobina S (HbS), que é sujeita a
polimerizacao sob condicbes desoxigenadas, podendo levar a falcizagdo das
hemacias (FIGURA 1). As alteragbes nas hemacias resultam na adesdo dos
eritrocitos, leucécitos e plaquetas a parede vascular, causando um fenémeno
vaso-oclusivo e infarto nos 6rgaos alvos (STEINBERG, 1999). Estruturalmente, o
acido glutamico é uma molécula polar e hidrofilica, enquanto a valina € apolar e
fortemente hidrofébica. Por este motivo, no estado desoxigenado, as moléculas de
HbS sofrem alteragdo na configuracdo estrutural e expbéem os residuos
hidrofébicos que sao rapidamente associados com regides hidrofébicas dentro do
compartimento aquoso da célula. A polimerizacao leva a destruicao dos eritrécitos
ocasionando danos as membranas e aos citoesqueletos das células vermelhas
(BARABINO et al., 2010).

A doenga falciforme é classificada em dois tipos: anemia falciforme,
caracterizada em estado homozigoto SS; e a doenga heterozigética dupla, no qual
a hemoglobina S combina-se com outro defeito na hemoglobina, por exemplo,
hemoglobina C, D e [-talassemia, resultando em hemoglobinopatia SC,
hemoglobinopatia SD e hemoglobinopatia SB-talassemia (WEATHERALL et al.,
2006). Estima-se que 4% da populagdo brasileira tenha o trago falciforme
(heterozigose simples) e que 25.000 a 50.000 pessoas tenham a doenca em
estado homozigético ou na condi¢cdo de heterozigotos compostos (CANCADO &
JESUS, 2007).
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FIGURA 1. Fisiopatologia basica da anemia falciforme. B-globin gene (cadeia globina beta); Sixth
codon (sexta posicdo do cdodon); Valine (valina); HbS solution (hemoglobina S soluvel); HbS
polymer (polimero de hemoglobina S); Oxygenated (oxigenada); Deoxygenated (deoxigenada);
HbS cell (célula com hemoglobina S); Cell heterogeneity (heterogeneidade celular). Figura
adaptada de STEINBERG, 2006.

1.1.1. MANIFESTACOES CLIiNICAS DAS DOENCAS FALCIFORMES

As doengas falciformes se manifestam quando a sintese de cadeia vy
globina, com consequente producdo de hemoglobina tipo fetal, HbF, visto no
nascimento, é substituida pela sintese da cadeia p globina e, como consequéncia,
ha aumento de produgdo da hemoglobina anormal, HbS. A presenca dessa
hemoglobina traz complicagdes clinicas que permanecem por toda a vida do
individuo falciforme. As manifestacdes precoces sdo dactilite e morte prematura
resultante nas sindromes agudas e funcionamento anormal do baco, que leva a
hiperesplenismo pelo sequestro dos eritrocitos falcizados (SERJEANT, 2013). E
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comum a presencga de acidente vascular cerebral (AVC) em criangas menores de
4 anos (WARE et al., 1999).

Adultos com AF podem desenvolver varias manifestagées clinicas, tais
como infeccao, infarto dos érgaos, embolia e complicagdo pulmonar. Também héa
manifestacdes tardias como enurese noturna, dores désseas, necrose femural,
ulceragdo nas pernas e priapismo devido a vaso-oclusdao (SERJEANT, 2013).
Ainda podem apresentar sindrome toracica aguda, conhecida como “acute chest
syndrome”, tais como tromboembolismo, embolia pulmonar gordurosa e
pneumonia descompensada, pelo aumento da viscosidade do sangue, dificultando
a sua circulacdo (ROSSE et al., 2000).

1.1.2. PROCESSO DE VASO-OCLUSAO

A AF é caracterizada pela recorréncia de episddios dolorosos e lesdes de
orgaos resultantes da oclusdo microvascular. A adesédo de células vermelhas ao
endotélio vascular leva a sua ativacao, estimulando o recrutamento e adeséo dos
leucocitos ao endotélio, tendo como resultado o impedimento do fluxo sanguineo
nos vasos (FRENETTE, 2002).

O processo de vaso-oclusdo (FIGURA 2) é complexo e resultante das
interacbes das células vermelhas falcizadas, leucdcitos ativados, células
endoteliais, plaquetas e proteinas plasmaticas. O fenébmeno de vaso-oclusdo em
individuos portadores de AF é resultante da inflamagao crénica, diminuicdo do
oxido nitrico (NO) e estresse oxidativo (CONRAN et al., 2009). A interacdo dos
eritrocitos falcizados com as células endoteliais resultam na ativacao da producao
e expressdao dos mediadores de inflamacdo como a endotelina-1 (ET-1), um
vasoconstritor e agonista pré-inflamatério; e do fator de transcricdo nuclear kappa
B (NF-xB), que contribui para o aumento na expressao das moléculas de adesao
endoteliais, como a E-selectina, molécula de adesao celular vascular tipo 1
(VCAM-1) e molécula de adesao intercelular tipo 1 (ICAM-1) na superficie das

células endoteliais ativadas (CHIANG et al., 2005; CONRAN et al.,, 2004). A
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interacdo dos complexos celulares estimula a producdo de citocinas e
quimiocinas, tais como o fator de necrose tumoral-a. (TNF-a), fator estimulante de
colénias de macréfagos-granulécitos (GM-CSF), interleucinas (IL-1, IL-3, IL-6, IL-
8) e fator estimulante de colénias de macréfagos (M-CSF) (LANARO et al., 2009;
CONRAN et al., 2007). A interacdo entre as células eritrocitarias falcizadas, os
leucécitos e possivelmente as plaguetas nas células endoteliais resultam na
obstrucéo prolongada nas pequenas vénulas sanguineas ocasionando isquemia e
dor local (WUN et al., 1999).
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FIGURA 2. Etapas de vaso-oclusdo na doenca falciforme. (A) Adesdo inicial das células
vermelhas falcizadas em vénulas de pequeno didmetro. (B) Adesdo das células falciformes é
seguida por captura seletiva das células vermelhas densas ou foice entre eritrécitos aderentes. (C)
O recrutamento de leucécitos em vénulas inflamadas pode desencadear aprisionamento seletivo
das células falcizadas. Capillaries (capilares); Postcapillary venules (capilar venoso); Adhesion
(adeséo); Venules (vénulas); Dense cell trapping and retrograde blockage (células densas fixando
e blogueando); Red cell & Leykocite adhesion (adesdo de células vermelhas e leucdcitos);
Leukocytes (leucdcitos). Adaptado de KAUL et al. (2009).

1.1.3. O ENDOTELIO E A INFLAMACAO NA DOENCA FALCIFORME

As células endoteliais estruturais e funcionais sdo importantes para a
manutencao do tbnus vascular. Sendo uma estrutura semipermeavel, o endotélio
permite e regula o transporte de moléculas. O equilibrio da producao endotelial de
vasodilatadores, por exemplo, NO; e vasoconstritores, como a ET-1 e

prostaglandinas, € importante para a manutencéo de homeostase, a qual regula a

36



trombose, trombdlise e aderéncia das plaquetas; no caso de desequilibrio, ha
aterosclerose, hipertensdo, hipertensdo pulmonar, sepse e sindromes
inflamatérias, conhecidas como injuria endotelial (GALLEY & WEBSTER, 2004).
Estao presentes nos endotélios os receptores de adesao de células sanguineas e
moléculas de inflamag¢édo (HEBBEL et al., 2004).

1.1.4. OXIDO NIiTRICO

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre importante para a manutencao do
tonus vascular. E sintetizado principalmente nas células endoteliais pela enzima
oxido nitrico sintetase (NOS) a partir de arginina e oxigénio (WOOD et al., 2008).
Possui agdo vasodilatadora e, quando presente em baixa concentragdo, pode
participar no processo vaso-oclusivo favorecendo a vasoconstricdo e a adesao de
células para a parede vascular (HSU et al., 2007; GLADWIN & VICHINSKY, 2008).
O NO ativa a enzima guanilato ciclase, aumentando a produ¢do do mensageiro
secundario, guanosina monofosfato ciclico (GMPc), que por sua vez diminui os
niveis de caélcio intracelular das células do musculo liso (FURCHGOTT &
ZAWADZKI, 1980).

Na AF, a diminuicdo da biodisponibilidade do NO se deve a redugédo de
L-arginina plasmatica, pelo consumo de NO no vaso sanguineo por espécies
reativas de oxigénio e pela hemoglobina livre que é liberada durante o processo
de hemdlise. A L-arginina € um aminoacido e substrato para a producdao de NO
por NOS, sendo degradada pela enzima arginase. A arginase é encontrada em
niveis elevados na AF devido ao maior numero de eritrdcitos jovens e a sua
liberacdo pelas hemacias durante o processo de hemdlise (MORRIS, 2006). A
presenca de hemoglobina livre decorrente da hemdlise intravascular também
eleva o consumo de NO e resulta na formagdo de metahemoglobina e nitrato. A
biodisponibilidade baixa de NO na AF facilita a vasoconstricdo, aumenta ativagao
plaquetaria, a adesdo das moléculas leucocitarias e ativa as células endoteliais
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contribuindo de forma significante para o processo de vaso-oclusdo (KATO et al.,
2007; CONRAN et al., 2009).

1.1.5. HEMOGLOBINA FETAL

As hemoglobinas funcionais (HbA, HbA, e HbF) sdo tetrameros de duas
cadeias a-globinas e duas cadeias nao-a-globinas. A hemoglobina fetal (HbF),
constituida por duas cadeias o—globinas e duas cadeias y-globinas (opyz2), tem
predominancia em eritrocitos de fetos e ja cai para menos de 1% em eritrécitos de
adultos. A concentracdo de HbF total em AF é variavel e de modo significante,
onde altas concentragbes desta hemoglobina podem inibir a polimerizagdo das
hemacias (ROSSE et al., 2000). A inibicAo de polimerizacdo de HbS pela
presenga da maior produgdo da HbF requer a formagéo de formas assimétricas
hibridas de HbS/HbF (a,5p°%) (BOOKCHIN et al., 1977). A HbF e cadeias de v-
globinas interferem na polimerizagcdo, visto que a baixa concentracdo de
polimeros, ja é suficiente para causar injuria nas células vermelhas, sendo um dos

pré-requisitos da causa da doenca falciforme (STEINBERG, 2002).

1.1.6. HIDROXIUREIA

A hidroxiureia (HU) € um agente quimioterapico que inibe a sintese de DNA
pelo bloqueio da acdo enzimatica da ribonucleotidase redutase. E a tnica droga
aprovada pela FDA (US Food and Drug Administration) para o tratamento da AF
(STEINBERG, 1999). E um medicamento importante no tratamento, por aumentar
a producao de HbF entre outros efeitos (DAVIES & GILMORE, 2003). Os efeitos
favoraveis da terapia com HU na AF incluem: diminuicao dos eritrocitos falcizados,
aumento de NO e diminuicao do numero de leucécitos (CHARACHE et al., 1995).
Além disso, a HU também eleva a concentracdo de hemoglobina total, reduz o
nuamero de complicagdes vaso-oclusivos (LIMA et al., 1997) e incidéncia de
sindrome toracica aguda (STEINBERG, 2002; GLADWIN & RODGERS, 2000). A
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reacdo de HU com oxihemoglobina, deoxihemoglobina e metahemoglobina
favorece o aumento da producédo de NO (PACELLI et al., 1996; KIM-SHAPIRO et
al., 1999) (FIGURA 3).

O uso crénico de HU tem reduzido a frequéncia de internacdo e incidéncia
de dores, sindrome toracica aguda e transfusdo sanguinea (FERGUSON et al.,
2002; MC GANN & WARE, 2011). Além disso, também reduziu a morbidade e
mortalidade dos individuos portadores de AF (STEINBERG et al., 2003). No
entanto, ndo sdo todos os pacientes que toleram ou demonstram resultado no
tratamento com a HU (CHARACHE et al., 1995).

Erythroid
progenitor

FIGURA 3. Mecanismo de acao e os efeitos benéficos do uso de hidroxiureia para AF. (1) Indugéo
de hemoglobina fetal no compartimento eritrocitario. (2) Citotoxicidade na medula e diminuigao do
namero de neutrofilos e reticuldcitos. (3) Alteracdo da expressdo de moleculares de adesdo nos
neutréfilos e reticulécitos circulantes, diminuindo a adesividade e dano as células endoteliais. (4)
Macrocitose e aumento de hidratacdo diminuindo a hemdlise e a formagao do formato de foice. (5)
Liberacdo de NO, resultando em vasodilatagdo. Erythroid progenitor (progenitor eritrdide);
Hydroxyurea (hidroxiureia); Megakaryocyte (megacaridcitos); Bone marrow (medula oOssea);
Myeloid precursor (precursor mieldide); Reticulocyte (reticuldcitos); Neutrophil (neutrdfilos);
Erythrocyte (eritrdcitos); Blood vessel (vasos sanguineos); Endotelial cell (células endoteliais);
Nitric oxide (6xido nitrico). Figura adaptada de WARE (2010).
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1.2. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

O estudo do funcionamento do sistema de renina-angiotensina (SRA) foi
iniciado no ano de 1898 por Tiegerstedt e colaboradores. Eles observaram a
presenca de um agente vasoconstritor que causava o0 aumento da pressao arterial
no extrato de rim dos coelhos e denominaram-lhe de renina. Anos depois, duas
equipes lideradas por Dr. Eduardo Braun-Menendez e Dr. Irvine H. Page, da
Argentina e Estados Unidos, respectivamente, descobriram que a renina néo era o
agente causador de hipertensao, e sim o peptideo resultante da acao da renina
sobre a proteina plasmatica. A angiotensina deriva-se da juncdo de dois nomes
dados pelas duas equipes, hipertensina, dado na Argentina e, angiotonina, nos
Estados Unidos (SKRBIC & IGIC, 2009).

O SRA é importante para a manutencao do complexo hemodinamico, com a
regulacdo do volume do fluido extracelular, balanceamento do so6dio e efeitos
cardiacos e vasculares. Quando o sistema apresenta atividade elevada, ha efeitos
ateroscleroticos, como hipertensao, hipertrofia nos 6érgaos; e eventos
cardiovasculares, como o infarto, falhas cardiovasculares e esclerose nos rins
(FERRARIO & STRAWN, 2006).

1.2.1. ANGIOTENSINOGENIO

O angiotensinogénio (AGT) é um pré-hormdnio e principal substrato para
renina (FIGURA 4), no qual é clivado o amino-terminal da cadeia, originando um
decapeptideo inativo, a angiotensina | (Ang I). A maior fonte de AGT é de origem
hepatica, porém, em experimentos em camundongos transgénicos clonados com
o gene de AGT humano, foi detectada a expressdao de seu mRNA no rim e figado,
e em baixas concentragbes no ceérebro, glandula submandibular, coracao,
glandulas adrenais, tecido adiposo e ovarios. Nao foi detectado o mRNA nos

seguintes 6rgaos: pulmao, testiculos e baco (YANG et al., 1994).
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FIGURA 4. Producdo dos derivados metabdlitos do SRA e as enzimas conversoras de
angiotensina. NEP (endopeptidase neutra); PEP (prolil-endopeptidase); Angiotensinogen
(angiotensinogénio);  Pro-angiotensin-12  (pré-angiotensina-12); Renin (renina); Chymase
(quimase); Angiotensin | (angiotensina 1); Human (humano); rat (rato); Carboxypeptidase A
(carboxipeptidase A); Deamidase (deamidase); Angiotensin Il (angiotensina 1l); Angiotensin 1-9
(angiotensina 1-9); Angiotensin 1-4 (angiotensina 1-4); Angiotensin 5-8 (angiotensina 5-8);
Angiotensin Il (angiotensina Ill); Angiotensin 1-7 (angiotensina 1-7); Angiotensin IV (angiotensina
1V); Angiotensin 1-5 (angiotensina 1-5). Figura adaptada de SKRBIC & IGIC, 2009.

1.2.2. ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA

A enzima conversora de angiotensina (ACE) ou quininase € uma zinco
metalopeptidase que catalisa a principal etapa da cascata do SRA, que é a
conversao de Ang | em angiotensina Il (Ang Il) através da remog¢ao do dipeptideo

do terminal C. Também degrada a bradicinina, um hormdnio vasodilatador. A
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enzima é encontrada em plasma e inumeros tecidos, tais como, vasos
sanguineos, coracao, rim, cérebro e glandula adrenal (LINZ et al., 1995; NASH,
1992; CORVOL et al., 1995).

Ha duas isoformas de ACE: somatica (sACE) e germinal (gACE). A
diferenca entre as duas € o numero de sitios ativos: a gACE possui apenas um
enquanto na sACE ha dois sitios ativos (LANGFORD et al., 1991). A sACE é
encontrada nas superficies endoteliais, membranas renais, intestinais, placenta e
plexo coroide. A forma germinal (JACE) é encontrada exclusivamente nos
testiculos, sendo responséavel pela fertilidade (TURNER & HOOPER, 2002).

A ACE2, enzima conversora de angiotensina 2, também conhecida como
enzima conversora de angiotensina homéloga (ACEH), difere da ACE pela
especificidade e contém um dominio catalitico ativo. E expressa nas células
endoteliais, coracao, rins, testiculos, hipotdlamo e na parede da aorta. A sua
funcdo é exclusivamente de carboxipeptidase, onde atua na hidrélise dos
aminodcidos no terminal C. A ACE2 hidrolisa Ang | e Ang Il, mas é indiferente
frente a bradicinina. Também cliva Ang | em Ang (1-9), um nonapeptideo e
converte diretamente a Ang Il em Ang (1-7) (TURNER & HOOPER, 2002).

Os inibidores de ACE (captopril, enalapril e lisinopril) atuam inibindo a
conversao de Ang | em Ang I, reduzindo o estresse oxidativo e inflamacao
causada por Ang Il. A formacdo de bradicinina é favorecida, resultando num
aumento do NO e prostaciclina, atuando como o anti-inflamatério, antitrombético e
acao vasodilatadora (DZAU, 2001). Os inibidores de ACE nao inativam a ACE2
(TURNER & HOOPER, 2002).

1.2.3. ANGIOTENSINA Il

Produto da acado da ACE sobre a Ang |, a Ang Il é o principal horménio do
SRA. E um octapeptideo ativo do SRA que atua estimulando a liberagdo de
catecolaminas provenientes da medula adrenal e nervos simpaticos. Aumentando-

se a sua atividade, estimula a sede e apetite, regula a homeostase de sédio e
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agua pela liberacdo de aldosterona no cértex adrenal (FERRARIO & FLACK,
1996). Além disso, também possui atividade nas células endoteliais, acao
inflamatdria, proliferativa, fibrotica e trombdtica nos sistemas vasculares. Possui
efeito potente no tbnus vascular, constricdo das células musculares lisas,
regulacdao do crescimento de células vasculares, apoptose, producao de matriz
metaloproteinase e degradacao da matriz extracelular (YOO et al., 1998).

Além da ACE, a Ang Il pode ser gerada pela quimase a partir de Ang I. A
quimase so se torna ativa em casos de dano vascular, quando esta é liberada e
permanece inativa no tecido vascular normal (FYHRQUIST & SAIOJONMAA,
2008).

O aumento da concentragdo de Ang Il é uma das causas de hipertenséao
arterial, por ativar NADPH oxidase dentro dos vasos sanguineos, rim e cérebro,
elevando a geracao de espécies reativas de oxigénio (GARRIDO & GRIENDLING,
2009), que por sua vez, ativa a NF-kB, que é conhecida por regular a expressao
de genes responsaveis pela regulacdo de homeostase de sodio e controle de
pressao arterial (BRASIER et al., 2000).

1.2.4. RECEPTORES DE ANGIOTENSINAIII

Existem trés subtipos de receptores de Ang IlI: tipo 1 (AT1R), tipo 2 (AT2R)
e tipo 4 (AT4R). O receptor AT1R é composto de 359 aminoacidos, enquanto o
AT2R tem 363 aminoéacidos e com 30% de homologia no nivel de aminoacidos ao
receptor AT1R. Os genes dos receptores AT1R e AT2R sao localizados no
cromossomo 3 e X, respectivamente. Em animais roedores, ha dois subtipos de
receptores de AT1R: AT1Ra e AT1Rg, enquanto em humanos, ha apenas a
expressao do receptor AT1R. O receptor AT4R é composto por 1.025 aminoacidos
(THOMAS & MENDELSOHN, 2003).

Os receptores AT1R sédo expressos em vasos sanguineos (vasoconstricao),
no cortex adrenal (liberacdo de aldosterona), figado (metabolismo do glicogénio),
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rim (retencéo de agua e sal), e cérebro (liberacdo de vasopressina, sede, apetite,
regulacdao da pressao arterial). Os receptores AT2R sdo expressos nas células
endoteliais, células musculares lisas vasculares e tecido fibroso cardiaco. O AT2R
possui capacidade regenerativa e a sua expressdo € aumentada em casos de
isquemia cerebral e cicatrizacdo de tecidos. Por ultimo, o receptor AT4R, possui
ampla distribuicdo, inclusive nas glandulas adrenais, rim, pulmdo e coracao
(THOMAS & MENDELSOHN, 2003).

A Ang Il atua em dois receptores AT1R e AT2R acoplados a proteina G. O
efeito deletério de Ang Il é causado pela atividade nos receptores AT1R, por outro
lado, nos receptores AT2R, os efeitos sdao benéficos (TURNER & HOOPER,
2002).

~ Insulin
oxytocin
PKC-{

blood pressure regulation
salt and water balance
sympathetic output
vascular and cardiac growth

FIGURA 5. Esquema da interagcdo de Ang Il em receptores AT1R/AT2R e Ang IV em receptor
AT4R. Nos receptores AT1R e AT4R é notada a formagéo de vesiculas intracelulares durante a
ativacdo e desativagdo. Blood pressure regulation (regulagdo de pressdo sanguinea); Salt and
water balance (balanceamento de sal e agua); Sympathetic output (transmissdo simpatica);
Vascular and cardiac growth (crescimento vascular e cardiaco); Antiproliferative (antiproliferativo);
Pro-apoptotic (pro-apoptdtico); Tissue development and repair (desenvolvimento e reparo tecidual);
Peptide degradation (degradacdo do peptideo); Regulation of blood flow (regulacdo de pressao
sanguinea); Na® reabsorption (reabsor¢do de sddio); Hypertrophy (hipertrofia); Memory and
learning (memdria e aprendizagem); Insulin (insulina); Oxytocin (oxitocina); PKC (Proteina-quinase-
C). Figura adaptada de THOMAS & MENDELSOHN, 2003.
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1.2.5. METABOLISMO DE ANGIOTENSINA I

O complexo do SRA se inicia na liberacdo de renina pelas células
justaglomerulares renais no sangue que atuara na conversdo de AGT em Ang |.
Por sua vez, Ang | é convertida em Ang Il pela acdo da ACE. O peptideo
resultante atuard nos receptores de angiotensina, AT1R e AT2R, que séo
receptores funcionais antagdnicos (SKRBIC & IGIC, 2009).

A Ang |, decapeptideo, é um metabolito inativo produzido pela acdo da
renina sobre o angiotensinogénio no figado. Este decapeptideo € rapidamente
convertida em Ang |l pela ACE. A Ang | pode ser convertida em outro composto
biologicamente ativo, a Ang (1-7), pela endopeptidase e ainda pode ser convertida
para Ang (1-9) pela ACE2 e, subsequentemente, formando Ang (1-7)
(DIMITROPOULOU et al., 2006).

A Ang Il pode ser convertida para Ang (1-7) pela enzima endopeptidase
neutra ou carboxipeptidase prolil, ou ser degradada em metabdlitos inativos pela
angiotensinase (DIMITROPOULOU et al., 2006).

A complexidade do seu sistema deve-se a atuacao de varias enzimas que
geram os peptideos menores, tais como, Ang (2-8), Ang (3-8) e Ang (1-7). Oposto
de Ang Il, o peptideo Ang (1-7), atua contrabalanceando os efeitos resultantes de
Ang Il através da acdo nos receptores Mas e potencializa o efeito de bradicinina
(DRUMER et al., 1988) aumentando também a liberacdo de NO e 4acido
araquidénico. Os seus efeitos sdo benéficos, tais como, vasodilatacao, estimulo
da excrecao de sodio renal e efeitos antiproliferativos (DIMITROPOULQOU et al.,
2006).

Além da geragdo de Ang Il pela ACE, também pode ser formada pela
quimase na conversdao de Pro-Angiotensina-12 (ProAng-12) em Ang Il sem a
participacdao da renina. A quimase esta presente nos mastécitos e aumenta em
casos de terapia com inibidor de ACE. Com isso, a Ang |l podera ser formada em
duas vias conhecidas, tais como, cascata de renina-angiotensina e de
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angiotensinogénio-angiotensina. A liberagdo de ProAng-12 a partir de AGT ainda
esta em estudo (SKRBIC & IGIC, 2009).

1.2.6. OUTROS PEPTIDEOS DERIVADOS DE ANGIOTENSINA II

Como a Ang Il, a Ang lll, derivada da acado de aminopeptidase A no terminal
N de Ang Il, também possui afinidade aos receptores AT1R e AT2R. Ang Ill € um
derivado principal no cérebro e participa no controle de pressao sanguinea e
liberacao de vasopressina (TURNER & HOOPER, 2002).

A aminopeptidase N degrada a Ang Il gerando Ang IV ou Ang (3-8). Essa
possui afinidade aos receptores AT4R, conhecida como aminopeptidase regulada
por insulina (IRAP), tem o principio de vasodilatacdo renal, favorece natriurese,
liberacdo de propriedades vasoativas e aumento de expressao de inibidor do
ativador do plasminogénio-1 (PAI-1) (ALBISTON et al., 2001).

1.2.7. ANGIOTENSINA Il E AS CELULAS ENDOTELIAIS

O endotélio é responsavel pela manutencao e estrutura vascular através da
producdo de metabdlitos reguladores de ténus vascular, coagulagéo, células de
crescimento e de morte e migracdo de leucécitos. O equilibrio entre o NO, um
vasodilatador, e a Ang Il, um vasoconstritor, € importante para manter o ténus
vascular em estabilidade. Além disso, as células musculares lisas também s&o
capazes de liberar citocinas e fatores de crescimento e reguladores que podem
influenciar o ténus vascular (DZAU, 2001).

Sendo a Ang Il uma mediadora do estresse oxidativo que reduz a atividade
de NO, tem um efeito de desequilibrio funcional nas células endoteliais, onde
ocorre a producao de radicais livres, tais como, o anion superoxido e peréxido de
hidrogénio. Também induz atracdo dos monécitos ao local, ativa o NF-«B,
estimula a expressao de VCAM-1 e liberacao de IL-6 e TNF-a (DZAU, 2001).
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Além de causar dano nas células endoteliais, a Ang Il também pode atuar
na remodelacdo dos vasos sanguineos, agindo no aumento da expressao de
derivados de plaquetas nas células musculares lisas, modulagcdo de migracao de
células vasculares, reducéo de apoptose vascular de células musculares lisas e
alteragéo da composi¢do da matriz extracelular. Também pode estimular a sintese
e liberacdo de glicoproteinas e metaloproteinases da matriz. A Ang Il tem efeito
pleiotropico, pois pode causar lesdo nas células endoteliais e atuar inclusive na
remodelagcdo dos mesmos (DZAU, 2001).

PFRO-ATHEROGEMIC ANTI-ATHEROGEMIC
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FIGURA 6. Papel de Ang Il no desenvolvimento e progressdo de aterosclerose. Ang Il pode
estimular as células endoteliais na liberacdo dos marcadores pré-aterogénicos ou anti-
aterogénicos. Pro-atherogenic (pro-aterogénico); Anti-atherogenic (anti-aterogénico); Stimulate
(estimulado); released (liberado); Angiotensinogen (angiotensinogénio); Renin (renina); Angiotensin
I (angiotensina 1); Angiotensin Il (angiotensina Il); Bradykinin (bradicinina); Inactive peptides
(peptideos inativos); EC (células endoteliais); VSMC (células de mdusculo liso vascular); ET-1
(endotelina-1); NO (6xido nitrico); PAI-1 (inibidor do ativador do plasminogénio-1); t-PA (ativador do
plasminogénio tecidual); MCP-1 (Proteina Quimiotatica de Mondcito-1) (FERRARIO & STRAWN,
2006, adaptado TSIKOURIS et al., 2003).
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2. JUSTIFICATIVA
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A doenca falciforme é caracterizada por uma fisiopatologia complexa que
desencadeia eventos vaso-oclusivos resultantes da adesdo dos eritrocitos
falcizados e leucécitos as células endoteliais da parede vascular, causando
obstrucdo e modificagcbes nas suas paredes e ocasionando uma reacao
inflamatéria. A hemdlise intravascular também leva a diminuicao na
biodisponibilidade de NO, facilitando a vasoconstricdo e participando no processo
vaso-oclusivo. A angiotensina Il, peptideo vasoconstritor, pode atuar como agente
inflamatorio nas células endoteliais através da interagdo ao receptor de
angiotensina Il tipo 1. Além disso, também eleva a pressao arterial. Atualmente, os
inibidores de enzima conversora de angiotensina e bloqueadores de receptores de
angiotensina Il sdo utilizados para a manutencao da presséo arterial ocasionada
pela acdo de angiotensina Il. Os individuos portadores de AF apresentam pressao
arterial relativamente baixa em comparacdo aos individuos sadios e a
determinacao de angiotensina |l poderia esclarecer a compreensao do
funcionamento do sistema destes individuos. Como o sistema renina-angiotensina
exerce papel importante em processos inflamatdrios e vasoconstritivos, propomos
investigar se existem alteracbes nos componentes do sistema renina-angiotensina
em individuos e animais com anemia falciforme e verificar se ha diferenca nestes

parametros entre os pacientes tratados e néo tratados com hidroxiureia.
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3.1. OBJETIVO PRINCIPAL
o Investigar os aspectos do sistema renina-angiotensina em individuos
portadores de anemia falciforme e num modelo animal de anemia falciforme,

avaliando ainda sua modulagao por hidroxiureia.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

o Quantificar niveis de angiotensina Il (Ang Il) e enzima conversora de
angiotensina (ACE) plasmaticos em individuos saudaveis controles e em
individuos portadores de anemia falciforme em estado estavel com ou sem
tratamento de hidroxiureia.

o Correlacionar niveis plasmaticos de Ang Il e ACE com os parametros
hematologicos e marcadores de ativagdo endotelial, molécula de adesao vascular-
1 solavel (sVCAM-1), molécula de adesao intercelular-1 soluvel (sICAM-1) e
endotelina-1 (ET-1), em individuos saudaveis controles e portadores de anemia
falciforme em estado estavel com ou sem tratamento de hidroxiureia.

o Correlacionar niveis plasmaticos de Ang Il e ACE com os marcadores de
inflamacéo, interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) e inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), e com niveis de
metabdlitos de NO e da guanosina monofosfato ciclico (GMPc), em individuos

saudaveis controles e portadores de anemia falciforme.

o Quantificar niveis de Ang Il plasmaticos em um modelo animal de anemia
falciforme.
o Quantificar a expressado génica dos receptores de angiotensina Il (AT1R e

AT2R) e enzima conversora de angiotensina (ACE1 e ACE2) nos seguintes
tecidos: baco, cérebro, coracao, figado, pulmao e rim em um modelo animal de
anemia falciforme.

o Avaliar efeitos de hidroxiureia nos niveis de Ang Il e expressao génica dos
genes AT1R, AT2R, ACE1 e ACE2 em um modelo animal de anemia falciforme.
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4. CASUISTICA E METODOS
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4.1. SUJEITOS

Locais de coleta das amostras: Centro de Hematologia e Hemoterapia
Hemocentro de Campinas (UNICAMP), Centro de Hematologia e Hemoterapia do
Parana (HEMEPAR) e Hospital Universitario de Londrina — UEL (HU-UEL).

Médicos responsaveis pelos pacientes: Dr. Fernando Ferreira Costa
(UNICAMP), Dra. Sara T. O. Saad (UNICAMP), Dr. Giorgio Baldanzi (HEMEPAR)
e Dra. Denise Akemi Mashima (HU-UEL).

Os sujeitos que participaram da pesquisa foram pacientes portadores de
anemia falciforme, diagnosticados através dos métodos de eletroforese de
hemoglobina e cromatografia liquida de alta pressdo — HPLC, em tratamento ou
ndao com HU, atendidos no Hemocentro de Campinas, HEMEPAR e HU-UEL no
momento da consulta rotineira. Estes sujeitos ndo apresentaram crises vaso-
oclusivas e nem receberam transfusdo sanguinea durante os 3 meses anteriores a
coleta e nao fizeram uso de inibidores de ACE. Para o grupo tratado com HU (15-
30 mg/kg/dia), o inicio da terapia foi decidido pelo médico responsavel de acordo
com os seguintes critérios: mais de 3 crises vaso-oclusivas num mesmo ano e/ou
repetidos episédios da sindrome toracica aguda. Estes pacientes fizeram
tratamento com HU por pelo menos 2 meses antes de participarem do estudo. Os
voluntarios controles foram convidados no momento da doacédo de sangue e nao
apresentavam outras doengas que pudessem interferir na pesquisa; também néo
fizeram uso de medicamentos anti-hipertensivos. Todos os individuos participaram
mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da UNICAMP (CAAE: 0898.0.146.000-09, n® 1171/2009, data de aprovacao pelo
CEP/UNICAMP 11/01/2010) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual de Londrina — UEL (n® 3113/2011, data de aprovagao pelo CEP/UEL
23/11/2011).
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4.2. METODOS

4.2.1. HUMANOS

4.2.1.1. COLETA DE SANGUE

Foi coletado sangue periférico, cerca de 17 ml, utilizando o sistema de
coleta BD Vacutainer, em 1 tubo contendo heparina e 2 tubos contendo EDTA. Um
dos tubos de EDTA foi utilizado para ensaios de Ang I, no qual foi adicionado um
coquetel inibidor de proteases e o outro tubo para os seguintes parametros: NO,
GMPc e ET-1. O tubo de heparina foi utilizado para analise de ACE, sICAM-1,
sVCAM-1, IL-6, IL-8, TNF-a e PAI-1.

4.2.1.2. DETERMINACAO DE CONCENTRACAO PLASMATICA DE
ANG Il

Para evitar a degradacao/geracdao de Ang Il, foi utilizado um coquetel
inibidor, Angiotensin Il Inhibitor Cocktail, do fabricante SPI-Bio Bertin Pharma
(Montigny-le-Bretonneux, Franca), que é composto de o-fenantrolina 0,44 mM,
EDTA 25 mM, &cido p-hidroxi-mercuribenzdéico (PHMB) 1 mM e pepstatina A
0,12 mM. Apéds a adicao do coquetel inibidor (30 uL de coquetel inibidor:1 mL de
sangue), a amostra contendo EDTA e sangue periférico (4 mL) foi centrifugada por
15 minutos x 3000g a 4°C. Em seguida, o plasma foi separado imediatamente e
estocado a -80°C até o dia do ensaio.

A extragédo da Ang Il da amostra foi realizada de acordo com o protocolo do
kit Angiotensin Il Enzyme Immunoassay, da SPI-Bio Bertin Pharma. A coluna de
extracao utilizada foi Cartucho Fenil Hypersep pH 100mg/1ml/100pkg, da Thermo
Scientific. O tratamento das amostras consistiu na pré-lavagem dos cartuchos com
1 mL de metanol. Através da aspiracdo a vacuo, 0 excesso de metanol foi
eliminado da coluna. Apds esta etapa, foi adicionado 1 mL de agua deionizada em
cada cartucho e novamente submetido a aspiracdo a vacuo. A partir dai, foi
adicionado 2 mL de plasma das amostras obtidas em cartuchos individuais. Em

seguida, aspirados a vacuo e lavados com 1 mL de agua. Os peptideos
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adsorvidos de angiotensina foram eluidos com 500 pyL de metanol. Os cartuchos
foram submetidos a pressdo com pipeta de Pasteur, manualmente, para eluir todo
o metanol num microtubo. Posteriormente, os microtubos contendo metanol e
angiotensina foram centrifugados a vacuo para evaporar 0 metanol presente,
deixando somente o sedimento contendo os peptideos de angiotensina. Por
altimo, foram adicionados 500 pL de Tampao EIA, presente no Kit,
homogeneizados e centrifugados por 3000g por 10 minutos a 4°C.

Amostras extraidas foram armazenadas a -80°C até a determinacdo de
Ang Il utilizando o kit de Angiotensin Il Enzyme Immunoassay, da SPI-Bio Bertin
Pharma.

4.2.1.3. DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE
ACE, sICAM-1, sVCAM-1, IL-6, IL-8, TNF-a e PAI-1

Para determinacdo da ACE, sICAM-1, sVCAM-1, IL-6, IL-8, TNF-a e PAI-1,
a amostra de sangue contendo heparina foi centrifugada por 15 minutos x 1000g a
4°C nao excedendo 30 minutos apds a coleta. O plasma foi armazenado a -80°C
até o dia do ensaio. A determinacao da concentracao da ACE foi feita de acordo
com o protocolo do kit Quantikine ELISA Human ACE, de R&D Systems. Os
parametros de sICAM-1, sVCAM-1, IL-6, IL-8, TNF-a e PAI-1 foram analisados
com os seguintes kits: Quantikine ELISA Human sICAM-1/CD54, Quantikine
ELISA Human sVCAM-1, Quantikine HS High Sensitivity ELISA Human IL-6,
Quantikine HS High Sensitivity ELISA Human CXCLS8/IL-8, Quantikine HS High
Sensitivity ELISA Human TNF-a e Quantikine Human Serpin E1/PAI-1,
respectivamente, todos de R&D Systems. Para estas analises, ndo houve
necessidade de tratamento especial das amostras. Os protocolos do fabricante

foram seguidos.
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4.2.1.4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PLASMATICA DE NO,
GMPc E ENDOTELINA-1

Para analise dos parametros de NO, GMPc e ET-1 plasmatica foram
usadas as amostras de sangue contendo EDTA, os quais foram centrifugadas por
15 minutos x 1000 g a 4°C nao excedendo 30 minutos apds a coleta. O plasma foi
armazenado a -80°C até o dia do ensaio.

Para a quantificacdo de GMPc plasmatica, ndo houve necessidade de
qualquer tratamento especial das amostras. O kit utilizado foi Amersham cGMP
Enzymeimmunoassay Biotrak (EIA) System, da GE Healthcare. Para
determinacao da concentracdo dos metabdlitos de NO, o plasma foi centrifugado
com filtro Amicon ou Millipore. A ultrafiltracédo é utilizada para eliminar as possiveis
interferéncias de hemoglobina quando acrescentado o reagente Griess. Os niveis
de metabdlitos de NO foram quantificados pelo kit Nitrate/Nitrite Colorimetric
Assay Kit, da Cayman Chemical Company. A ET-1 foi analisada com o kit de
Human Endothelin-1, da R&D Systems e ndo houve necessidade de tratamento

prévio das amostras. Os protocolos dos fabricantes foram seguidos.
4.2.2. MODELO ANIMAL DE ANEMIA FALCIFORME

Para evitar quaisquer variagées que pudessem interferir nas concentracdes
de Ang Il e na necessidade de verificar a acdo da HU no SRA em duas
concentracdes diferentes, foi utilizado um modelo animal de anemia falciforme. O
projeto foi submetido & aprovagdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/Unicamp, protocolo numero 3024-1, em 2013.

Os animais foram mantidos no Biotério do Hemocentro da UNICAMP,
alimentados com racgao industrial NUVILAB e nao receberam nenhuma restricao
hidrica ou dieta especifica.

Foram utilizados os dois tipos de camundongos AF nos experimentos,
camundongos Berkeley e camundongos quimeras de AF.
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4.2.2.1. ANIMAIS TRANSGENICOS AF BERKELEY

Os camundongos Berkeley homozigotos (BERK) sdao denominados de
animais transgénicos devido aos genes globinas dos murinos, a e B, terem sido
nocauteados e inseridos genes humanos, a e B°, como um transgene. Estes
camundongos, por apresentarem 0 gene B® dos humanos, expressam
caracteristicas similares aos individuos portadores de AF, tais como,
desenvolvimento da anemia hemolitica grave e dano aos 6érgaos. Os
camundongos Berkeley sdo homozigotos para HbS humano e produzem HbS em
sua linhagem (PASTZY et al., 1997; RYAN et al., 1997).

4.2.2.2. ANIMAIS QUIMERAS DE AF

Os camundongos denominados quimeras de AF sdo camundongos
C57BL/6 que sofreram irradiacdo na frequéncia de 1200 cGy dividida em duas
doses, realizada no IPEN/USP, para supressdo da medula éssea e receberam
transplante, por via intravenosa no plexo orbital, de células nucleadas de medula
6ssea dos camundongos Berkeley homozigotos (3x10° células/mL), apresentando
assim as caracteristicas de camundongos AF. O inicio da producao das células
transplantadas em camundongos foi avaliada 3 meses apds o transplante,
seguindo o protocolo de TURHAN et al. (2002).

Com o objetivo de verificar a eficacia do transplante, foi feito um pequeno
corte na cauda dos camundongos transplantados para coleta de pequenas gotas
de sangue, este armazenado em microtubo contendo o anticoagulante EDTA,
50 pM. O microtubo foi submetido a centrifugacdo por 145 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e 20 uL de agua foi adicionada ao sedimento para
hemolisar os eritrécitos. Em seguida, os hemolisados foram pipetados em
eletroforese em gel, preparado de acordo com o protocolo de Weinberg, para a
visualizacdo da presenca de banda S de hemoglobina, caracteristica de anemia
falciforme.

Segundo o protocolo de Weinberg, o gel para eletroforese foi preparado

com a adicdo de 9,4 mL de acrilamida sem BIS; 11,5 mL de agua destilada
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autoclavada; 7,2 g (4M) de ureia; 30 mg de BIS; 1,5 mL de &cido acético glacial;
150 uL de TEMED; 2,4 mL de persulfato de aménio (45 mg em 3 mL de agua) e
600 pL de Triton X-100. O gel foi deixado em descanso por 18 horas numa cuba
de eletroforese contendo duas placas de vidro, permitindo o espago de 0,75 mm
para polimerizacdo do gel. No segundo dia, foi feita uma pré-corrida por 2 horas
em 200 V com 5% de acido acético. Em seguida, o acido acético foi aspirado com
o auxilio da bomba a vacuo. Foi adicionada cisteamina (112 mg de cisteamina em
1 mL de agua, suficiente para dois géis) nos pocinhos de gel. O acido acético foi
adicionado e deixado na corrida por 1 hora em 150 V. Foi submetido a aspiracéao a
vacuo para remocao do excesso de cisteamina dos pocinhos. O hemolisado de
sangue dos camundongos foi inserido nos pocinhos de placa de gel juntamente
com o tampéao de corrida (1mL de ureia 8M — 4,8 g de ureia para 10 mL de agua
destilada, 100 uL de acido acetico glacial, 100 puL de 2-mercaptoetanol, resina AG-
501 e pironina-Y), obedecendo a proporcéao de 2 uL de hemolisado para 12 pL de
tampao de corrida. Apds a corrida por 3 horas na voltagem de 16 mA, o gel foi
retirado e feito uma coloracdo com azul de Comassie sob homogeneizacédo por
20 minutos numa pequena cuba. Em seguida, foi descolorado com 7% de &cido
acético e 30% de metanol (35 mL de &cido acético, 150 mL de metanol e
completado agua até 500 mL). Novamente foi colocado na homogeneizacao por
20 minutos. Ap6s a troca da solucao descorante, o gel foi deixado em overnight
sob homogeneizacdo. A leitura foi realizada no equipamento de
fotodocumentacdo, Loccus L-Pix Touch, de Loccus Biotecnologia, para
visualizacdo de bandas de hemoglobina S.

Apés analisar a eficacia do transplante pela eletroforese, os camundongos
quimeras de AF foram distribuidos em trés grupos, sendo um para controle (n=4) e
dois para o tratamento com hidroxiureia por via intraperitoneal. As concentracoes
de hidroxiureia foram de 50 mg/kg/dia (n=5) e 75 mg/kg/dia (n=6) por 5 dias,
durante 4 semanas. A idade dos camundongos ao final do tratamento foi de 5
meses € o0 peso variou de 24 a 29g. Para evitar possiveis variacbes na

concentragdo de Ang Il com a idade ou peso, foram utilizados os camundongos
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controles C57BL/6 com as mesmas caracteristicas dos camundongos quimeras de
AF.

As amostras de sangue dos camundongos Berkeley homozigotos foram
coletadas aleatoriamente entre 2 a 6 meses. Para comparagdo dos resultados
destes camundongos, foi utilizado também um outro grupo de camundongos
controle, ndo sendo levada em consideracao a idade.

Os camundongos controles C57BL/6, Berkeley homozigotos e quimeras de
AF foram submetidos a eutanasia através do deslocamento cervical e
exsanguinacao sob anestesia com isoflurano. Também foram desinfetados com
alcool 70° na regiao intraperitoneal e cortados na area das costelas dando acesso
ao coragao para pungao sanguinea para quantificagdo de Ang Il. Os tecidos (rim,
cérebro, pulmao, coracédo, figado e bago) foram transferidos para um microtubo,
congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80°C, para quantificagdo de
expressao génica dos receptores de Ang Il (AT1R e AT2R) e enzima conversora
de angiotensina (ACE1 e ACE2).

Houve morte prematura de dois camundongos durante o tratamento na
dose de 75 mg/kg/dia de HU e nao foi possivel a coleta de sangue e retirada dos
6rgaos.

4.2.2.3. COLETA DE SANGUE DOS CAMUNDONGOS

Apbs o periodo de tratamento, os camundongos quimeras de AF foram
submetidos a eutanasia, dando inicio aos procedimentos de coleta de sangue e
retirada dos 6rgaos. Para medicao de Ang Il, o volume de sangue coletado variou
de 700 uL a 1000 pL e o coquetel inibidor foi calculado na proporcéo exata a ser
adicionado, sempre respeitando a proporcdao de 1 mL de sangue para 30 pL de
coquetel inibidor. Além da coleta para Ang Il, também foi coletado um pequeno
volume num microtubo contendo EDTA para quantificagdo do numero de
leucécitos, eritrécitos, hemoglobina, indices hematimétricos e plaquetas com o

analisador hematoldgico Beckman Coulter (Fullerton, CA, EUA).
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4.2.2.4. DETERMINACAO DE CONCENTRACAO DE ANG i
PLASMATICA DE CAMUNDONGOS

Como em humanos, a extragdo das amostras dos camundongos também
foi realizada de acordo com o protocolo do kit Angiotensin Il Enzyme
Immunoassay, da SPI-Bio Bertin Pharma. Devido ao pequeno volume de sangue
obtido dos camundongos, foi adicionado todo plasma presente ao cartucho. A
concentracao de Ang Il obtida foi corrigida de acordo com o volume inserido no
cartucho.

4.2.2.5. RT-qPCR DE TECIDOS DE CAMUNDONGOS

Para a quantificacdo da expressao dos genes dos receptores de Ang Il
(AT1R e AT2R) e das enzimas conversoras de angiotensina (ACE1 e ACE2) em
tecidos, foram selecionados os camundongos controles C57BL/6, Berkeley
homozigotos e quimeras de AF para andlises teciduais (baco, cérebro, coracéo,
figado, pulméo e rim) através da RT-qPCR.

4.2.2.5.1. EXTRACAO DE RNA

A extracdo de RNA dos tecidos (bago, cérebro, coracao, figado, pulméo e
rim) foi realizada com a adi¢do de nitrogénio liquido, procedida de maceracéo até
a formacao de p6 e adicéo de Trizol (Invitrogen). O macerado foi congelado até o
momento da extracdo de RNA total. A técnica consistiu na incubacédo por
5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi feita adicdo de 200 uL de
cloroférmio por 1 mL de Trizol, homogeneizacdo e repouso por 2 minutos a
temperatura ambiente. A seguir, o macerado foi centrifugado a 13200 g a 4°C por
15 minutos para separacdo das fases. A fase superior contendo o RNA total foi

transferida para um novo microtubo. Entdo, foi acrescentado 500 pL de
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isopropanol/mL de Trizol para precipitagdo de RNA. A solucdo foi submetida
novamente a incubacao por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi
centrifugada a 13200 g a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e
conservado o sedimento contendo o RNA. Foi procedida a lavagem do pellet com
1 mL de élcool 752 gelado. O sedimento foi ressuspendido através do vértex e,
novamente, foi submetido a centrifugacdo da amostra a 11800 g a 4°C por
5 minutos. Apds a centrifugagéo, foi descartado o sobrenadante e o microtubo
contendo sedimento foi seco com gaze por 10 minutos para eliminacdo dos
possiveis residuos de alcool 75°.

Por ultimo, o RNA foi eluido com adi¢ao de 50 uL de agua livre de RNAse e
incubado em banho-maria a seco a 55°C por 10 minutos. A concentracdo de RNA
obtida foi determinada pelo Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies).

4.2.2.5.2. SINTESE DE cDNA

Para o tratamento com DNAse, 1 ug do RNA foi tratado com o kit RevertAid
H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas, Thermo Scientific): 1 uL de 10x
Reaction Buffer com MgCl,, 1 uL DNAse | (RNase-free), completando o volume
com agua livre de nuclease para 10 pL. Foi realizada incubagdo por 30 minutos a
37°C num termociclador. Em seguida, foi adicionado 1 uL de EDTA 50 mM e
novamente incubado por 10 minutos a 65°C.

A reacao de transcrigao reversa, sintese de cDNA, foi iniciada com a adicao
de oligo (dT)1s no RNA tratado anteriormente e incubado por 5 minutos a 65°C.
Apoés a incubagao, foram acrescentados: 4 uL de 5x Reaction Buffer, 1 yL de
RiboLock RNase Inhibitor (20u/uL), 2 uL de 10 mM dNTP Mix e 1 uL de RevertAid
H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/uL), totalizando 20 uL de volume
final. Nesta etapa, as solugbes foram incubadas no termociclador a 42°C por
60 minutos e finalizadas em 75°C por 5 minutos. Por ultimo, a concentracao de
cDNA sintetizada foi quantificada usando o espectrofotbmetro NanoDrop

(comprimento de onda: 260 nm).
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4.2.2.5.3. PCR EM TEMPO REAL (RT-qPCR)

A realizacdo de PCR Real Time (RT-gPCR) foi realizada numa placa com
96 pocos, a qual foram adicionados, inicialmente, 6 ul de fluoréforo SyBr Green
PCR Master Mix (Invitrogen), 3 ul de primer dos genes de interesse e, em seguida,
3 pl de amostra, totalizando 12 pl de volume. Todas as amostras foram analisadas
em duplicata, inclusive o controle endégeno, ACTB (gene que codifica a proteina
B-actina).

Foi utilizado o controle negativo para eliminar possiveis contamina¢des dos
primers, para isso, foi adicionada agua estéril e livre de nuclease ao invés da
amostra. Apdés a reagdo de RT-gqPCR, foi possivel observar a auséncia de
amplificag@o nos controles negativos.

Apbs do término dos 40 ciclos repetitivos no equipamento 7500 PCR Real
Time, foi analisada a formacgéo da curva melt de cada amostra, através da analise
da temperatura ideal de cada gene.

Por ser feita em duplicata, cada amostra teve a média de expressao relativa
(Ct) determinada. Os valores de expressdo sao normalizados em relacao a genes
chamados de controles enddégenos. Os valores de Ct obtidos foram transferidos
para o Excel e agrupados de acordo com o gene.

Neste trabalho foi utilizado o gene que codifica a B-actina, ACTB, cuja
expressdo € dita constitutiva por apresentar pouca variacdo entre diversas
condi¢bes. Os valores de Ct de cada gene foram obtidos em duplicata, dessa
forma, foram calculadas as médias aritméticas destas, para cada amostra que
teve um determinado gene estudado. Em seguida foi obtido o valor de delta Ct
(ACt), que consistiu na subtragcdo do Ct do gene em analise com o respectivo Ct
do controle endbégeno da amostra. Apds, foi calculado o valor de AACt, que
corresponde a subtragdo do ACt da amostra calibradora menos o ACt da amostra
analisada. Em seguida o valor do AACt é aplicado na formula 2722%, tendo assim o

namero de vezes da expressao de um gene em relagéo ao calibrador.
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4.2.2.5.4. PRIMERS

Os primers utilizados nas reagdes de RT-qPCR foram desenhados através
do site www.repeatmasker.org/ e o software Primer Express, da Applied
Biosystems.  Os primers desenhados foram inseridos ao programa Blat
(htpp://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start) para confirmar a
homologia com o gene de interesse. A formagao de estruturas secundarias, como

0 hairpins e dimers, foi avaliada através do programa Gene Runner.

TABELA 1. Sequéncia dos primers e tamanho do fragmento amplificado dos genes dos
receptores de angiotensina (AT1R e AT2R) e das enzimas conversoras de angiotensina
(ACE1 e ACE2).

Tamanho do
Gene Primers fragmento
amplificado
AT1R-F 5~ GTCAGTTTCAACCTCTACGCCAG - 3 71 pb
AT1R-R 5'— ACAATGGCCAGGTAGCGATC - 3’
AT2R-F 5~ GAATCCCTGGCAAGCATCTTAT -3’ 71 pb
AT2R-R 5—- ATGTTGGCAATGAGGATAGACAAG - 3’
ACE1-F 5- GGGCATTGACCTAGAGACTGATG - 3’ 71 pb
ACE1-R 5- CTTGGGCTGTCCGGTCATAC - 3°
ACE2-F 5'— ACCAAAGCATTAAAGTGAGGATAAG - 3’ 71 pb
ACE2-R 5-GTTGTTGGTCCATTCATATGCATT -3’
BAC-F 5- ACTGCCGCATCCTCTTCCT-3
BAC-R 5- GAACCGCTCGTTGCCAATA -3 83 pb

4.2.2.5.4.1. DEFINICAO DA CONCENTRACAO IDEAL DE PRIMER

A concentracao ideal de primer a ser utilizada, deve ser a minima suficiente
para permitir a duplicacdo de todas as cépias do material a cada ciclo da reacao.
Para isso, foi utilizada a mesma amostra com reagbes de cada um dos primers
(sense e anti-sense) nas concentragdes finais de 70 nM, 150 nM e 300 nM. A
concentracado ideal foi determinada no gene, no qual foi apresentado o menor

valor de Ct (ciclo threshold), ou seja, amplificacdo precoce.
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4.2.2.5.4.2. EFICIENCIA DA REACAO

A reacdo de RT-gPCR precisa ser confiavel e reprodutiva. Utilizando a
concentragao 6tima de primer, foi determinada a eficiéncia da reagao, onde as
amplificagdes apresentem 100% de eficiéncia a cada ciclo de PCR. A eficiéncia de
amplificacdo é obtida através da curva da férmula E = 1007°P® onde slope é
derivado da inclinagdo da curva, e esse valor quando aplicado a férmula de
eficiéncia, tem que ser préximo de 2, que significa que a cada ciclo de
amplificacdo o material genémico esta sendo duplicado e é equivalente a 100% de
eficiéncia (MEIJERINK et al., 2001).

TABELA 2. Resultado da eficiéncia dos receptores de angiotensina (AT1R e
AT2R) e enzimas conversoras de angiotensina (ACE1 e ACE?2)

Gene Concentracao utilizada Eficiéncia
AT1R 150 nM 99,78%
AT2R 150 nM 99,73%
ACEA1 70 nM 99,74%
ACE2 150 nM 100%
BAC 70 nM 100%

4.3. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS OBTIDOS

A andlise das amostras de humanos e camundongos foram realizadas em
duplicata e a média calculada para fins de andlise estatistica.

Os resultados expressos nas tabelas e nos graficos mostram os valores em
mediana (minimo e maximo) e o numero de amostras realizadas (n).

Na comparacéo entre os dois grupos, foi utilizado o teste nao-paramétrico e
nao pareado Mann-Whitney. Na comparagcdo entre os trés grupos ou mais, foi

aplicado o ANOVA, através do teste nao-paramétrico e ndo pareado Kruskal-
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Wallis seguido de teste de Dunn’s Multiple Comparison Test ou de Bonferroni para
comparacdo. Os graficos e andlises estatisticas foram realizados no programa
GraphPad Prism 5, e o valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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5.1. EXPERIMENTOS COM AMOSTRAS DE INDIVIDUOS
PORTADORES DE AF

O grupo controle da pesquisa foi composto por individuos saudaveis que
nao fazem tratamento com inibidores de ACE ou bloqueadores de receptores de
Ang Il. Os individuos portadores de AF foram divididos em 2 grupos de acordo
com o uso de HU, assim como no grupo controle, ndo devendo estar utilizando os

medicamentos citados acima.

5.1.1. PARAMETROS HEMATOLOGICOS E DEMOGRAFICOS EM
INDIVIDUOS CONTROLES E INDIVIDUOS PORTADORES DE AF

Os parametros hematol6gicos e demogréaficos dos individuos controles e
individuos portadores de AF que participaram desta pesquisa estdo mostrados na
Tabela 3.
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TABELA 3. Perfil clinico e dados hematoldgicos das amostras coletadas para a realizagdo da pesquisa.

CONTROLES SEM COM P P
USODEHU  USO DE HU
Homens/Mulheres 22/20 16/14 13/20 ns ns
HEMEPAR/UEL/UNICAMP 15/17/10 4117/9 20/0/13 ns ns
Idade (anos) 27 29 27 ns ns
(25/13/54) (29/13/50) (26/11/51)
e ‘ 5,11 2,67 2,54
Eritrocitos (x107/uL) (5,13/421/6,31)  (2,52/1.98/3,78) (2,60125/4,13) P<0.001  ns
| 14.4 7.9 8.6
Hemoglobina (g/dL) (145117175  (7.7/49/10,7)  (89/3.9/11,0) P<0001 ~ ns
o 428 24,7 26,2
Hematacrito (%) (43,3/35.2/51,9)  (24,0/16.5/334)  (27/11,5/33,2) P<0001 ~ ns
84,1 93,1 104,7
VCM (iL) ©.0m19920)  ©0areattn O 02,0/;.?,8/1 43 p<0,001 p<0,01
28,4 29,9 34,6
HCM (p9) (28,6/24,9/32,6)  (30,2/22,3/37,1) (34,1/21,4/44,8) P<0:001 p<0.01
336 32,17 33,0
CHCM (g/dL) (33,4/32.1/36,8)  (32,0/29,6/35,1) (33,2/29.4/35,8) S ns
N , 6.5 10,61 8.4
Leucdcitos (x10°/uL) 6,4/41113)  (106/48/152)  (8,1/3.4/13,9) P<0:001 p<0.01
5 265 447 382
Plaquetas (x10°/uL) (258/174/410)  (463/142/648)  (387/101/638) P<0001 ~ ns
HbF (%) 0,4 59 12,0 p<0,001 p<0,01

(0,3/0,2/1,5)

(5,2/0,7/16,0)

(10,9/2,1/30,7)

Legenda: SS: individuos portadores de AF; VCM (Volume Corpuscular Médio); HCM (Hemoglobina Corpuscular Média); CHCM (Concentragao de
Hemoglobina Corpuscular Média); HbF (Hemoglobina Fetal); Valores expressos em MEDIA (MEDIANA/MIN/MAX), exceto para Homens/Mulheres
e HEMEPAR/UEL/UNICAMP. (*) Valor do p, comparando SS sem uso de HU com controles; (**) Valor do p, comparando SS com uso de HU com
SS sem uso de HU; ns: ndo significativo.
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5.1.2. QUANTIFICACAO DE NIVEIS PLASMATICOS DE ANG Il EM
INDIVIDUOS CONTROLES E INDIVIDUOS PORTADORES DE AF
COM E SEM TRATAMENTO DE HU

Para verificar os niveis plasmaticos de Ang Il, foram coletadas as amostras
de sangue dos individuos controles e individuos portadores de AF com e sem
tratamento de HU para quantificagdo de Ang Il por ELISA. As concentracbes de
Ang Il obtidas nos trés grupos estdo mostradas na Figura 7. Péde-se notar que os
individuos portadores de AF sem HU (4,720 + 1,562 pg/mL, mediana + SEM)
apresentaram niveis um pouco elevados de Ang Il em relagdo aos individuos
controles (4,763 + 0,781 pg/mL, mediana + SEM) e individuos portadores de AF
com HU (4,679 + 1,294 pg/mL, mediana + SEM), porém, nenhum desses grupos
apresentou diferencga significativa quando os valores de Ang Il foram comparados.
No grupo SS/SSHU, independentemente do uso de HU, o valor mediano de Ang Il
foi de 4,720 + 1,002 pg/mL (p>0,05).
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FIGURA 7. Concentragdo de Ang Il no plasma de individuos controles (CON, n=41), individuos
portadores de AF sem (SS, n=28) e com (SSHU, n=32) tratamento de HU. Grupo dos individuos
portadores de AF independente do uso de HU (SS/SSHU, n = 60). Para comparagédo entre os
quatro grupos, usou-se o teste de Kruskal-Wallis (p>0,05) seguido pelo teste Dunn’s Multiple
Comparison.
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5.1.3. QUANTIFICACAO DE NIVEIS PLASMATICOS DE ACE EM
INDIVIDUOS CONTROLES E INDIVIDUOS PORTADORES DE AF
COM E SEM TRATAMENTO DE HU

A ACE, enzima importante do SRA, participa ativamente na remocgéo do
dipeptideo do terminal C de Ang I, produzindo um octapeptideo, Ang Il. Devido a
importancia desta enzima, foram quantificadas as concentragcdes de ACE no
plasma dos individuos controles e individuos AF com e sem tratamento com HU. A
Figura 8 mostra que foram detectadas diferencgas significativas (p<0,05) nos niveis
de ACE, sendo que o grupo SS apresentou niveis menores quando comparado ao
grupo controle. Quando os valores de ACE dos grupos SS (SS/SSHU) sao
comparados num unico grupo com o grupo controle, foi observada uma diferenca
de p<0,05, sendo que a concentracdo de ACE no plasma foi mais baixa no grupo
SS/SSHU.
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FIGURA 8. Concentragao de ACE no plasma de individuos controles (CON, n=32) e individuos
portadores de AF sem (SS, n=18) e com (SSHU, n=17) tratamento de HU. Grupo SS/SSHU é
independente do uso de HU (n = 35). Para comparagao entre os quatro grupos, usou-se o teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn’s Multiple Comparison Test. * p<0,05, comparado ao
grupo controle.
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5.1.4. QUANTIFICACAO DE NIiVEIS DE MARCADORES DE ATIVACAO
ENDOTELIAL EM INDIVIDUOS CONTROLES E INDIVIDUOS
PORTADORES DE AF COM E SEM TRATAMENTO DE HU

5.1.4.1. Molécula de adesao celular vascular-1 soluvel (sVCAM-1): A
sVCAM-1 é um marcador de ativacao endotelial. Niveis plasméaticos de sVCAM-1
foram quantificados pelo método ELISA com as amostras de plasma dos
individuos controles, AF com e sem tratamento de HU. A concentracdo de
sVCAM-1 foi maior em individuos portadores de AF sem tratamento de HU. Os
valores obtidos de sVCAM-1 em individuos portadores de AF em tratamento com
HU foram elevados quando comparados aos individuos controles, mas estavam
significantemente menores do que o grupo SS sem tratamento com HU. O grupo
SS/SSHU também apresentou maior concentragdo de sVCAM-1 em comparagéo

ao grupo controle (p<0,05).
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FIGURA 9. Concentracdo de sVCAM-1 no plasma de individuos controle (CON, n=32), individuos
portadores de AF sem (SS, n=18) e com (SSHU, n=17) tratamento de HU. Grupo SS/SSHU é
independente do uso de HU (n = 35). Para comparagao entre os quatro grupos, usou-se o teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn’s Multiple Comparison. ***p<0,001, comparado ao grupo
controle. #p<0,05, comparado ao grupo SS.
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5.1.4.2. Molécula de adesao intercelular soluvel (sICAM-1): A sICAM-1 é
uma glicoproteina transmembrana que permite a migracdo e ativacdo dos
leucécitos nas ceélulas endoteliais quando ativadas. A sICAM-1 também foi
quantificada pelo método ELISA com as amostras dos individuos controles e
individuos portadores de AF com e sem tratamento de HU (Figura 10). Nao foi
detectada diferenca significativa nos trés grupos estudados para niveis
plasmaticos de sICAM-1 (p>0,05). Quando analisando os individuos portadores de
AF como um grupo todo (SS/SSHU), foi observado um aumento significante nos
niveis plasmaticos de sICAM-1 nos individuos portadores de AF se comparado ao

grupo controle.
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FIGURA 10. Concentragdo de sICAM-1 no plasma de individuos controles (CON, n=32), individuos
portadores de AF sem (SS, n=16) e com (SSHU, n=17) tratamento de HU. Grupo SS/SSHU
consiste dos dois grupos de pacientes com ou sem tratamento com HU (n = 33). Para comparagéo
entre 0s quatros grupos, usou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn’s Multiple
Comparison. * p<0,05, comparado ao grupo controle.
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5.1.4.3. Endotelina-1 (ET-1): A ET-1, como a Ang Il, também é um potente
vasoconstritor. Foram determinadas as concentracdes plasmaticas de ET-1 nas
amostras de sangue dos individuos controles, e individuos portadores de AF sem
e com tratamento de HU, pelo método ELISA (Figura 11). Nao foi notada nenhuma

diferenca quando comparada aos grupos analisados.
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FIGURA 11. Concentragdo de ET-1 no plasma de individuos controles (CON, n=32), individuos
portadores de AF sem (SS, n=17) e com (SSHU, n=21) tratamento de HU. Grupo SS/SSHU é
independente do uso de HU (n = 38). Para comparacao entre os quatros grupos, usou-se o teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn’s Multiple Comparison (p>0,05).
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5.1.5. QUANTIFICACAO DE NIiVEIS DE METABOLITOS DE OXIDO
NITRICO E GUANOSINA MONOFOSFATO CiCLICO NO PLASMA
DE INDIVIDUOS CONTROLES E INDIVIDUOS PORTADORES DE
AF COM E SEM TRATAMENTO DE HU

5.1.5.1. Oxido nitrico (NO): O NO, um vasodilatador, promove o
equilibrio da agédo vasoconstritora de Ang Il nas células endoteliais. Foram
coletadas as amostras de sangue dos individuos controles, e individuos
portadores de AF sem e com tratamento de HU e, posteriormente, quantificadas
as concentragdes de metabdlitos de NO no plasma através do método ELISA. Os
metabdlitos de NO s&o indicativos de niveis de NO no plasma. Os resultados
obtidos estao na Figura 12. Nao foram detectadas diferencas nas concentragoes
de metabodlitos de NO nos trés grupos analisados e nem diferenca quando o0s

grupos SS/SSHU foram combinados em um grupo.
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FIGURA 12. Determinagcédo de niveis de metabdlitos de NO no plasma em individuos controles
(CON, n=26), individuos portadores de AF sem (SS, n=21) e com (SSHU, n=22) tratamento de HU.
Grupo SS/SSHU é independente do uso de HU (n = 43). Para comparagdo entre os quatros
grupos, usou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn’s Multiple Comparison Test
(p>0,05).
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5.1.5.2. Guanosina monofosfato ciclico (GMPc): Os niveis de
GMPc, mensageiro secundario do NO e nucleotideo importante na sinalizacao de
relaxamento da musculatura lisa, foram determinados pelo método de ELISA com
as amostras de plasma coletadas dos individuos controles, e individuos
portadores de AF sem e com tratamento de HU. As concentracées de GMPc no
plasma destes individuos estdo destacadas na Figura 13. A média dos niveis
plasmaticos de GMPc foi superior no grupo SS em relagdo ao grupo controle
(p<0,05), enquanto no grupo SSHU nao foi observada nenhuma diferenca

significativa quando comparado ao grupo controle.
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FIGURA 13. Concentragdo de GMPc no plasma de individuos controles (CON, n=26), individuos
portadores de AF sem (SS, n=22) e com (SSHU, n=22) tratamento de HU. Grupo SS/SSHU é
independente do uso de HU (n = 44). Para comparagéo entre os quatro grupos, usou-se o teste de
Kruskal-Wallis e em seguida, usou-se o teste de Dunn’s Multiple Comparison para comparagao
dos grupos AF com o controle. *p<0.05, comparado ao grupo controle.
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5.1.6. QUANTIFICACAO DE NIVEIS PLASMATICOS DE
INTERLEUCINAS EM INDIVIDUOS CONTROLES E INDIVIDUOS
PORTADORES DE AF COM E SEM TRATAMENTO DE HU

5.1.6.1. Interleucina-6 (IL-6): A IL-6, citocina produzida em resposta a
inflamacao nas células endoteliais, foi quantificada pelo método ELISA no plasma
de individuos controles, e nos individuos portadores de AF sem e com tratamento
de HU (Figura 14). Niveis de IL-6 estavam significantemente maiores nos
individuos portadores de AF sem e com em uso de HU, comparado com os
individuos controles. Apesar de observar uma diminuicdo nos niveis de IL-6 em
individuos portadores de AF com HU comparado com os individuos portadores de

AF sem HU, a diferenca nao foi significante.
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FIGURA 14. Concentracado de IL-6 no plasma de individuos controles (CON, n=32), individuos
portadores de AF sem (SS, n=22) e com (SSHU, n=21) tratamento de HU. Grupo SS/SSHU é
independente do uso de HU (n = 43). Para comparacdo entre os quatros grupos, usou-se o teste
de Kruskal-Wallis. Para comparagdo do grupo SS ou SSHU com controle, usou-se o teste de
Dunn’s Multiple Comparison. *p<0,05; *** p<0,001, comparado com o grupo controle.
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5.6.1.2. Interleucina-8 (IL-8): A IL-8, que é produzida pelas células
endoteliais em casos de processos inflamatérios, também foi quantificada pelo
método ELISA no plasma de individuos controles, e de individuos portadores de
AF sem e com tratamento de HU (Figura 15). A média de IL-8 foi superior nos
individuos portadores de AF, independente do uso de HU, em comparacdo aos

individuos controles, apresentando diferenca significativa.
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FIGURA 15. Concentracdo de IL-8 no plasma de individuos controles (CON, n=31), individuos
portadores de AF sem (SS, n=18) e com (SSHU, n=18) tratamento de HU. Grupo SS/SSHU,
independente do uso de HU (n = 36). Para comparacéo entre os quatros grupos, usou-se o teste
de Kruskal-Wallis. Para comparagédo do grupo SS ou SSHU com controle, usou-se o teste de
Dunn’s Multiple Comparison. *p<0,05; ** p<0,01, comparado com o grupo controle.
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5.1.7. QUANTIFICACAO DE NIVEIS PLASMATICOS DE PAI-1 EM
INDIVIDUOS CONTROLES E INDIVIDUOS PORTADORES DE AF
COM E SEM TRATAMENTO DE HU

O inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1, PAI-1, forma um complexo
com o ativador do plasminogénio tissular (t-PA), regulando a hemostasia pela
atividade inibidora fibrinolitica. A concentragdo do PAI-1 foi quantificada pelo
método ELISA no plasma de individuos controles, e individuos portadores de AF
sem e com tratamento de HU. As concentracbes obtidas de PAI-1 estdo
demonstradas na Figura 16. As concentracbes obtidas nos trés grupos
apresentaram diferengas significativas, sendo que o grupo SSHU apresentou uma
concentragao significantemente maior de PAI-1 em comparag&o ao grupo controle
e o grupo de individuos portadores de AF sem uso de HU. Nao houve diferenca
estatistica quando comparadas as concentragbes de PAI-1 entre os grupos
controles e SS, porém quando os dois grupos SS foram colocados no mesmo

grupo, a diferencga foi pequena em relagao ao grupo controle.
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FIGURA 16. Concentragdo de PAI-1 no plasma de individuos controles (CON, n = 32), individuos
portadores de AF sem (SS, n = 18) e com (SSHU, n = 19) tratamento de HU. Grupo SS/SSHU é
independente do uso de HU (n = 37). Para comparagéo entre 0s quatros grupos usou-se o teste de
Kruskal-Wallis, com o pos-teste de Dunn. *p<0,05, ***p<0,0001 comparado com o grupo controle;
###p<0,001; #p<0,05, comparado ao grupo SS.
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5.1.8. QUANTIFICACAO DE NIVEIS PLASMATICOS DE TNF-a EM
INDIVIDUOS CONTROLES E INDIVIDUOS PORTADORES DE AF
COM E SEM TRATAMENTO DE HU

O fator de necrose tumoral-a, TNF-a, € uma molécula importante nos
processos inflamatérios, desenvolvimento do sistema imunolédgico, apoptose e
metabolismo lipidico. A quantificacdo de TNF-a foi determinada pelo método de
ELISA no plasma dos individuos controles, e nos individuos portadores de AF sem
e com HU. Foi observada uma diferenca significativa entre os grupos SS e SSHU
em comparacao ao grupo controle. A média dos niveis plasmaticos de TNF-a foi
significativamente menor no grupo SSHU comparado ao grupo SS, no entanto

houve uma variagdo maior na concentrag¢ao da citocina neste grupo (Figura 17).
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FIGURA 17. Concentragdo de TNF-a no plasma de individuos controles (CON, n=30), individuos
portadores de AF sem (SS, n=18) e com (SSHU, n=19) tratamento de HU. Grupo SS/SSHU,
independente do uso de HU (n = 37). Para comparacdo entre os quatros grupos, usou-se o teste
de Kruskal-Wallis. Para comparagédo do grupo SS ou SSHU com controle, usou-se o teste de
Dunn’s Multiple Comparison. *p<0,05; *** p<0,001, comparado com o grupo controle; #p<0,05,

comparado ao grupo SS.
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5.2. CORRELACOES ENTRE NIVEIS PLASMATICOS DE ANG Il E OS
PARAMETROS HEMATOLOGICOS, MARCADORES DE
ATIVACAO ENDOTELIAL E INFLAMACAO

A Tabela 4 mostra as correlagdes entre os niveis plasmaticos de Ang Il e os
parametros hematoldgicos nos trés grupos de individuos estudados. Os valores

foram calculados pelo método de Spearman.

TABELA 4. Correlagbes de niveis plasmaticos de Ang |l com parametros
hematoldgicos em individuos controles e individuos portadores de AF.

Grupos Erit Ret Hct Hb HbF Leuc Plaq

Controles r°  -0,1392 0,4661 -0,0151 -0,0334 -0,2690 -0,0442 0,1637
n= 36 p 0,3854 0,0688 0,9250 0,8534 0,3137 0,7834 0,3065
SS r° -0,0390 0,3805 0,0720 0,1546 0,1547 -0,1438 0,0615

n= 26 p 0,8465 0,0606 0,7210 0,4413 0,4506 0,4743 0,7651
SSHU r° 0,013 -0,0665 0,1616 0,0468 0.5280 -0,2784 0,1940
n= 31 p 0,9525 0,7574 0,3852 0,8025 0,0167 0,1363 0,3117
SS/SSHU r°  -0,0330 0,1852 0,0512 0,0530 0,2678 -0,1052 0,1765
n=>57 p 0,8057 0,1978 0,6998 0,6899 0,0688 0,4317 0,1890

Legenda: SS: individuos portadores de AF sem uso de HU; SSHU: individuos portadores de AF
com uso de HU; SS/SSHU: individuos portadores de AF independente do uso de HU. Erit:
eritrocitos; Ret: reticulocitos; Het: hematdcerito; Hb: hemoglobina; HbF: hemoglobina fetal; Leuc:
leucécitos; Plag: plaquetas; r°: Coeficiente de Spearman.

A Ang Il mostrou uma correlagcao positiva com a concentragédo de HbF no
grupo SS com uso de HU, sendo que os valores obtidos foram r®: 0,5280 e
p=0,0167 (FIGURA 18). No entanto, para saber se esta correlacio é
fisiologicamente relevante, mais dados seriam necessarios para apoiar este

achado. A correlagdo de Ang Il com a contagem de reticulécitos foi quase
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significante nos individuos controles e individuos portadores de AF sem uso de
HU. No entanto esta correlacdo nao foi observada nos individuos portadores de
AF com uso de HU.
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FIGURA 18. Correlagao de niveis plasmaticos de Ang Il com HbF nos individuos portadores de AF
com uso de HU (n=19), r° = 0,4581 / p = 0,0486.

As Tabelas 5, 6 e 7 demonstram as correlagdes entre 0s niveis plasmaticos
de Ang Il com ACE, sVCAM-1 e sICAM-1; Ang Il com IL-6, IL-8 e TNF-a; e Ang Il
com PAI-1, ET-1, NO e GMPc, respectivamente, no plasma de individuos
controles, e individuos portadores de AF sem e com uso de HU. A Ang Il
apresentou uma correlacao positiva com ET-1 no grupo SSHU. Enquanto no grupo
SS, os niveis de Ang Il e GMPc apresentaram correlagdo negativa.
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TABELA 5. CORRELACOES DE NiVEIS PLASMATICOS DE ANG Il COM ACE, sVCAM-1 E sICAM-1

Grupos ACE sVCAM-1 sICAM-1
Média + SEM  COrelacao .y gpm  Corelagao ey gEm  Correlacao
- com Ang Il - com Ang Il - com Ang Il

Controles  151,5 + 7,57 rS = -0,2266 555,8 + 28,2 r°=-0,2073 2244 +7575 r° =-0,2109

n= 36 n=32 p = 0,2202 n=32 p = 0,2632 n=32 p = 0,2548
SS 127,7 + 9,13 r°=-0,2425 1697 +141,4  r°=-0,2054  276,1 + 36,11 rS = 0,0294
n= 26 n=18 p = 0,3322 n=18 p=0,4136 n=16 p=0,9139

SSHU 1532+ 11,14  r°=0,1176 1141 +128,9 r°=-0,3647 293,9+39,11  r°=-0,1000
n= 31 n=17 p = 0,6643 n=17 p=0,1649 n=17 p=0,7125

SS/SSHU 130,3+7,038 r°=-0,0514 1436 +108,7 r°=-0,0799 2850 +26,23  r°=-0,0359
n=>57 n=234 p=0,7724 n =34 p = 0,6533 n=32 p = 0,8452

Legenda: r°: Coeficiente de Spearman.
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TABELA 6. CORRELACOES DE NIVEIS PLASMATICOS DE ANG Il COM IL-6, IL-8 E TNF-a

Grupos TNF-a

Média + SEM  COrelacao .y gpm  Correlacao o gEm  Correlacao

- com Ang Il - com Ang Il - com Ang Il
Controles 1,523+0,25 °=-0,0193 5467+028 r°=-03740 1,011+£0,09 $-.0,0215
n= 36 n=32 p=09177 n=31 p = 0,0418 n=30 p = 0,9099
Ss 3,712+ 0,44  r5=-0,1940 9440+1,72  r°=02211  2557+033  5-.0,1662

n= 26 n=22 p=0,4125 n=18 p = 0,3631 n=18 p=0,510
SSHU 2,662 + 0,46 rS = -0,2602 7,582 + 0,88 r° = 0,02374 2,034 + 0,63 rS =-0,1641
n= 31 n=21 p = 0,2680 n=18 p = 0,9255 n=19 p=0,5153
SS/SSHU  3,199+032 r°=-0,0957 8486+095 r°=0,1778  2289+0,36  r°-0,0321
n =57 n=43 p = 0,5492 n=36 p = 0,4873 n=37 p = 0,8522

Legenda: r°: Coeficiente de Spearman.
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TABELA 7. CORRELAGCOES DE NIVEIS PLASMATICOS DE ANG Il COM PAI-1, ET-1, NO E GMPc

Grupos PAI-1 ET-1 NO GMPc

. Correlagao . Correlagao .- Correlagao .- Correlagao
Média + SEM com Ang Il Média + SEM com Ang Il Média + SEM com Ang II Média + SEM com Ang Il

Controles 2,455 + 0,31 r° =0,1823 1,160 + 0,09 r° = -0,3383 7,27 + 0,45 r°=0,1315 24,43+153 r°=-0,1038

n =36 n =32 p = 0,3264 n=32 p = 0,0627 n=26 p = 0,5308 n=26 p=0,6213
SS 2,464 + 0,34 r° =-0,0619 1,591 + 0,23 r° =0,1078 8,24 + 0,92 r° =-0,0140 35,85 + 3,98 ° = -0,4662
n=26 n=18 p =0,8071 n=17 p = 0,6804 n=21 p = 0,9545 n=22 p = 0.0383

SSHU 5,088 + 0,59 r° =0,1352 1,270 + 0,12 = 0,5398 8,29 + 0,80 r° = -0,0766 33,05 + 4,47 r° =-0,4301
n =31 n=19 p = 0,5927 n=21 p =0.0140 n=22 p=0,7479 n=22 p = 0,0584

SS/SSHU 3,709 + 0,4071  r°=-0,1449 1,418 + 0,4071 °=03419 8,386+0,6099 r°=-0,0993 34,79+3,030 [°=-0,3794
n=>57 n =236 p =0,3990 n=237 p = 0,0384 n=42 p=0,5472 n=43 p =0,0158

Legenda: r°: Coeficiente de Spearman.
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A Ang Il também mostrou correlacdo positiva com ET-1 (Figura 19A) nos
individuos portadores de AF com HU (rS = 0,539 / p = 0,0140) e correlacéao
negativa com GMPc (Figura 19B) nos individuos portadores de AF sem HU
(r° =-0,466 / p = 0,0383).
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FIGURA 19. Correlacao positiva de Ang Il com ET-1 (A) nos individuos portadores de AF com HU
(n=20), r° = 0,539 / p = 0,0140. Correlacdo negativa de Ang Il com GMPc (B) nos individuos
portadores de AF sem HU (n=19), r° = -0,466 / p = 0,0383.

5.3. CORRELACOES ENTRE NIiVEIS PLASMATICOS DE ACE E 0OS
PARAMETROS HEMATOLOGICOS, MARCADORES DE
ATIVACAO ENDOTELIAL E INFLAMACAO

A Tabela 8 mostra as correlagbes de ACE com os parametros

hematoldgicos em todos os grupos estudados. Nao houve nenhuma correlacédo

significante (positiva ou negativa) entre a ACE e os parametros hematoldgicos.
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TABELA 8. Correlacées de ACE com parametros hematoldgicos

Grupos Erit Ret Hct Hb HbF Leuc Plaq

Controles r° 0,2170 -0,0310 0,1313 0,1557 0,1247 0,1859 -0,1400
n =36 p 0,2328 0,9058 0,4739 0,3947 0,6334 0,3083 0,4446

SS r -0,0784 -0,3558 -0,2984 -0,2934  -0,1167 -0,2797 0,0563
n= 26 0,7569 0,1610 0,2291 0,2374 0,6448 0,2610 0,8298

SSHU r 0,2000 0,2520 0,1133 0,1444 -0,2000 0,0911 0,0911
n =31 0,4748 0,4291 0,6761 0,5936 0,3847 0,7466 0,7466

SS/SSHU r 0,0386 -0,1109 0,0276 0,0503 -0,0370 -0,0421 0,0863
n =57 p 0,8311 0,5669 0,8766 0,7775 0,8667 0,8160 0,6385

(4]

n O

n O

Legenda: Erit: eritrcitos; Ret: reticuldcitos; Het: hematdcrito; Hb: hemoglobina; HbF: hemoglobina
fetal; Leuc: leucdcitos; Plaqg: plaquetas; r>: Coeficiente de Spearman.

As tabelas 9, 10 e 11 mostram as correlacbes de ACE com os parametros
de inflamagéao e citocinas. A ACE correlacionou de forma positiva somente com
sICAM-1, e foi fortemente correlacionada positiva (r° = 0,515, p = 0,0025) nos
individuos controles.
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TABELA 9. CORRELACOES DE NIVEIS PLASMATICOS DE ACE COM sVCAM-1, ICAM-1 E TNF-a

Grupos sVCAM-1 sICAM-1 TNF-a

Média + SEM Correlacdo com ACE Média + SEM Correlagdo com ACE Média + SEM Correlagdo com ACE

Controles 555,8 + 28,2 rS = 0,3083 2244 + 7,57 P =0,515 1,011 + 0,09 r° = 0,0870
n=36 n=32 p = 0,0860 n=232 p = 0,0025 n=30 p=0,6476
SS 1697 + 141,4 rS = 0,2466 276,1 + 36,11 rS = 0,0794 2,557 + 0,33 r°=0,1373
n=26 n=18 p = 0,3238 n=16 p =0,7700 n=18 p =0,5871
SSHU 1141 + 137,0 r° = 0,0088 293,9 + 39,11 r° = 0,2735 2,034 + 0,63 rS = 0,3088

n =31 n=17 p = 0,9741 n=17 p = 0,3053 n=19 p=0,2278
SS/SSHU 1436 + 108,7 rS = 0,0392 285 + 26,23 S =0,2192 2,289 + 0,36 r°=0,1398
n=>57 n=34 p = 0,8255 n=32 p = 0,2280 n=37 p = 0,4232

Legenda: r°: Coeficiente de Spearman.

TABELA 10. CORRELACOES DE NIVEIS PLASMATICOS DE ACE COM IL-6, IL-8 E ET-1

Grupos IL-6 IL-8 ET-1

1 Correlacao . Correlacao Média + Correlacao

Media + SEM — “omace  MediaxSEM 0 ACE SEM com ACE

Controles  1,523+0,25 r5=0,0604 5467+028 r°=0,3319 1,16 +0,09 rS = 0,3244
n= 36 n=32 p =0,7423 n=31 p = 0,0682 n=32 p = 0,0701
ss 37121044 °-0,1373 9440+172 °=-00650 1594023 r°=-0,2819
n=26 n=22 p = 0,5871 n=18 p =0,7977 n=17 p=0,2731
SSHU 2,662 + 0,46 r® =-0,0235 7,582 + 0,88 r° = 0,1691 1,27 + 0,14 r® =-0,1941
n=231 n=21 p =0,9311 n=18 p=0,5164 n=20 p=0,4713
SS/SSHU 3,199 + 0,32 r® = 0,0255 8,486 + 0,95 r° = 0,0944 1,41 + 0,13 r® = -0,0221
n=>57 n=43 p = 0,8861 n=36 p = 0,5896 n=37 p=0,2145

Legenda: r°: Coeficiente de Spearman.
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TABELA 11. CORRELACOES DE NiVEIS PLASMATICOS DE ACE COM PAI-1, NO E GMPc

Grupos PAI-1 NO GMPc
. Correlacao Média + Correlacao o Correlagdo com
Média + SEM 0 "ACE SEM com ACE Média + SEM ACE

Controles 2,455 + 0,31 r°=0,2265 7,276 + 0,4 rS = 0,0372 24,43 + 1,53 rS = 0,1234
n=36 n=32 p=0,2125 n=26 p = 0,8566 n=26 p = 0,5481
SS 2,464 + 0,34 °=0,0578 8,249+0,9 r°=0,1544 35,85 + 3,98 r°=0,2714
n=26 n=18 p=0,8197 n =21 p = 0,5540 n=22 p = 0,2760
SSHU 4954 +061 r°=0,1471 8523+0,8 r°=0,1088 33,48 + 4,67 r° = 0,1647
n =31 n=18 p = 0,5868 n =21 p = 0,6883 n =21 p = 0,5421
SS/SSHU 3,709 +0,40 r°=0,0924 8,386+0,6 r° =0,1588 34,70 + 3,03 r° = 0,1685
n=>57 n=36 p = 0,6031 n=42 p =0,3775 n=43 p = 0,3407

Legenda: r°: Coeficiente de Spearman.
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5.4. EXPERIMENTOS COM AMOSTRAS DE CAMUNDONGOS

5.4.1. COMPARACAO DE NIVEIS PLASMATICOS DE ANG Il EM
CAMUNDONGOS CONTROLES (C57BL/6) E CAMUNDONGOS
BERKELEY HOMOZIGOTOS

Para fins de comparacdo dos niveis plasmaticos de Ang Il entre os

camundongos controles (C57BL/6) e camundongos transgénicos Berkeley
homozigotos, foram coletadas amostras de sangue para medir concentracdes
plasmaticas de Ang Il. Os resultados obtidos de Ang Il estdo demonstrados na
Figura 20. As concentracoes plasmaticas de Ang Il foram significativamente
menores nos camundongos Berkeley homozigotos quando comparadas aos
camundongos controles. A concentracao média de Ang Il do grupo controle foi de
57,27 + 4,9 pg/mL, enquanto nos camundongos Berkeley homozigotos, a média foi
de 6,61 + 1,32 pg/mL (***p<0,0001).
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FIGURA 20. Concentracdo de Ang Il no plasma dos camundongos controles C57BL/6 (CCON,
n=10) e Berkeley homozigotos (BERK, n=9). Para comparacao de concentragdes de Ang Il usou-se
o test t Mann-Whitney (*** p<0,001).
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5.4.2. EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS AO SISTEMA
RENINA-ANGIOTENSINA EM CAMUNDONGOS CONTROLES
(C57BL/6) E CAMUNDONGOS BERKELEY HOMOZIGOTOS

Com o objetivo de verificar a expressao génica dos genes que codificam
para os receptores, ATTR e AT2R, e as enzimas conversoras de angiotensina,
ACE1 e ACE2, foram utilizados os seguintes tecidos: rim, coragao, cérebro e
figado, isolados, dos camundongos controles C57BL/6 e camundongos Berkeley
homozigotos para AF.

O receptor AT1R possui atividade pré-inflamatério quando é ativado pela
Ang I, iniciando o processo de vasoconstricao, hipertrofia vascular, retencao de
sédio e remodelamento cardiaco. A Figura 21 mostra os resultados obtidos da
expressao génica do receptor AT1R nos diferentes tecidos: rim (A), coracéo (B),
cérebro (C) e figado (D). A expressdao do receptor AT1R nos rins dos
camundongos Berkeley homozigotos foi menor em relacdo aos camundongos
controles C57BL/6 (Figura 21A), apresentando uma diferenca estatistica de
p<0,01. Nos outros tecidos: coragao (Figura 21B), cérebro (Figura 21C) e figado
(Figura 21D) , ndo foram detectadas diferencas significativas na expressao génica
do receptor AT1R entre os camundongos controles e camundongos Berkeley.
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Figura 21. Expressdo génica do AT7R nos tecidos: (A) rim, camundongos controles C57BL/6
(CCON, n = 8) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK, n = 9); (B) coragdo, camundongos
controles C57BL/6 (CCON, n=9) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK, n=8); (C) cérebro,
camundongos controles C57BL/6 (CCON, n=5) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK,
n=5); (D) figado, camundongos controles C57BL/6 (CCON, n=5) e camundongos Berkeley
homozigotos (BERK, n=6). Para comparacgao entre os camundongos controles C57BL/6 e Berkeley
homozigotos, usou-se o test t Mann-Whitney. Diferenca na expressdo do receptor AT1R dos
camundongos Berkeley homozigotos em comparagao aos controles C57BL/6, **p<0,01.
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Ao contrario do AT1R, o receptor AT2R, possui propriedades
vasodilatadoras quando ativado pela Ang Il. A expressao génica do receptor
ATZR, também foi quantificado nos mesmos tecidos (Figura 22). Apesar das
variagdes de expressao génica do ATZR, entre os grupos de camundongos em
todos os tecidos, ndo houveram diferencas significativas na expressao deste

receptor.
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Figura 22. Expressdo génica do ATZ2R nos tecidos: (A) rim, camundongos controles C57BL/6
(CCON, n=8) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK, n=9); (B) cora¢do, camundongos
controles C57BL/6 (CCON, n=9) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK, n=4); (C) cérebro,
camundongos controles C57BL/6 (CCON, n=5) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK,
n=5); (D) figado, camundongos controles C57BL/6 (CCON, n=3) e camundongos Berkeley
homozigotos (BERK, n=5). Para comparagdo dos camundongos controles C57BL/6 e Berkeley
homozigotos, usou-se o test t Mann-Whitney (p>0.05).
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Foi quantificada a expressédo génica da enzima conversora de angiotensina
tipo 1, ACET1, nos tecidos dos camundongos controles C57BL/6 e camundongos
Berkeley homozigotos. Foram detectadas diferencas entre os camundongos
controles e camundongos Berkeley homozigotos na expressdo génica desta
enzima no rim (Figura 23A) e figado (Figura 23D). No rim (Figura 23A), os
camundongos Berkeley homozigotos apresentaram uma expressao menor da
ACE1 (p=0,001) enquanto no figado (Figura 23D) a expressao foi superior em
relacdo aos camundongos controles C57BL/6 (p<0,05). No coragao (Figura 23B) e
cérebro (Figura 23C), nao foram detectadas diferencas significativas na expressao
deste gene.
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Figura 23. Expressdo génica da ACET nos tecidos: (A) rim, camundongos controles C57BL/6
(CCON, n=8) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK, n=9); (B) coracdo, camundongos
controles C57BL/6 (CCON, n=9) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK, n=8); (C) cérebro,
camundongos controles C57BL/6 (CCON, n=5) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK,
n=5); (D) figado, camundongos controles C57BL/6 (CCON, n=5) e camundongos Berkeley
homozigotos (BERK, n=6). Para comparagdo dos camundongos controles C57BL/6 e Berkeley
homozigotos, usou-se o test t Mann-Whitney. Diferenca na expressdo génica ACE7 dos
camundongos Berkeley homozigotos em comparagdo aos camundongos controles C57BL/6,
*p<0,05; *** p<0,001.
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A expressao génica da enzima conversora de angiotensina tipo 2, ACE2,
conhecida também como enzima conversora de angiotensina homologa (ACEH)
foi quantificada nos tecidos. Nao foram detectadas diferengas significativas na
expressao génica da ACEZ2 no rim (Figura 24A), coracdo (Figura 24B), cérebro
(Figura 24C) e figado (Figura 24D), entre os grupos de camundongos controles
C57BL/6 (CCON) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK).
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Figura 24. Expressdo génica da ACEZ2 nos tecidos: (A) rim, camundongos controles C57BL/6
(CCON, n = 8) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK, n=9); (B) coragdo, camundongos
controles C57BL/6 (CCON, n=9) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK, n=8); (C) cérebro,
camundongos controles C57BL/6 (CCON, n=5) e camundongos Berkeley homozigotos (BERK,
n=5); (D) figado, camundongos controles C57BL/6 (CCON, n=5) e camundongos Berkeley
homozigotos (BERK, n=6). Para comparagdo dos camundongos controles C57BL/6 e Berkeley
homozigotos, usou-se o test t Mann-Whitney (p>0,05).
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Na Tabela 12 estdo resumidas as médias obtidas de expressao génica dos
tecidos analisados em camundongos controles C57BL/6 e Berkeley homozigotos.

TABELA 12. Valores médios de expressdo génica dos receptores de
angiotensina, AT1R e AT2R, e enzimas conversoras de angiotensina, ACET e
ACEZ2 nos tecidos: rim, coracao, cérebro e figado em camundongos controles e
camundongos Berkeley homozigotos.

RIM CORAGAO CEREBRO FIGADO
Gene CCON BERK CCON BERK CCON BERK CCON BERK
0,44+0,06
ATIR  0,75+0,06 i 0,67+0,06 0,52+40,09 0,64+0,07 0,81+0,06  0,48+0,11  0,66+0,11

AT2R  0,24+0,07 0,17+0,10 0,5140,08 0,4640,15 0,43+0,09 0,63+0,14  0,5740,20  0,49+0,14

ACE1  0,85:003 0424007 057,004 0484010 062:0,08 062:010 013+0,05  0,52+0,15*

ACE2  0,65:0,06 0,59+0,08 0,4740,07 0,49+0,06 0,39+0,05 0,57+0,15  0,59+0,17  0,20+0,03

Legenda: CCON (Camundongos controles C57BL/6); BERK (Camundongos Berkeley
homozigotos); AT1R (codifica o receptor de angiotensina tipo 1); AT2R (codifica o receptor de
angiotensina tipo 2); ACE1 (codifica a enzima conversora de angiotensina tipo 1); ACEZ2 (codifica a
enzima conversora de angiotensina tipo 2). **p<0,01; ***p<0,001 comparado ao grupo controle.

5.5. EFEITO DE TRATAMENTO COM HU NOS NiVEIS PLASMATICOS
DE ANG Il EM CAMUNDONGOS CONTROLES (C57BL/6) E
CAMUNDONGOS QUIMERAS DE AF

Para verificar uma possivel atuacdo da HU no SRA, foram utilizados os
camundongos quimeras de AF, nos quais foram tratados com HU em duas
concentracdes diferentes (50 e 75 mg/kg/dia). Também foram utilizados
camundongos C57BL/6 como controles.
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5.5.1. EFEITO DE HU NOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS DE
CAMUNDONGOS CONTROLES (C57BL/6) E CAMUNDONGOS
QUIMERAS DE AF

A Figura 25 mostra as contagens de leucocitos (Figura 25A), eritrécitos
(Figura 25B) e plaquetas (Figura 25C) nos camundongos controles C57BL/6, nos
camundongos quimeras de AF sem tratamento de HU (CAF) e nos camundongos
quimeras de AF apéds tratamento com HU (por via intraperitoneal), em duas
concentragdes diferentes de 50 mg/kg/dia e 75 mg/kg/dia (CAF50 e CAF75,
respectivamente). A duracdo do tratamento dos camundongos com a HU foi de 4
semanas (cinco vezes por semana).

A contagem de leucécitos (Figura 25A) dos CAF foi elevada em
comparacgdo aos CAF com tratamento de HU em 50 mg/kg/dia e 75 mg/kg/dia e
CCON. A maior diferenca na contagem de leucécitos foi com relacdo aos CAF
sem tratamento de HU com o grupo controle (p=0,0119). A HU reduziu a
concentracao de leucécitos durante o tratamento nos CAF, sendo detectada uma
diferenca significativa entre os grupos de CAF sem tratamento de HU e o grupo de
CAF com o tratamento de 50 mg/kg/dia de HU (p<0,05). Péde-se observar que
houve diferenga na contagem de eritrécitos (Figura 25B) entre o grupo de CCON e
CAF (p=0,0079), sendo menor no grupo CAF. Nos camundongos AF tratados com
HU (75mg/kg/dia) houve ainda uma redugédo na contagem de eritrécitos (Figura
25B; p<0,05 comparado aos CAF). Ndo houve diferenca significativa no numero
de plaguetas nos camundongos AF comparado aos camundongos controles, no
entanto a contagem de plaquetas foi reduzido apés tratamento dos camundongos
AF com HU de 75 mg/kg/dia (CAF75, p<0,05, comparado ao grupo CCON).
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FIGURA 25. Contagens de leucécitos (A), eritrocitos (B) e plaquetas (C) nos camundongos
controles C57BL/6 (CCON, n=5), camundongos quimeras de AF sem tratamento (CAF, n=5) e
camundongos quimeras de AF com tratamento de HU (CAF50, 50 mg/kg/dia, n=5 e CAF75, 75
mg/kg/dia, n=4). Para comparagdo dos camundongos CCON e CAF, usou-se o test t Mann-
Whitney. Na comparagdo entre os camundongos CAF, usou-se o One-way ANOVA. Dos
camundongos em tratamento em comparagdo com CAF, usou-se 0 ANOVA com o pds-teste de
Bonferroni. * p<0,05 comparacao entre CAF e CCON; # p<0,05, comparacao entre CAF e CAF50;
** p<0,01, comparagao entre o0 CAF e CCON; ## p<0,01 comparagéo entre CAF e CAF75.

A Figura 26A mostra os valores de hemoglobina nos CCON e CAF sem
tratamento e apo6s tratamento de HU nas duas concentragdes, 50 mg/kg/dia e
75 mg/kg/dia. Observou-se que no grupo dos CAF, independente do tratamento
com HU, os camundongos quimeras de AF apresentaram baixas concentragbes
de hemoglobina em comparacdo ao grupo CCON (p=0,0079). Em relacdo aos
CAF, o tratamento com HU na concentragéo de 75 mg/kg diminuiu a concentragéao

de hemoglobina (p=0,02, comparado ao grupo AF sem HU). Os indices
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hematimétricos, Volume Corpuscular Médio (Figura 26B), Hemoglobina
Corpuscular Média (Figura 26C) e de Hemoglobina Corpuscular Média (Figura
26C) dos CCON, CAF sem tratamento de HU e CAF com tratamento de HU nas
concentragdes de 50 mg/kg e 75 mg/kg, CAF50 e CAF75, respectivamente, estao
exibidos na Figura 26. Para os valores de VCM e HCM obtidos, houve diferenca
entre os grupos CCON e CAF sem tratamento de HU, sendo o VCM maior no CAF
sem tratamento (p=0,01). Por outro lado, os CAF sem tratamento apresentaram
baixos niveis de HCM em relacdo ao grupo de CCON (p=0,01). Entre os grupos
CAF, o VCM nao apresentou nenhuma diferenca. No HCM, houve diferenca
significativa nos dois grupos com tratamento de 50 mg/kg e 75 mg/kg de HU em
comparacao ao grupo CAF sem tratamento, p<0,01 e p<0,0001, respectivamente,
sendo maiores nos grupos que fizeram o tratamento com a HU. Na quantificagao
de CHCM, o grupo CAF sem tratamento de HU apresentou diferenca quando
comparado ao grupo CCON (p=0,008). Nao houve nenhuma diferenca significativa

para CHCM entre os grupos CAF sem e com tratamento de HU.
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FIGURA 26. Quantificacdo de hemoglobina (A) e dos indices hematimétricos, VCM (B), HCM (C) e
CHCM (D) nos camundongos controles C57BL/6 (CCON, n=5), camundongos quimeras de AF sem
tratamento (CAF, n=5) e camundongos quimeras de AF com tratamento de HU (CAF50,
50 mg/kg/dia, n=5 e CAF75, 75 mg/kg/dia, n=4). Para comparagdao dos camundongos controles
CCON e CAF, usou-se o test t Mann-Whitney. Na comparagao entre os CAF, usou-se o One-way
ANOVA e o pés-teste de Bonferroni. VCM = Volume Corpuscular Médio. HCM = Hemoglobina
Corpuscular Média. CHCM = Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. * p<0,05
comparacdo entre CAF e CCON; # p<0,05, comparacdo entre CAF e CAF50; ** p<0,01,
comparacao entre CAF e CCON; ### p<0,001comparacao entre CAF e CAF75.

A tabela 13 mostra os indices hematolégicos dos camundongos controles
C57BL/6, CAF sem tratamento de HU e apds tratamento de HU nas
concentragcdes de 50 mg/kg/dia e 75 mg/kg/dia.
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TABELA 13. Dados hematolégicos dos camundongos controles C57BL/6 e camundongos quimeras AF com ou sem

tratamento de HU.

CAF
Parametros C(:ri%’)\l Sem tratamento de CAF50 CAF75
HU (n=5) (n=5) (n=4)
Leucocitos 7,24 30,20 ** 21,47 # 22,91
(x10%/uL) (7,3/5,7/10,1) (27,38/25,87/37,89) (23,26/15,86/26,88) (23,79/17,69/26,39)
Eritrécitos 8,86 3,71 * 3,562 2,80 ##
(x10%/uL) (8,89/8,35/9,35) (3,9/3,04/3,99) (3,48/3,26/4,00) (2,82/2,45/3,13)
Plaquetas 1001 991 1012 730 #
(x10%/uL) (1000/921/1121) (982/790/1225) (981/891/1198) (738/548/898)
Hemoglobina 14,62 4,78 ** 4,86 3,97 #
(g/dL) (14,8/13,8/15,5) (4,9/4,1/5,2) (4,7/4,6/5,4) (4,00/3,4/4,5)
VCM 43,59 54,56 * 54,86 57,83 #
(fL) (43,91/42,68/43,97) (54,7/52/56,7) (54,8/50,9/58,8) (57,8/57,4/58,3)
HCM 16,46 12,90 ** 13,76 # 14,15 ##
(pg) (16,5/16,1/16,7) (12,8/12,5/13,5) (13,9/13,3/14,1) (14,2/13,7/14,5)
CHCM 37,88 23,68 ** 25,14 24,52
(24,6/23,6/25,3)

(9/dL)

(37,8/37,6/38,2)

(23,4/22,9/25,5)

(25,7/22,5/26,7)

Legenda: Valores expressos em Média (Mediana/Minima/Maxima). CCON = Camundongos controles C57BL/6. CAF = Camundongos quimeras
AF. CAF50 = Camundongos quimeras de AF com tratamento de HU por 4 semanas (50 mg/kg/dia). CAF75 = Camundongos quimeras de AF com
tratamento de HU por 4 semanas (75 mg/kg/dia). VCM = Volume Corpuscular Médio. HCM = Hemoglobina Corpuscular Média. CHCM =
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. Valores comparados com grupo controle com teste t Mann-Whitney. *p<0,05; ** p<0,01),
comparado com camundongos controles. #p<0,01; ##p<0,05, comparado com camundongos quimeras AF sem tratamento de HU.
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5.5.2. EFEITO DE HU NOS NIVEIS PLASMATICOS DE ANG Il EM
CAMUNDONGOS CONTROLES (C57BL/6) E CAMUNDONGOS
QUIMERAS DE AF

A Figura 27 mostra niveis plasmaticos de Ang Il nos camundongos
CCON, nos CAF sem tratamento de HU e nos CAF com tratamento de HU, nas
duas concentragbes de 50 mg/kg/dia e 75 mg/kg/dia (CAF50 e CAF75,
respectivamente). Nos grupos CAF, o tratamento com a HU na concentracao
de 75 mg/kg/dia aumentou os niveis plasmaticos de Ang Il em comparacao ao
grupo de CAF sem tratamento e ao grupo CAF com tratamento de HU na
concentragcdo de 50 mg/kg/dia (p=0,02, comparado ao grupo CAF sem
tratamento). Nao foi detectada diferencga significativa nos niveis plasmaticos de
Ang Il entre os camundongos CCON e CAF sem tratamento de HU, devido a

variacao de niveis de Ang Il nestes animais controles.
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FIGURA 27. Concentracdo de Ang Il no plasma de camundongos controles C57BL/6 (CCON,
n=5), camundongos quimeras de AF sem tratamento de HU (CAF, n=5), camundongos
quimeras de AF com tratamento de HU nas duas concentra¢des de 50 mg/kg/dia (CAF50, n=5)
e 75 mg/kg/dia (CAF75, n=4). A duracdo do tratamento dos camundongos com a HU foi de
4 semanas (cinco dias por semana). Para compara¢édo dos camundongos CCON e CAF, usou-
se o test t Mann-Whitney. Na comparacao entre os CAF, usou-se o One-way ANOVA com o
pés-teste de Bonferroni. # p<0,05, comparando CAF75 com CAF.
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5.5.3. EFEITO DA HU NA EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS
AO SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA EM CAMUNDONGOS
CONTROLES (C57BL/6) E CAMUNDONGOS QUIMERAS DE
AF

Com o objetivo de verificar a influéncia de HU na expressao génica dos
receptores, AT1R e ATZ2R, e enzimas conversoras de angiotensina, ACE1 e
ACE2, foram utilizados os seguintes tecidos: rim, coragdo, cérebro, pulméao,
baco e figado dos camundongos controles C57BL/6 (CCON) e camundongos
quimeras de AF (CAF).

A Figura 28 mostra a determinagao da expressao génica do receptor de
angiotensina Il tipo 1, AT1R, responsavel pelas atividades pré-inflamatérias de
Ang Il, nos tecidos: Rim (A), Coracao (B), Cérebro (C), Pulmao (D), Baco (E) e
Figado (F). Foi observada diferenca na expressao dos genes que codificam o
receptor AT1R apenas em dois tecidos, coragdo e figado. No coracdo, a
expressao génica de AT1R foi superior no grupo CAF75 quando comparada ao
grupo CAF (p=0,01). Além disso, o figado dos camundongos CCON
apresentou baixa expressdo do gene que codifica o receptor AT1R (p=0,02)
quando comparada com os CAF, independente do tratamento.
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FIGURA 28. Expressao génica do AT7R nos tecidos: (A) Rim; (B) Coragao; (C) Cérebro; (D)
Pulmao; (E) Baco; (F) Figado. Amostras obtidas dos camundongos controles C57BL/6 (CCON,
n=5), camundongos quimeras AF sem tratamento (CAF, n=5) e camundongos quimeras de AF
com tratamento de HU (CAF50, 50 mg/kg/dia, n=5 e CAF75, 75 mg/kg/dia, n=4) por 4
semanas. Para comparacao dos CCON e CAF, usou-se o test t Mann-Whitney. Na comparacéo
entre os CAF, usou-se o One-way ANOVA com o pés-teste de Bonferroni. *p<0,05; comparado
com os camundongos controles. #p<0,05, comparado com os camundongos quimeras AF sem
tratamento.
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A Figura 29 mostra a quantificacdo da expressao do gene que codifica o
receptor de angiotensina tipo 2, AT2R, que possui funcdo oposta de AT1R e
exibe propriedades vasodilatadoras quando € ativado pela Ang Il. A expressao
génica do ATZ2R foi determinada nos seguintes tecidos: Rim (A), Coracao (B),
Cérebro (C), Pulmao (D), Baco (E) e Figado (F) dos camundongos CCON, CAF
sem tratamento de HU (CAF, n=5), CAF com tratamento de HU nas duas
concentracdes diferentes: 50 mg/kg/dia (CAF50, n=5) e 75 mg/kg/dia de HU
(CAF75, n=4). Nenhum tecido analisado apresentou diferengas significativas
entre os grupos. A quantificagdo da expressdo do gene que codifica o receptor
AT2R nao apresentou boa reprodutibilidade em alguns tecidos e os resultados

nao foram reportados para todos os animais.
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FIGURA 29. Expressao génica do AT2R nos tecidos: (A) Rim; (B) Coragao; (C) Cérebro; (D)
Pulméo; (E) Bago e (F) Figado. Amostras obtidas dos camundongos controles C57BL/6
(CCON, n=5), camundongos quimeras de AF sem tratamento (CAF, n=5) e camundongos
quimeras de AF com tratamento de HU (CAF50, 50 mg/kg/dia, n=5 e CAF75, 75 mg/kg/dia,
n=4) por 4 semanas. Para comparagdo dos CCON e CAF sem tratamento com HU, usou-se o
test t Mann-Whitney. Na comparacéao entre os CAF, usou-se o One-way ANOVA com o pés-
teste de Bonferroni (p>0,05).
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A determinacado da expressao génica que codifica a ACE1, responsavel
pela conversdo de Ang | em Ang I, foi feito nos seguintes tecidos: Rim (A),
Coracao (B), Cérebro (C), Pulmao (D), Baco (E) e Figado (D) (Figura 30). Entre
os tecidos analisados, o rim (Figura 30A) apresentou diferenca significativa
entre os grupos CAF sem tratamento de HU com o de CCON (p<0,05), onde
uma menor expressao génica da ACET foi observada nos CAF, comparado ao
grupo CCON. Além do rim, o coracao (Figura 30B) também apresentou
diferenga na expressao do gene da ACET1 entre os CAF, sendo mais baixa para
aqueles que nao fizeram tratamento com HU em comparagdo aos CCON
(p<0,05). Como ja observado anteriormente nos resultados de expressao
génica da ACET1 de figado de CCON e camundongos Berkeley homozigotos, a
expressao génica da ACE1 também apresentou uma expressdo menor nos
camundongos controles C57BL/6 quando comparada aos CAF sem tratamento
(Figura 30F). O tratamento com a HU n&o influenciou a expressao génica da
ACET1.
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FIGURA 30. Expressao génica da ACE1 nos tecidos: (A) Rim; (B) Coragéo; (C) Cérebro; (D)
Pulmao; (E) Baco; (F) Figado. Amostras obtidas dos camundongos controles C57BL/6 (CCON,
n=5), camundongos quimeras de AF sem tratamento (CAF, n=5) e camundongos quimeras de
AF com tratamento de HU (CAF50, 50 mg/kg/dia, n=5 e CAF75, 75 mg/kg/dia, n=4) por 4
semanas. Para comparacao dos CCON e CAF, usou-se o test t Mann-Whitney. Na comparacéo
entre os CAF, usou-se o One-way ANOVA com o pés-teste de Bonferroni. *p<0,05, comparado
com os camundongos controles C57BL/6.
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A enzima conversora de Ang Il tipo 2, ACE2, também conhecida como
enzima conversora de angiotensina homoéloga (ACEH), é responsavel pela
conversao de Ang Il em Ang (1-7). A Figura 31 exibe a quantificagdo da
expressao génica da ACEZ2 nos tecidos: Rim (A), Coracao (B), Cérebro (C),
Pulmao (D), Baco (E) e Figado (F), em camundongos tratados ou ndo com HU
(50 e 75 mg/kg/dia). No rim, os camundongos CAF apresentaram niveis de
expressdao menores da ACE2 em relagdo aos camundongos CCON (p<0,05).
No coracao, também foi observado niveis de expressdo menores de ACE2 nos
CAF sem tratamento de HU, comparado aos camundongos CCON (p<0,05), no
entanto ndo foi observado um efeito significante da terapia com HU na
expressao deste gene neste tecido. Contrariando ao que foi observado nos rim
e coracao, no figado, a expressao génica da ACE2 nos CAF foi superior
quando comparado aos CCON (p<0,05); no entanto ndo foi observado um
efeito significante da terapia com HU na expressao deste gene neste tecido.
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FIGURA 31. Expressao génica da ACEZ2 nos tecidos: (A) Rim; (B) Coragéo; (C) Cérebro; (D)
Pulmao; (E) Baco; (F) Figado. Amostras obtidas dos camundongos controles C57BL/6 (CCON,
n=5), camundongos quimeras de AF sem tratamento (CAF, n=5) e camundongos quimeras de
AF com tratamento de HU (CAF50, 50 mg/kg/dia, n=5 e CAF75, 75 mg/kg/dia, n=4) por 4
semanas. Para comparagao dos camundongos CCON e CAF, usou-se o test t Mann-Whitney.
Dos camundongos em tratamento em comparacdo com CAF, usou-se o0 ANOVA com o pos-
teste de Bonferroni. *p<0,05, comparando com o grupo controle C57BL/6.
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A Tabela 14 apresenta os valores médios obtidos para a expresséo dos
genes AT1R, AT2R, ACE1 e ACEZ2 nos tecidos, rim, cerébro, coracao, pulmao
e figado dos camundongos CCON e CAF sem e com tratamento com HU.

TABELA 14. Valores médios de expressao génica de AT1R, AT2R, ACE1 e
ACE2 nos tecidos: rim, coracao, cérebro, pulmao e figado em camundongos

controles e camundongos quimeras de AF.

ATIR AT2R ACE1 ACE2
CCON 0,682+0,08 0,09+0,01 0,698+0,10  0,789+0,08
CAF 0,636+0,05  0,441+0,19 0,362+0,02* 0,564+0,03*
RIM

CAF50 | 0,705+0,06  0,123+0,01  0,427+0,02 0,644+ 0,06

CAF75 | 0,891+0,05  0,256+0,09  0,449+0,05  0,758+0,07

CCON 0,792+0,09  0,659+0,11  0,813+0,06  0,807+0,07
i CAF 0,515+0,07  0,450+0,11  0,537+0,06* 0,192+0,03*

CORACAO

CAF50 | 0,408+0,06  0,470+0,18 0,441+0,06  0,203+0,03

CAF75 | 0,811+0,03# 0,721+0,13  0,603+0,07  0,315+0,02

CCON 0,391+0,08  0,602+0,19  0,525+0,19  0,590+0,08

] CAF 0,452+0,03  0,318+0,11  0,589+0,12  0,488+0,10

CEREBRO

CAF50 | 0,554+0,07  0,466+0,18 0,537+0,12  0,528+0,07

CAF75 | 0,727+0,15  0,327+0,22  0,383+0,07  0,807+0,19

CCON 0,234+0,11 0,135+0,04 0,420+0,08  0,502+0,16

CAF 0,134+0,03  0,127+0,03 0,334+0,05  0,344+0,03

PULMAO

CAF50 0,09+0,02 0,07+0,02  0,259+0,04  0,477+0,04

CAF75 0,40+0,29 0,415+0,29  0,475+0,26  0,423+0,02

CCON 0,123+0,02  0,260+0,24  0,136+0,07 0,09+0,02
) CAF 0,505+0,03*  0,591+0,09 0,790+0,06* 0,761+0,03*

FIGADO

CAF50 | 0,439+0,05  0,590+0,05 0,811+0,06  0,783+0,05

CAF75 | 0,558+0,16  0,598+0,18 0,751+0,07  0,778+0,09

Legenda: *p<0,05, comparado com os camundongos controles C57BL/6 (test T Mann-
Whitney); #p<0,05, comparado com os camundongos quimeras AF sem tratamento de HU

(ANOVA/Bonferroni).
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6. DISCUSSAO
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O sistema renina-angiotensina (SRA) é um complexo multienzimatico
composto pelas enzimas que degradam peptideos a partir do substrato
principal, o angiotensinogénio. A producdo de peptideos resultantes tem
resposta diferenciada quando ativam os receptores do sistema. Os peptideos
do SRA possuem funcdo enddcrina, paracrina e intracrina (FYHRQUIST &
SAIJONMAA, 2008).

A Ang Il é um octapeptideo produzido pelo substrato angiotensinogénio,
resultante da clivagem iniciada pela renina, gerando angiotensina | e seguida
pela enzima conversora de angiotensina (ACE). A Ang Il circulante contribui
para o aumento da pressao arterial e retencéo de sodio e 4gua (BREWSTER &
PERAZELLA, 2004). Possui ainda efeito pré-inflamatério proliferativo e
atividade pré-fibrotica, participando na produgédo de espécies reativas de
oxigénio, crescimento celular, apoptose, remodelamento da matriz extracelular,
migracao e diferenciacao celular (RUSTER & WOLF, 2006).

Os individuos portadores de anemia falciforme sdo mais propensos a
apresentarem disfungdo endotelial, producdo de citocinas inflamatérias e
moléculas de adesdo, contribuindo com inflamacao no local (HEBBEL et al.,
1980; CHIANG & FRENETTE, 2005; STEINBERG, 2006). O presente trabalho
objetivou a investigacdo das alteracbes do SRA em individuos portadores de
anemia falciforme e efeitos de terapia com hidroxiureia (HU). A HU é um
medicamento amplamente utilizado por estes individuos e tem por funcéo
aumentar a producao de hemoglobina fetal (CHARACHE et al., 1995), podendo
também aumentar a biodisponibilidade do oxido nitrico, composto
vasodilatador (KING, 2003).

Na analise da Ang Il determinada nos individuos portadores de AF com
e sem tratamento de HU, nao foi detectada diferenca significativa entre estes
grupos quando comparados aos individuos controles. A média de Ang Il nos
individuos portadores de AF sem uso de HU foi um pouco elevada quando
comparada ao individuos usuérios de HU e individuos controles, porém sem
diferenga estatistica. Contrariando os resultados em humanos, os
camundongos AF apresentaram baixos niveis de Ang I, sendo que, os tratados
com HU, demonstraram aumento na producao de Ang Il
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Sabe-se que individuos portadores de AF apresentam, de forma geral,
medidas de pressao arterial diminuidos em comparacao aos individuos sadios.
Dado o fato que drogas inibidores da producéo e agédo de Ang Il sdo utilizados
com intuito de diminuir a pressao arterial entre outros efeitos, estudos futuros
poderiam esclarecer se alteragbes nos componentes do SRA teriam
participacao neste fenédmeno (pressao arterial) na AF.

A inabilidade de verificar diferencas nas concentragdes plasmaticas de
Ang Il em individuos portadores de AF comparado aos individuos controles,
sugere uma variabilidade de fatores pré-existentes que podem influenciar na
concentracdo de Ang Il, como pratica de atividades fisicas, estresse,
predisposicao genética, etc.; enquanto nos camundongos, a variacao foi
minima permitindo o equilibrio na concentragédo de Ang |l

Por ser um horménio vasoconstritor, a Ang Il esta relacionada a
inflamacdo em resposta a disfungédo endotelial e liberacdo de mediadores de
inflamacédo, incluindo moléculas de adesdo, quimocinas e citocinas (RUIZ-
ORTEGA et al.,, 2001). Esperavamos que, devido a disfuncdo endotelial
associada a AF, os niveis de Ang |l nos individuos portadores de AF sem
tratamento de HU fossem elevados em comparacao aos individuos controles e
individuos portadores de AF com uso de HU. No entanto, em seu estudo,
DANSER (2003) observou que a concentracdo de Ang Il plasmatica nao
necessariamente reflete a mesma do sistema vascular, pela presenca de SRA
em tecidos que possuem a propria regulagao.

A quantificagdo da ACE plasmatica nos individuos portadores de AF sem
uso de HU foi significativamente inferior a dos individuos controle, indicando
possivelmente danos aos sistemas renal e pulmonar, sitios principais de
producdo da ACE (BERNSTEIN et al., 2013), podendo contribuir para
diminuicdo dos niveis desta enzima, inclusive a producao de Ang Il. Os
inibidores de ACE sao utilizados como anti-hipertensivos (CASAS et al., 2005;
SONG et al., 2006; KRUM & GILBERT, 2007) e também reduzem a expressao
de células inflamatérias, moléculas de adesao e produgdo de citocinas e
quimocinas (RUIZ-ORTEGA et al.,, 2001). Individuos portadores de AF
geralmente apresentam pressao arterial relativamente baixa em comparacéo
com individuos sadios (JOHNSON & GIORGIO, 1981; PEGELOW et al., 1997)
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e estudos maiores poderiam nos dizer se alteracbes nos niveis de ACE, e
portanto Ang Il, poderiam participar deste fenémeno.

Em processos inflamatérios, a Ang Il influencia a permeabilidade
vascular pela via das prostaglandinas e fator de crescimento endotelial vascular
(WILLIAMS et al., 1995). Também causa adesdo dos mondcitos e neutréfilos
ao endotélio e as células mesengiais (KREJCY et al., 1996). Estimula a
producédo de moléculas de adesao, tais como, P-selectina, sSICAM-1 e sVCAM-
1 nas células endoteliais vasculares e células musculares lisas (PUEYO et al.,
2000). Nos experimentos realizados, apesar da atividade de Ang Il na ativacao
endotelial, ndo houve nenhuma correlacao de Ang Il com a sICAM-1 e sVCAM-
1 nos individuos controles nem nos individuos portadores de AF,
independentemente do tratamento com HU. PASTORE et al. (1999) relataram
que a Ang Il regula a expressao génica de ICAM-1, favorecendo a liberagdo de
sICAM-1 das HUVECs. A acéao é anulada quando é utilizado um bloqueador de
AT1R e n&o o antagonista do AT2R, PD12319.

A Ang Il induz a disfungcdo endotelial através do aumento da producao
de anion superoxido (O2e-), inativando NO (NAKANE et al., 2000). O NO
antagoniza os efeitos de Ang Il no ténus vascular, inibindo a sintese de ACE e
AT1R (ICHIKI et al., 1998). A inibicdo da sintese de NO pela L-NAME (N-nitro-
L-arginina-metil-ester) favorece a produgédo de radical O2--, 0 aumento de
atividade enzimatica ACE nos endotélios e acentua a expressdo de AT1R,
contribuindo para a hipertrofia vascular (USUI et al., 1999). Apesar de NO
possuir funcdo oposta de Ang Il, ndo foi detectada nenhuma associacao entre
as duas vias no plasma de individuos portadores de AF, porém a Ang Il teve
correlagdo negativa com GMPc, mensageiro secundario importante de NO,
apresentando correlagdo significativa no grupo SS. Este fato pode ser
explicado pelo aumento de GMPc que possui efeito inibidor da via enzima
proteina quinase-G (PKG), envolvendo a via de MAPK e atuando como
modulador negativo em relagdo a concentragdo de Ang Il (FIEDLER &
WOLLERT, 2004). Assim podemos sugerir que, nos individuos portadores de
AF sem uso de HU, a sinalizagdo dependente em GMPc pode ter um efeito
repressor na producdo de Ang ll, ou vice-versa, apesar que, a quantificacao de
GMPc no plasma nao necessariamente reflete a formagéo desta molécula nos
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tecidos. No entanto, hd necessidade de mais estudos para verificar esta
hipbtese.

Do mesmo modo ao que foi visto com a Ang Il, ndo foi detectada
diferenca significativa de ET-1, um potente vasoconstritor, em individuos
portadores de AF quando comparado ao grupo controle. A Ang Il mostrou uma
correlagao positiva com a ET-1 em individuos portadores de AF com uso de
HU. A Ang Il e a ET-1 estao envolvidas na inflamacéao quando a via de NF-kB é
ativada. Assim como a Ang Il, a ET-1 é um potente mediador de inflamacao, e
induz o estresse oxidativo, remodelamento vascular e disfuncdo endotelial
(AMIRI et al., 2004). Segundo BRUN et al. (2003), a HU exerce influéncia na
reducdo da expressdo génica de ET-1 em culturas de células endoteliais
humanas; e também tem sido relatado a elevagdo de ET-1 em individuos
portadores de AF durante as crises vaso-oclusivas.

As interleucinas, IL-6 e IL-8, apresentaram niveis maiores nos individuos
portadores de AF quando comparados aos individuos controles indicando um
estado inflamatorio crénico e ativacdo endotelial nestes pacientes, pois a
ativacdo da via de NF-kB pela Ang Il leva a produgdo das citocinas
inflamatérias, a IL-6 e IL-8 (SHURK et al., 2004). No presente trabalho, nao foi
detectada nenhuma correlagéao entre os niveis plasméticos de Ang Il com a IL-6
e IL-8 em individuos portadores de AF, sendo verificada uma correlagéo
negativa somente nos individuos controles entre Ang |l e IL-8.

O inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1, PAI-1, foi encontrado em
niveis elevados em individuos portadores de AF com uso de HU, apresentando
diferenga quando relacionado aos controles e portadores de AF sem uso de
HU. A sua correlacdo com Ang Il foi insignificante, porém, o estudo de
MASUDA et al. (2008) relataram participacéao da Ang Il na expresséao de PAI-1
plasmatico e tecidual. Também observaram a atuagdo de Ang Il como um
potente estimulador de PAI-1 em culturas de células endoteliais e musculares
lisas, in vitro.

O fator de necrose tumoral-a, TNF-a, foi elevado em individuos
portadores de AF com e sem tratamento de HU quando comparado com 0s
individuos controle, apresentando diferencga significativa. Assim como as outras
citocinas pesquisadas neste estudo, a Ang Il ndo mostrou nenhuma correlagéo
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com a TNF-a. Nos estudos realizados por HIGASHI et al. (2005) e TOUYZ
(2004), os autores verificaram que a interacdo entre TNF-a com Ang Il gera
uma superproducao de espécies reativas de oxigénio através da modulacao da
atividade e expressdao de NAD(P)H oxidase; no entanto, nos individuos
portadores de AF que participaram do presente trabalho, ndo foi observada
nenhuma associacao entre a producao destas proteinas.

A Ang Il mostrou correlagao positiva com a HbF no grupo de individuos
portadores de AF com uso de HU. Nos experimentos posteriores com um
modelo animal de AF, observamos que o tratamento com HU foi capaz de
induzir a producao de Ang Il nestes camundongos, apoiando as observacoes
em humanos. Resta saber se a indugéo da producgao de Ang Il por HU poderia
representar um dos efeitos benéficos desta terapia.

Estudos destacam a agédo de Ang Il na eritropoiese através do aumento
dos niveis de eritropoietina (EPO) e estimulo ao crescimento de progenitores
eritréides (KATO et al., 2005; MRUG et al., 1997). Embora a quantificacao da
EPO néao tenha sido realizada no presente estudo, relatos anteriores indicam
atuacdo da Ang Il na regulacdo de EPO (FREUDENTHALER et al., 1999;
GORDEUK et al., 2009). O tratamento conjunto de EPO e HU em individuos
portadores de AF aumentam a producao de HbF (RODGERS et al., 1993;
LITTLE et al., 2006), pressupondo a atividade da HU na geracao de Ang I, de
forma direta ou indireta. MRUG et al. (1997) verificaram nos experimentos que
a EPO é necessaria para a agao de Ang Il na eritropoiese, in vitro. O estimulo
da Ang |l na eritropoiese pode ser mediada na via de JAK-2 cinase, através da
ligacdo da Ang Il aos receptores AT1R presentes nos progenitores eritrdides,
permitindo o estimulo da Ang Il diretamente na proliferacdo eritréide e
aumentando também a via de sinalizagdo de transducao de eritropoietina e
outros fatores de crescimento (IL-3, IGF-1, GM-CSF, IL-6 e stem cell factor).
RODGERS et al. (2000) verificaram a agcado de Ang Il no estimulo das células
progenitoras, podendo ser utilizada como agente para acelerar a recuperagcao
do sistema hematopoiético apds a injuria da medula 6ssea.

A HbF possui maior afinidade pelo oxigénio, quando comparada a HbS,
minimizando os efeitos de hipdxia tecidual, dessa forma, a EPO também é
modulada (SHERWOOD et al., 1986; CAMASCHELLA et al., 1990). Quando os
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niveis de HbF sdo elevados, os valores de EPO tendem a se normalizar
(CAMASCHELLA et al., 1990). A inducéo da producao de HbF pela HU permite
equilibrar os niveis de EPO (CHARACHE et al., 1992; PAPASSOTIRIOU et al.,
2000), indicando que a HU também tem potencial para regular os niveis de Ang
Il. Como os camundongos AF n&o produzem a HbF, podemos inferir que o
efeito de HU nos niveis de Ang Il no modelo animal AF parece ser
independente da producao de HbF. No entanto, um papel potencial para EPO
neste mecanismo precisa ser melhor elucidado.

Ha trabalhos destacando a presenga do SRA na medula éssea, no qual
sdo detectados o0s receptores de angiotensina, AT1R e AT2R
(HAZNEDAROGLU & BEYAZIT, 2010; HAZNEDAROGLU & OZTURK, 2003;
RODGERS & diZEREGA, 2013). Os receptores AT1R estdo presentes nas
células progenitoras eritroides em adultos e possuem correlagao com a Ang Il
na formagdo do numero de colbnias formadoras de eritrécitos. Com o uso de
losartan, bloqueador do AT1R, o efeito é anulado (GUPTA et al., 2000).

Além da Ang Il, a ACE também possui papel importante na proliferacdo
de células hematopoiéticas progenitoras. Altas doses de inibidores de ACE
podem induzir anemia e leucopenia em humanos (STUDER & VETTER, 1982;
GRIFFING & MELBY, 1982). A ACE também mostra um efeito no recrutamento
das células primitivas de hematopoiese em fase S da medula éssea pela
degradacdo de tetrapeptideo Ac-SDKP (acetil-seril-aspartil-lisil-prolina), um
potente inibidor de proliferacdo das células progenitoras hematopoiéticas (LI et
al., 1997; GAUDRON et al., 1999). ASKU et al. (2006) reportaram que a ACE é
elevada em casos de leucemia mieldide, e a expressdo de ACE é
proporcionalmente positiva ao numero de células blasticas na medula éssea.
No presente trabalho, a ACE ndo demonstrou qualquer correlacdo com os
parametros hematol6gicos nos individuos portadores de AF.

Os camundongos transgénicos e transplantados de AF apresentam
caracteristicas semelhantes as de um individuo portador de AF, tais como,
danos aos 6rgdos, anemia, leucocitose, inflamag&o vascular, aumento de
adesao celular e alteracao de biodisponibilidade de NO (LEBENSBURGER et
al., 2010).
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No presente trabalho, os dados hematoldégicos dos camundongos
quimeras de AF apresentaram baixos indices de eritrécitos, hemoglobina,
hematécrito, hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) em relagdo aos camundongos
controles. A contagem de leucécitos e o VCM foram aumentados em
camundongos quimeras de AF quando comparados aos controles. As
plaquetas ndao apresentaram diferencas em todos os grupos. Comparando 0s
dados hematolégicos entre humanos e camundongos, nota-se que ha
similaridade em alguns parametros, porém ndo se pode considerar 0s
camundongos transgénicos AF como um modelo para comparagdo com
individuos portadores de AF devido a algumas diferencas em resposta ao
tratamento, como por exemplo, auséncia de produgcédo de hemoglobina fetal em
camundongos.

Niveis plasmaticos de Ang Il foram significantemente menores nos
camundongos Berkeley homozigotos comparados aos camundongos controles.
Também foi visto niveis menores de Ang Il em camundongos quimeras de AF,
porém sem apresentar diferencga significativa em comparagédo ao controle.

Nos camundongos quimeras de AF, o tratamento com 50mg/kg/dia e
75 mg/kg/dia de HU resultou numa redugéao significativa dos leucdcitos. Tal fato
corrobora com o trabalho de LEBENSBURGER et al. (2010) onde os
camundongos quimeras de AF apresentaram reducdo do numero de leucocitos
e neutrofilos em relacdo aos camundongos sem tratamento de HU. As duas
concentracbes de HU aplicadas em camundongos nao demonstraram
diferencas quanto ao numero de leucécitos.

Apesar dos camundongos Berkeley homozigotos apresentarem
similaridade as caracteristicas de individuos portadores de AF
(LEBENSBURGER et al., 2010), a quantificagdo de Ang |l para estes
camundongos foi inferior quando comparada ao controle. E possivel que esta
diferenca seja explicada pela menor expressao génica da ACE1, responsavel
pela conversdo de Ang | para Ang Il, no rim e coragdo dos camundongos AF.
Porém, este fato contradiz com os valores obtidos no figado, nos quais os
camundongos Berkeley homozigotos apresentaram valores de expressao
génica, para esta enzima, superior em relacdo ao grupo controle.

129



O tratamento com HU (75 mg/kg/dia) aumentou os niveis plasmaticos de
Ang Il nos camundongos AF quando relacionado aos camundongos que néo
receberam HU, indicando que a HU aparenta ter um efeito no SRA
independente das alteragcées de HbF. No entanto, apesar da menor expressao
génica da ACE1 em alguns tecidos dos camundongos AF, ndo foi observado
nenhum efeito de tratamento de HU nesta expressdao. Em camundongos
Berkeley homozigotos, a expressdo génica de ATTR no rim foi baixa,
apresentando diferencga significativa em comparagdo ao grupo controle. Estes
dados justificam a baixa concentragdo de Ang Il em camundongos Berkeley
homozigotos e quimeras de AF.

A Ang Il, apesar de ser um potente vasoconstritor quando ativa o
receptor AT1R, também pode equilibrar a vasoconstricao através da ligacao ao
receptor AT2R. Segundo VOLPE et al. (2003), a ativacdo do AT1R aumenta a
degradacdao de mRNA dos receptores AT2R. DE PAOLIS et al. (1999)
confirmaram nos seus experimentos que a ativacao dos receptores AT1R
diminui 0 acumulo do mRNA para o AT2R. Em camundongos transfectados
com o gene AT2R nas ceélulas musculares lisas vasculares, houve diminuicao
da expressdao da mRNA e proteina para do receptor AT1R (TANAKA et al.,
1999). O receptor AT2R é expresso em baixa densidade em tecidos adultos,
porém em condicbes patologicas a expressdo é estimulada (GASPARO &
SIRAGY, 1999). Na andlise feita com os camundongos Berkeley homozigotos e
quimeras para AF, a expressao dos receptores AT2R nao apresentou nenhuma
diferenca em comparagdao aos camundongos controles C57BL/6. A HU nao
influenciou na expresséo génica dos receptores AT2R.

A analise tecidual dos receptores de angiotensina, AT1R e AT2R, em
camundongos controles C57BL/6 e camundongos Berkeley homozigotos na
pesquisa, demonstrou que nao houve predominio do mesmo receptor em todos
os tecidos analisados, o0 que comprova o equilibrio da distribuicdo dos
receptores do SRA nos 6rgaos pesquisados. Somente no rim, houve uma
menor expressao génica de ATIR e ACE1 em camundongos Berkeley
homozigotos, apresentando diferenga quando comparada aos camundongos
controles C57BL/6. A expressdo génica de ATTR no rim em CAF sem
tratamento de HU foi indiferente em relacdo ao controle. Por outro lado, a
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expressao génica de ACE1 no rim dos CAF apresentou uma menor expressao,
coincidindo com o que foi visto nos camundongos Berkeley homozigotos.

O tratamento com HU teve pouca influéncia na expressao génica do
AT1R em CAF, apresentando aumento somente no coracdo apds tratamento
de 75 mg/kg/dia de HU. Enquanto que no receptor AT2R e nas enzimas
conversoras de angiotensina, ACE1 e ACE2, a HU nao exerceu nenhuma
influéncia na expressao génica.

Num estudo desenvolvido por KATO et al. (2005) com camundongos
transgénicos que produzem renina e angiotensinogénio humano, houve
aumento de reticulocitose causado pelo SRA na eritropoiese, intermediada pela
ativagao dos receptores AT1aR nos rins. No mesmo estudo, foi observado
também o aumento de hematdcrito em camundongos transgénicos quando
comparado aos camundongos controles C57BL/6. Com a delegdo do gene
AT1aR nestes grupos, o hematécrito normalizou-se chegando ao mesmo nivel
do grupo controle. Estes dados afirmam que a ativacao crénica do SRA causa
reticulocitose e esplenomegalia, ou seja, a Ang Il aumenta a produgéo de EPO
e estimula a proliferagdo no progenitor eritride. Neste trabalho, a Ang Il e
reticulécitos nos individuos controles e individuos portadores de AF sem uso de
HU, apresentaram uma correlacao positiva quase significativa. Possivelmente,
se 0 n das amostras aumentasse, uma diferenca poderia ser presenciada
mostrando que a Ang |l possui relacdo com a eritropoiese.

Os dados encontrados neste trabalho demonstram o desequilibrio do
SRA na AF, tais como, concentracdo de Ang Il baixa e alteracbes nas
expressbes génicas das principais proteinas do sistema, observadas em
camundongos AF. O tratamento com HU permitiu restaurar alguns parametros
do SRA. Nos individuos portadores de AF, ndo foram notadas diferencas nas
concentragdes de Ang Il, mesmo naqueles que fizeram uso de HU. Estudos
mais aprofundados da acao de Ang Il serdo necessarios para comprovar se 0s
efeitos de HU no SRA vistos nos camundongos AF poderao ser verificados
também nos individuos portadores de AF.
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7. CONCLUSAO
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O estudo do complexo do sistema renina-angiotensina em individuos

portadores de anemia falciforme e sua modulacdo por HU, permitiu concluir

que:

Os niveis plasmaticos de Ang Il ndo séo significantemente alterados em
individuos portadores de AF.

Nao foi observada nenhuma associacao significante entre niveis de Ang
Il e marcadores de inflamacéo e ativacao endotelial em pacientes AF.
Em um modelo animal de AF, niveis plasmaticos de Ang Il foram
significantemente diminuidos em comparacao aos animais controles.

A terapia com HU foi capaz de aumentar os niveis plasmaticos de Ang |l,
independentemente de um efeito dependente em HbF, em
camundongos quimeras de AF.

A HU néo exerceu influéncia significativa nas expressées génicas das
enzimas conversoras de angiotensina, ACE71 e ACEZ2, e do receptor de
angiotensina Il tipo 2, ATZ2R; e influenciou pouco no receptor de

angiotensina Il tipo 1, AT1R.

Serdo necessdarios mais estudos sobre o complexo do sistema renina-

angiotensina em anemia falciforme para verificar melhor a agéo da hidroxiureia

sobre a Ang Il e componentes do SRA.
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Abstract

Aims: Sickle cell disease (SCD) pathogenesis leads to recurrent vaso-occlusive and
haemolytic processes, causing numerous clinical complications including renal
damage. As vasoconstrictive mechanisms may be enhanced in SCD, due to
endothelial dysfunction and vasoactive protein production, we aimed to determine
whether the expression of proteins of the rennin-angiotensin system (RAS) may be
altered in an animal model of SCD. Main Methods: Plasma angiotensin Il (Ang Il) was
measured in C57BL/6 (WT) and mice with SCD by ELISA, while quantitative PCR was
used to compare expressions of the genes encoding the angiotensin-ll-receptors 1 and
2 (AT1R and AT2R) and the angiotensin-converting enzymes (ACE1 and ACE2) in the
kidneys, hearts, livers and brains of mice. The effects of hydroxyurea (HU; 50-75
mg/kg/day, 4 weeks) treatment on these parameters were also determined. Key
findings: Plasma Ang Il was significantly diminished in SCD mice, compared to WT
mice, in association with decreased ATTR and ACE7 expressions in SCD mice
kidneys. Treatment of SCD mice with HU reduced leukocyte and platelet counts and
increased plasma Ang Il to levels similar to those of WT mice. HU also increased AT1R
and ACEZ2 gene expression in the kidney and heart. Significance: Results indicate an
imbalanced RAS in an SCD mouse model; HU therapy may be able to restore some
RAS parameters in these mice. Further investigations regarding Ang Il production and
the RAS in human SCD may be warranted, as such changes may reflect or contribute

to renal damage and alterations in blood pressure.

Key words: Angiotensin II; renin angiotensin system; vasoconstriction; kidneys; sickle

cell disease.



Introduction

The pathogenesis of the genetic disorder, sickle cell disease (SCD), derives from the
polymerization of deoxygenated hemoglobin S (HbS) in the red cells. Polymerized
hemoglobin distorts the red blood cell (RBC), which becomes sickled in shape and less
deformable (Stuart and Nagel 2004). Vaso-occlusion is a characteristic manifestation of
SCD and results from interactions between red cells, activated leukocytes, and other
cells in the blood vessel, in a mechanism that is initiated and perpetuated by
endothelial activation, reduced nitric oxide (NO) bioavailability, augmented oxidative
stress and vascular inflammation (Conran and Costa 2009). Together with hemolytic
anemia, vaso-occlusive (VO) processes cause the clinical complications that are
associated with SCD, including painful VO episodes, autoinfarction of the spleen, acute
chest syndrome, stroke, pulmonary hypertension, organ damage, renal damage and a
shortened lifespan (Steinberg 2009).

Hydroxyurea (HU), or hydroxycarbamide, has been used with some success as
a therapy in SCD, reducing crisis incidence and mortality, and is currently the only drug
approved by the FDA for treatment of this disease (Charache et al. 1995). This drug is
generally administered to patients fulfilling the criteria for HU therapy under a chronic
regime of between 15-30 mg/Kg/day (McGann and Ware 2011). HU therapy in SCD
patients usually increases fetal hemoglobin (HbF) production (Charache et al. 1992)
and there is evidence to suggest that HU can generate NO production in vivo (King
2004). HU therapy has also been shown to decrease red blood cell (RBC) rigidity,
modulate adhesion protein expression by RBC and endothelial cells (VEC), as well as
reduce leukocyte counts (Conran and Costa 2009).

While most adult SCD patients display lower systemic blood pressures (de Jong
et al. 1982; Pegelow et al. 1997; Steinberg 2009), vaso-constrictive mechanisms may
be enhanced in SCD at sites of inflammation, with a probable contribution to vaso-

occlusive processes (Ergul et al. 2004). Reduced levels of NO in the blood vessels,

2



due to hemolytic processes and endothelial dysfunction (Reiter et al. 2002), may
decrease NO-dependent vasodilation, while increased endothelin-1 (ET-1) production
may augment vasoconstriction at sites of inflammation and endothelial activation (Ergul
2004).

Angiotensin Il (Ang Il) is a vasoactive peptide and constitutes one of the
vasoactive products of the renin-angiotensin system (RAS). Ang Il is produced from the
cleavage of angiotensinogen by renin to form angiotensin | (Ang 1), followed by
conversion of Ang | to Ang Il by the angiotensin-converting enzyme (ACE) (Grace et al.
2012). Ang Il mediates its biological effects via two receptors, the Ang Il type 1 receptor
(AT4R) and the Ang Il type 2 receptor (AT.R). The AT{R mediates much of the
pathological effects of Ang Il, such as vasoconstriction, inflammation, and sodium
reabsorption. In contrast, the AT.R may mediate vasodilation, and inhibit growth and its
expression can increase in pathological conditions such as hypertension, renal failure
and diabetes (Savoia et al. 2011). While ACE is the major Ang-ll-generating enzyme, it
can also inactivate kinins, leading to a reduction in bradykinin—-mediated vasodilation.
In addition, the more recently identified ACE2 protein catalyzes Ang | and Ang Il
conversion into the small Ang peptides Ang-(1-9) and Ang-(1-7), which both have
opposing effects to those of Ang Il (Sampaio et al. 2007).

Renal disease is frequently experienced by SCD patients, especially in older
individuals (Ataga et al. 2014; Sasongko et al. 2013; Sharpe and Thein 2014).
Repeated cycles of ischemic injury in the kidney may cause chronic microvascular
disease, causing hyperfiltration and proteinuria, in turn potentially contributing to the
onset of chronic kidney disease in some individuals (Sharpe and Thein 2014). Given
the renal damage that is often associated with SCD and the fact that the kidney is the
major site of renin production, this study aimed to determine whether production of the
vasoconstrictive peptide, Ang Il, and proteins involved in Ang Il production and

signaling may be altered in SCD. We used transgenic Berkeley mice as an animal



model of SCD for this study and investigated the effects of HU treatment on these

parameters.

Methods

Animals

C57BL/6 mice were obtained from the animal housing facility (CEMIB), University of
Campinas, Brazil. Berkeley mice (Tg[Hu-miniLCRa1GyAydpS] Hba ' Hbb™) were
originally purchased from the Jackson laboratories (Bar Harbor, ME) and maintained
and bred at CEMIB. Berkeley mice used were age-matched (5-6 months) to C57BL/6
(WT) mice and are hereafter referred to as “Berk mice”. For some experiments,
chimeric male SCD mice were generated by transplantation of nucleated bone marrow
cells harvested from Berkeley SCD mice into lethally-irradiated C57BL/6 mice (2-
months old), as previously described.(Turhan et al. 2002) Only chimeric SCD mice
expressing > 97% human globin were utilized in experiments at 3 months after
transplantation. Transplanted chimeric SCD mice are hereafter denominated “SCD
mice”. All animal experimental procedures were carried out in accordance with the
‘Principles of Laboratory animal care' (http:/grants.nih.gov/grants/guide/notice-
files/not96-208.html), as well as in accordance with current Brazilian laws for the
protection of animals; this study was approved by the Commission for Ethics in Animal
Experimentation of the University of Campinas (CEUA/Unicamp, protocol 3024-1,
2013). All animals were fed on a 22 % protein diet (NUVILAB — CR1 irradiated) for at

least 3 months before experiments.

Treatment of SCD mice with hydroxyurea

For some experiments, chimeric SCD mice (5-months old) were treated with

hydroxyurea (50 or 75 mg/kg/day ip.) or saline vehicle (ip.) 5-times-a-week for 4



weeks before sacrificing and storing plasma and organs at -80°C. Hematological
indices were obtained for blood samples using a Beckman Coulter hemolytic analyzer

(Fullerton, CA).

Measurement of plasma Angiotensin Il

Blood samples were collected in EDTA by cardiac puncture from mice and Angiotensin
II' Inhibitor Cocktail (SPI-Bio Bertin Pharma, Montigny-le-Bretonneux, France) was
immediately added to samples (30 pL/ml blood) to inhibit Angiotensin II (Ang Il)
degradation and production. Samples were centrifuged (15 min, 3 000 g, 4°C) and
plasma stored at -80°C until the day of assay. On the day of assay, Ang Il was
extracted from plasma samples using phenyl Hypersep PH columns (Thermo Scientific,
Waltham, MA) before determining Ang Il concentrations using the Angiotensin Il
Enzyme Immunoassay (SPI-Bio Bertin Pharma), according to the manufacturer’s
instructions. Final plasma Ang Il concentrations were calculated from a standard curve

and adjusted according to the initial plasma volume from which Ang Il was extracted.

Quantitative real time PCR (qPCR)

The expressions of the genes encoding angiotensin receptor 1 (AT71R), angiotensin
receptor 2 (AT2R), ACE (ACET) and ACE2 (ACE2) were determined in the tissues of
the kidney, heart, brain and liver, which were isolated from mice at the time of sacrifice.
MRNA was extracted from the organs of mice (entire organs) using Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, USA) and cDNA was synthesized using a reverse-transcription kit (RevertAid
H Minus First Strand cDNA Synthesis, Thermo Scientific, Waltham, MA). Synthetic
oligonucleotide primers were designed to amplify cDNA for conserved regions of the
genes described, by Primer-Express (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). For

primer sequences, see Table 1. Primers were synthesized by Invitrogen (Sao Paulo,



Brazil) and ACTB was used as an internal control gene. All samples were assayed in a
12 pL volume containing 5 ng cDNA, 6 uL SYBR Green Master Mix PCR (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA) and gene primers (7500 Fast Real-Time PCR
System — Applied Biosystems). To confirm accuracy and reproducibility of real-time
PCR, the intra-assay precision was calculated according to the equation: E(-15lope).
The dissociation protocol was performed at the end of each run to check for non-
specific amplification. Two replicas were run on the plate for each sample. Results are
expressed as arbitrary units (A.U.) of gene expression, when compared with the control

gene.

Statistical Analysis

Data are depicted in graphs as medians and interquartile ranges and in tables as
means + SEM. Values were compared by unpaired nonparametric analysis of variance
(ANOVA; Kruskal-Wallis) and Bonferroni post test, or the unpaired nonparametric
Mann-Whitney test for comparisons between two groups. P<0.05 was considered to be

significant.

Results

Plasma levels of angiotensin Il are significantly lower in transgenic sickle cell mice

Levels of Ang Il were measured in the plasma of WT C57BL/6 control (WT) mice and
aged-matched transgenic sickle Berkeley (Berk) mice by ELISA. Levels of Ang Il were
found to be approximately 90 % lower in the Berk sickle mice compared to WT mice

(Figure 1A).

Expression levels of angiotensin receptors and angiotensin converting enzymes in

transgenic Berk sickle cell mice



The relative expressions of the genes encoding AT:R (AT1R), AT,R (ATZ2R),
angiotensin converting enzyme (ACET) and angiotensin converting enzyme 2 (ACE2)
were quantified in the kidney, heart, brain and liver of WT C57BL/6 control (WT) mice
and transgenic sickle Berkeley (Berk) mice by real time quantitative PCR (qRT-PCR).
In the kidney, the expressions of the AT1R and ACE1 genes were significantly lower in
Berk mice than in WT. In contrast, ACE1 expression was significantly higher in the liver
of Berk mice, compared to WT mice. All other genes studied were expressed similarly

in the organs analyzed (Table 2).

Effects of hydroxyurea therapy on angiotensin parameters in sickle cell mice

Sickle cell (transplanted chimeric) mice (5-months old) were treated five times a week
with 50 or 75 mg/kg/day hydroxyurea (HU) or saline vehicle (i.p.) for four weeks. Under
basal conditions, SCD demonstrate significantly augmented leukocyte counts and
mean corpuscular volume (MCV), as well as significantly reduced RBC counts,
hemoglobin levels, mean corpuscular hemoglobin (MCH) and mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC), compared to age and sex-matched WT C57BL/6
control mice (Table 3). Consistent with previous studies demonstrating the action of HU
on Sickle cell mice (Lebensburger et al. 2012; Lebensburger et al. 2010), chronic
treatment of animals with HU for 4 weeks, resulted in a reduction in leukocytosis, and
increased MHC (50 mg/kg/day), while 75 mg/kg/day HU reduced RBC counts,
hemoglobin levels and platelet counts after 4 weeks in sickle cell mice, possibly
indicating a slight toxicity at this higher concentration (Table 3). As these mice do not
produce the human gamma globin chain, these effects were independent of fetal
hemoglobin production.

Basal plasma Ang Il levels were also decreased in transplanted sickle chimeric

mice compared to the WT C57BL/6 control mice (Figure 1B). Four weeks of chronic HU



treatment resulted in increased mean plasma Ang Il levels (75 mg/kg/day) that reached
levels that were similar to those of WT mice (Figure 1B). With regard to the tissue
expression of angiotensin related proteins, HU treatment (75 mg/kg/ml) was associated
with a reversal in the (non-significantly) decreased expressions of the genes encoding
the AT{R and the ACE2 protein in the kidneys of SCD mice (Table 4). The non-
significantly decreased expression of ATRT in the heart of sickle cell mice was also
augmented by 75 mg/kg/day HU (Table 4), while no significant effects of HU on the
expressions of the AT1R, ATR2, ACE1 and ACEZ2 genes were observed in the brain or

liver of SCD mice (Table 5).

Discussion

Given the high levels of vascular inflammation, oxidative stress and production of
vasoactive substances reported in SCD, we were surprised to find that Ang Il levels
were significantly diminished in the plasma of transgenic Berk mice and were also
lower in chimeric SCD mice. Low Ang Il was associated with decreased expressions of
the genes encoding AT{R and ACE in the kidneys of mice with SCD. It has been
suggested that SCD individuals display relatively lower blood pressures, compared to
age- and race-matched controls (Pegelow 1997; Steinberg 2009). ACE inhibitors and
Ang Il receptor blockers, such as enalapril and losartan, are commonly employed as
antihypertensives (Burnier et al. 2014); furthermore, the absence of intrarenal ACE
production has been shown to protect against hypertension in mice (Gonzalez-
Villalobos et al. 2013). At present, there are no data available to indicate whether
parameters of the RAS system, including Ang Il and RAS proteins, are altered in
human SCD. It is difficult to extrapolate results from SCD animal models to the human
form of the disease (Manci et al. 2006); however, it may be postulated that should

down-regulation of renal RAS also occur in human SCD this may contribute to lower



blood pressure in these individuals, although further data and evidence collected from
humans with SCD are required to support such a hypothesis. The implications of
increased ACE expression in the liver of SCD mice are not clear; however liver injury is
known to increase hepatic expression of ACE (Grace 2012).

Treatment of SCD mice with HU for four weeks led to reduced leukocyte and
platelet counts in mice, without any improvement in red cell indices, which was
consistent with previous studies examining the effects of chronic HU treatment on mice
with SCD and with the fact that these mice do not express fetal hemoglobin
(Lebensburger 2012; Lebensburger 2010). Importantly, HU treatment (75 mg/kg/day)
was found to increase Ang Il to levels that were similar to those of age- and sex-
matched WT mice and increased the expression of the genes encoding the AT;R and
ACE2 genes in the kidney and heart. As such, in SCD mice, HU therapy appears to
restore alterations in unbalanced parameters of the RAS. Whether such HU-induced
RAS alterations may be beneficial in SCD is unclear; to date there is no evidence
regarding basal RAS parameters or the effects of HU on RAS in human SCD, and
while HU therapy is associated with lower albuminuria and improved glomerular
filtration, no significant effects of HU on blood pressure have been reported in these
patients (Desai et al. 2012; Laurin et al. 2013). HU-induced increased ACE2 activity
could have potential benefits, as a consequent production of Ang-(1-7) could have
vasodilatory and anti-inflammatory effects; however, Ang-(1-7) levels were not
measured herein and further studies are required to determine whether HU may affect
levels of this Ang Il-derived peptide in SCD.

ACE inhibitors (ACEi) and Ang Il receptor blockers (ARB) are routinely used for
the control of nephropathy in diseases such as diabetes and chronic kidney disease
(CKD)(Lambers Heerspink and de Zeeuw 2013; Lewis and Maxwell 2014) and a
number of reports relate the use of these classes of drugs in SCD patients presenting
albuminuria and proteinuria with a view to preventing evolution to CKD (Ataga 2014;
Fitzhugh et al. 2005; Foucan et al. 1998; Lima et al. 2008; Sasongko 2013; Sharpe and

9



Thein 2011). Higher relative systemic blood pressure in SCD has been associated with
an increased risk for pulmonary hypertension and renal dysfunction (Gordeuk et al.
2008). As HU augmented the production of Ang Il in SCD mice, investigations to look
at the effects of HU on the human RAS are necessary with a view to evaluating
whether the administration of ACEi or ARB together with HU may be indicated in

patients with higher systemic blood pressures.

Conclusions

A mouse model of sickle cell disease appears to present an unbalanced RAS system,
as demonstrated by decreased levels of plasma Ang Il and the altered expression of
major RAS proteins in the kidneys of these mice; HU treatment was able to restore
some RAS parameters in these mice. Further studies are required to determine
whether such alterations may occur in human SCD and the consequences of these

alterations.
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Table 1. Primer sequences employed for gPCR

Optimal
Gene Primers primer
concentration

AT1R-F 5— GTCAGTTTCAACCTCTACGCCAG - 3’
AT1R-R 5— ACAATGGCCAGGTAGCGATC -3’ 10
AT2R-F 5— GAATCCCTGGCAAGCATCTTAT - 3’
AT2R-R 5 - ATGTTGGCAATGAGGATAGACAAG - 3’ 150 M
ACE1-F 5—- GGGCATTGACCTAGAGACTGATG -3’
ACE1-R 5 - CTTGGGCTGTCCGGTCATAC - 3’ 7onu
ACE2-F 5— ACCAAAGCATTAAAGTGAGGATAAG - 3’
ACE2-R 5-GTTGTTGGTCCATTCATATGCATT - 3° 150 M
ACTB-F 5- ACTGCCGCATCCTCTTCCT-3’
ACTB-R 5- GAACCGCTCGTTGCCAATA -3 7onu

F, forward; R, reverse; AT1R, Angiotensin receptor 1; AT2R, Angiotensin receptor 2;
ACET1, ACE; ACE2, ACE2; ACTB, beta actin .
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Table 2. Expression of genes encoding the angiotensin receptors and angiotensin converting enzyme in organs of WT and Berkeley sickle mice

AT1R

ATZ2R

ACET1

ACEZ2

KIDNEY HEART BRAIN LIVER
WT BERK WT BERK WT BERK WT BERK
N=8 N=9 N=9 N=9 N=5 N=5 N=5 N=6
0.76:0.06  0.44:0.06*  0.68:0.06  0.52:0.09  0.65:0.07  0.82:0.06  0.49:0.11  0.66+0.11
0.25:0.07  0.18+0.10 0.52:0.08  0.46:0.15  0.43:0.09  0.63:0.14 057020  0.500.14
(N=5) (N=3) (N=5)
0.85:0.03  0.43:0.07**  0.57:0.04  0.49:0.10  062:0.08  0.63:0.10  0.14:0.05  0.52+0.15*
0.66£0.06  0.59:0.08 0.48:0.07  0.50:0.06  0.40:0.05  0.57:0.15  059:0.17  0.21:0.03

Expressions of the genes, AT1R, AT2R, ACE1 and ACEZ2, in the kidney, heart, brain and liver of WT (C57BL/6) control mice and transgenic sickle
Berkeley (Berk) mice. Gene expressions are depicted as arbitrary units (A.U.) of expression compared to the expression of ACTB. Number of mice analyzed
is reported in brackets for each tissue, unless specified for specific experiments.

*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001, compared to equivalent WT expression; Mann Whitney test.




Table 3. Hematological parameters of WT mice and of sickle cell mice following treatment,

or not, with hydroxyurea (HU) for four weeks

Sickle cell mice

Hematological WT
Parameter (n=5) 0 mg/kg/day HU 50 mg/kg/day HU 75 mg/kg/day HU
(n=5) (n=5) (n=4)
Leukocyte count
7.24 30.20 ** 21.47 # 22.91
(x10%/uL)
(7.3/5.7/10.1) (27.4/25.9/37.9) (23.3/15.9/26.9) (23.8/17.7/26.4)
RBC count
8.86 3.71* 3.52 2.80 #i
(x10%/puL)
(8.89/8.35/9.35) (3.9/3.04/3.99) (3.48/3.26/4.00) (2.82/2.45/3.13)
Platelet count
1001 991 1012 730 #
(x10%pL)
(1000/921/1121) (982/790/1225) (981/891/1198) (738/548/898)
Haemoglobin
14.62 478 ** 4.86 3.97#
(Hb g/dL)
(14.8/13.8/15.5) (4.9/4.1/5.2) (4.7/4.6/5.4) (4.00/3.4/4.5)
MCV 43.59
54.56 * 54.86 57.83
(fL) (43.91/42.68/43.
o7) (54.7/52/56.7) (54.8/50.9/58.8) (57.8/57.4/58.3)
MHC
(0g) 16.46 12.9 ** 13.76 # 14.15 ##
P9 (16.5/16.1/16.7) (12.8/12.5/13.5) (13.9/13.3/14.1) (14.2/13.7/14.5)
MCHC 37.8 23.68 ** 25.1 24.52
(g/dL) (37.8/37.6/38.2) (23.4/22.9/25.5) (25.7/22.5/26.7) (24.6/23.6/25.3)

Data expressed in mean (median/min/max); WT, WT (C57BL/6) control mice; Sickle cell mice,
transplanted chimeric sickle mice. Mice were treated, or not, with hydroxyurea (HU) five times a
week for four weeks (via i.p.). MCV, Mean corpuscular volume; MCH, Mean corpuscular hemoglobin;
MHCH, Mean corpuscular hemoglobin concentration. *, P<0.05; **, P<0.01, compared to WT (Mann-
Whitney test); #, P<0.05; ##, P<0.01, compared to 0 mg/kg/day (Kruskal Wallis, Dunn’s Test).



Table 4. Effect of hydroxyurea treatment on the expression of genes encoding the angiotensin receptors and angiotensin converting enzymes in

the kidney and heart of sickle cell mice

AT1R

AT2R

ACE1

ACE2

Kidney Heart
Sickle Cell Sickle Cell
WT Basal 50 HU 75 HU WT Basal 50 HU 75 HU
mg/kg/day mg/kg/day mg/kg/day mg/kg/day
N=12 N=5 N=5 N=4 N=12 N=5 N=5 N=4
0.73£0.05 | 0.64+0.05 0.71£0.06 0.90+0.05# | 0.71£0.05 | 0.52+0.07 0.41£0.06 0.81+0.03 #
0.20+0.05 | 0.44+0.19 0.12+0.01 0.26+0.09 0.55+0.07 | 0.45+0.11 0.47+0.18 0.72+0.13
(N=4) (N=11) (N=3)
0.80£0.05 | 0.36+£0.02 **  0.43+£0.02 0.45+0.05 0.65+0.05 | 0.54+0.06 0.44+0.06 0.60+0.07
(N=4) (N=3)
0.70+0.05 | 0.56+0.03 0.64+0.06 0.76+0.07 # | 0.584+0.07 | 0.19£0.03 ** 0.20+0.03  0.3210.02

Expressions of the genes, AT1R, AT2R, ACE1 and ACEZ2, in the kidney and heart of WT (C57BL/6) control mice and sickle cell mice (transplanted
chimeras). Gene expressions are depicted as arbitrary units (A.U.) of expression compared to the expression of ACTB. Numbers of mice analyzed are

reported each tissue, unless specified.
** P<0.01, compared to equivalent WT expression; Mann Whitney test. #, P<0.05, compared to basal expression (Kruskal Wallis/Dunn’s).




Table 5. Effect of hydroxyurea treatment on the expression of genes encoding the angiotensin receptors and angiotensin converting enzymes in

the brain and liver of sickle cell mice

AT1R

AT2R

ACE1

ACE2

Brain Liver
Sickle Cell Sickle Cell
WT Basal 50 HU 75 HU WT Basal 50 HU 75 HU
mg/kg/day mg/kg/day mg/kg/day mg/kg/day
N=9 N=5 N=5 N=4 N=9 N=5 N=5 N=4
0.53+0.07 | 0.51+0.03  0.44+0.05 0.56+0.16 0.33+0.09 | 0.45+0.04 0.55+0.07 0.73%0.16
0.514£0.10 | 0.59+0.10  0.5940.06 0.60+0.18 0.36+0.10 | 0.32+0.11 0.47+0.18 0.33+0.23
(N=8)
0.58+0.09 | 0.78+0.02 0.81+0.06 0.75+0.08 0.14+0.04 | 0.59+0.13 ** 0.54+0.13 0.38%0.74
0.48+0.06 | 0.76+0.03* 0.78+0.06 0.78+0.09 0.41+0.14 | 0.49+0.10 0.53+0.07 0.81+0.19
(N=8) (N=3)

Expressions of the genes, AT1R, AT2R, ACE1 and ACEZ, in brain and liver of WT (C57BL/6) control mice and sickle mice (transplanted chimeric
mice). Gene expressions are depicted as arbitrary units (A.U.) of expression compared to the expression of ACTB. Numbers of mice analyzed are reported

each tissue, unless specified.

**, P<0.01, compared to equivalent WT expression; Mann Whitney test.




Figure Legend

FIGURE 1. Plasma Angiotensin Il in WT control mice and sickle cell mice. (A) Plasma levels of
Angiotensin Il (Ang Il) are significantly lower in transgenic Berkeley sickle mice (Berk, N=7) than in
WT (C57BL/6, N=9) control mice. Mice were age-matched (5-6 months old); Ang Il was determined
by ELISA. ***, P<0.001, Mann Whitney test. (B) Effects of hydroxyurea treatment on plasma Ang Il
levels in sickle cell mice. Sickle cell mice (transplanted male chimeric mice; 5-months old) were
treated (i.p.) with 0 (N=5), 50 (N=5) or 75 (N=4) mg/kg/day hydroxyurea (HU) five times a week for
four weeks. Levels of angiotensin Il (Ang Il) were then measured in the plasma of sickle cell mice
and compared with those of age-matched male WT (C57BL/6, N=10) control mice. #, P<0.05,

compared to basal (0 mg/kg/day HU) (Kruskall Wallis/Dunn’s).
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