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RESUMO
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A enzima alvo do NO, a guanilato ciclase soluvel (GCs) é responsavel em
converter o trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc). E sabido que a via do NO-GCs-GMPc esta alterada em diversas patologias,
como no diabetes mellitus, na hipertensao arterial e pulmonar, na disfuncao erétil assim
como nas alteragbes do baixo trato urinario. O estresse oxidativo presente nestas
patologias pode ser um dos responsaveis por influenciar o estado redox da GCs
promovendo a oxidacdo da mesma e, portanto, criando um estado de refratariedade
aos tratamentos usuais. O uso de nitratos organicos ndao € eficiente no tratamento
destas patologias ja que o uso continuo leva a tolerancia. Sendo assim, compostos que
atuem na via NO-GCs-GMPc seja ativando ou estimulando a enzima GCs constituem
importantes alvos no tratamento das disfungdes causadas por anormalidades da via do
NO. Baseado no exposto acima o objetivo do presente trabalho foi avaliar o estado
redox da enzima GCs de ratos hipertensos renovasculares (2K1C) e espontaneamente
hipertensos (SHR) e seus respectivos grupos controles através de curvas concentracao
resposta a fenilefrina (PE), acetilcolina (ACh), nitroprussiato de sédio (SNP), ao
estimulador (BAY 41-2272) e ativador (BAY 60-2770) da GCs em artéria mesentérica
superior isolada. Em alguns experimentos os inibidores da GCs (quinoxalin-1-one
1H[1,2,4] oxidiazolo [4,3-a]) (ODQ) ou da sintase de 6xido nitrico (NOS), N (G)-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME) foram incubados previamente ao relaxamento induzido
pelo BAY 41-2272 ou BAY 60-2770. Os parametros de poténcia (pECso) e resposta
maxima (Emax) foram determinados. A pressdo sistdlica (PS) e o peso foram
determinados semanalmente. A PS dos animais SHR mostrou elevada (188,23 + 3,46

mm/Hg) na 82 semana em relagao ao respectivo grupo controle (118,83 £ 2,67 mm/Hg),
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sendo este aumento ainda maior na 162 (203,75 £ 3,61 mm/Hg), enquanto que 0 peso
corporal dos animais SHR apresentou-se menor na 82 semana de vida. Nos ratos 2K1C
0s animais apresentaram aumento na PS de, aproximadamente, 25 e 40 % na 12 e 82
semana pos-clipagem, respectivamente. Os resultados funcionais mostraram que a
contragédo a fenilefrina foi significativamente maior nos animais SHR em comparacao
ao controle e este efeito ndo foi observado nos animais 2K1C. Em animais SHR e
2K1C o relaxamento a ACh foi maior em comparacao ao grupo controle, com aumento
da resposta maxima e deslocamento da poténcia (aproximadamente 3 vezes),
respectivamente. Em relagcdo ao SNP, tanto nos animais SHR como nos 2K1C houve
deslocamento da pECsy de, aproximadamente, 67 e 5 vezes para a direita,
respectivamente em relacdo aos respectivos grupos controles, sem alteracdo da Emax.
O relaxamento ao estimulador da GCs, BAY 41-2272 encontrou-se deslocado para a
direita nos animais SHR (2,2 vezes), sem nenhuma alteracao nos ratos 2K1C. A adicédo
de L-NAME e ODQ tanto nos animais hipertensos como normotensos diminui a
poténcia do BAY 41-2272, sugerindo que o relaxamento desta substancia é
dependente do acumulo de GMPc e atua sinergicamente com NO. Interessantemente,
o ativador BAY 60-2770 induziu relaxamento nos animais SHR que foi,
aproximadamente, 47 vezes mais potente em relagdo ao controle. Nenhuma diferenca
foi observada nos animais 2K1C. Diferentemente do BAY 41-2272, a presenca de L-
NAME ou ODQ potencializou o relaxamento ao BAY 60-2770, mostrando que a
oxidacdao da GCs ou até mesmo a auséncia de NO favorecem este efeito. Em
concluséo, nossos dados mostram que nas mesentéricas dos animais SHR a enzima

GCs pode estar oxidada (Fe®), uma vez que observamos diminuicdo e aumento da
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poténcia do BAY 41-2272 e BAY 60-2770, respectivamente. Por sua vez, nos vasos de
animais 2K1C nenhuma alteracédo foi observada nas respostas a estas substancias,
porém, o relaxamento ao SNP encontrou-se diminuido, sugerindo diminuicdo da
biodisponibilidade do NO. Assim, os estimuladores e ativadores da enzima GCs

constituem importante ferramenta farmacol6gica para avaliar o estado redox da GCs.
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ABSTRACT
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The target enzyme NO, the soluble guanylate cyclase (sGC) is responsible to
convert guanosine triphosphate (GTP) to cyclic guanosine monophosphate (cGMP). It is
known that, via the NO-cGMP GCs is altered in various pathologies, such as diabetes
mellitus, arterial hypertension and pulmonary in erectile dysfunction as well as changes
in the lower urinary tract. The oxidative stress can be present in these conditions a
significant role in influencing the redox state of sGC promoting oxidation thereof and,
thus creating a state of refractory to usual treatments. The use of organic nitrates is not
effective in treatment of pathologies since the continuous use leads to tolerance. Thus,
compounds that act via the NO-sGC-cGMP is activating or stimulating the enzyme sGC
are important targets in the treatment of disorders caused by abnormalities of the NO
pathway. Based on the above the aim of this study was to evaluate the redox state of
the enzyme sGC renovascular hypertensive rats (2K1C) and spontaneously
hypertensive rats (SHR) and their respective controls by concentration-response curves
to phenylephrine (PE), acetylcholine (ACh), sodium nitroprusside (SNP), the stimulator
(BAY 41-2272) and activator (BAY 60-2770) of the sGC in superior mesenteric artery
isolated. In some experiments inhibitors sGC (quinoxalin-1-one 1 H [1,2,4] oxidiazolo
[4,3-a]) (ODQ) or nitric oxide synthase (NOS), N (G)-nitro-L- arginine methyl ester (L-
NAME), were incubated prior to the relaxation induced by BAY 41-2272 or BAY 60-
2770. The power parameters (pECsp) and maximal response (Emax) was determined.
Systolic blood pressure (SBP) and weight were determined weekly. The PBS of the
SHR showed higher (188.23 + 3.46 mm/Hg) at week 8 compared to respective control
group (118.83 = 2.67 mm/Hg), and this increase was even higher at 16 (203.75 * 3.61

mm/Hg), whereas the body weight of SHR was lower at 8 weeks of age. In rats, 2K1C

XXXi



animals showed an increase in PBS of approximately 25 and 40% in the 1st and 8th
week after clipping, respectively. Functional results showed that the contraction to
phenylephrine was significantly higher in SHR compared to control and this effect was
not observed in 2K1C animals. In SHR and 2K1C relaxation to ACh was greater in the
control group, with increased maximum response and power shift (approximately 3-
fold), respectively. Concerning the SNP, both in SHR and in 2K1C displacement pECs
was approximately 67 and 5 times to the right, respectively in relation to the respective
control group, without changing the Enax. The relaxation of the sGC stimulator, BAY 41-
2272 was found displaced to the right in SHR (2.2 times), with no change in 2K1C rats.
The addition of L-NAME and ODQ both in normotensive and hypertensive rats reduces
the power of BAY 41-2272, suggesting that the relaxation of this substance is
dependent on the accumulation of cGMP and acts synergistically with NO. Interestingly,
the activator BAY 60-2770 induced relaxation in SHR was approximately 47 times more
potent than the control. No difference was observed in 2K1C animals. Unlike BAY 41-
2272, the presence of L-NAME or ODQ potentiated relaxation to BAY 60-2770, showing
that the oxidation of sGC or even the absence of NO contribute to this effect. In
conclusion, our data show that in the mesenteric SHR sGC the enzyme can be oxidized
(Fe®"), since we observed a decrease and increase of power of BAY 41-2272 and BAY
60-2770, respectively. In turn, in 2K1C animals vessels no change was observed in
response to these substances, however, found to relax the SNP is decreased,
suggesting decreased bioavailability of the NO. Thus, stimulators and activators of the

enzyme sGC is an important pharmacological tool to assess the redox state of the GCs.

XXXii



33

1.INTRODUCAO



1.1 Via NO/GCs/GMPc

1.1.1 Oxido nitrico

O NO é uma molécula formado a partir da L-arginina, através de uma reacao
catalizada por uma familia de enzimas denominadas sintase 6xido nitrico (NOS). A
NOS utiliza como substrato o NADPH e o oxigénio molecular (O,) e oxida o grupo
guanidina da L-arginina, em processo que consome cinco elétrons e resulta na
formacao do NO com quantidade estequiométrica de L-citrulina (Moncada et al., 1991).
A atividade da NOS se da pela presenca de diversos cofatores e grupos prostéticos,
dentre eles a flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina adenina monucleotideo
(FMN), ferro, zinco e o (6R)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina (BH4) (Knowles & Moncada,

1994; Forstermann et al., 1994; Férstermann & Kleinert, 1995).

Existem trés isoformas de NOS, denominadas de endotelial (eNOS), neuronal
(nNOS) e induzivel (iINOS) cada qual codificada por diferentes genes (Stuehr et al.,
2004). Tanto a eNOS como a nNOS sao denominadas de NOS constitutivas (cNOS),
pois estdo normalmente expressas nas células e atuam de modo dependente de calcio
e de calmodulina para sua acdo. O NO formado através da eNOS regula o ténus
vascular, previne a adesdo dos leucocitos e das plaquetas, enquanto que o NO
formado a partir da nNOS atua como neurotransmissor e/ou neuromodulador no
sistema nervoso central e no periférico. O mecanismo de acdo do NO, de modo geral,
envolve a sua ligacdo na porcao heme da guanilato ciclase soluvel (GCs), induzindo
uma mudanca conformacional que leva a enzima a sintetizar 3,5 monofosfato

guanosina ciclico (GMPc) a partir do trifosfato de guanosina (GTP) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema mostrando a formacao do 6xido nitrico (NO) a partir da ativacao da
sintase de o6xido nitrico (NOS) e a ativacao da guanilato ciclase soluvel (GCs) a qual
converte a guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclico (GMPc)
(Derbyshire, E.R. & Marletta M.A. 2012)

A GCs tem sido detectada em diversos tecidos, como pulmao, cérebro, coracao,
rim, figado, placenta, pancreas, medula, utero (Nakane et al., 1990; Budworth et al.,
1999; Schoser & Behrends, 2001) e bexiga de humanos (Ehsan et al. 2002) e de
cobaia (Smet et al1996). O acumulo de GMPc regula numerosas fungdes no
organismo como o ténus dos vasos, neurotransmissdo e respostas inflamatérias
(Nakane et al., 1990; Budworth et al.,, 1999; Schoser & Behrends, 2001). Compostos
enddgenos e exdgenos, incluindo autacéides, hormdnios, neurotransmissores e toxinas
produzem respostas celulares mediadas pelo GMPc, que tem diferentes alvos no
sistema celular, como canais i6nicos, fosfodiesterase (PDE) ou proteinas quinases
(Lucas et al, 2000). Duas proteinas quinases dependentes de GMPc foram
identificadas: a GKlc, presente em altas concentragdes no musculo liso, plaquetas,
células de Purkinje e cerebelo, e a GKllc, expressa no intestino delgado, cérebro e

cartilagens (Pfeifer et al., 1998). A inativacdo da GKlc em camundongos abole o
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relaxamento do musculo liso vascular e cerebral, dependente de NO/GMPc causando
hipertensao arterial e perda da motilidade (Pfeifer et al., 1998). Muitos estudos mostram
que a diminuicao da biodisponibilidade e/ou reposta ao NO endbgeno contribui para o
desenvolvimento de alteragdes cardiovasculares, pulmonares, endoteliais, renais,
hepéticas assim como na disfuncao erétil. Algumas destas alteracbes podem ser
tratadas com nitratos organicos, como o gliceriltrinitrato ou com outros doadores de
NO. Entretanto, o uso limitado destas substancias na terapéutica reside no fato de que

o uso prolongado leva a tolerancia (Minzel et al., 2005).

1.2 Guanilato ciclase soluvel

A guanilato ciclase soluvel (GCs) é expressa no citoplasma de quase todas as
células de mamiferos e medeia véarias fungdes, como inibicdo da agregacao
plaquetaria, relaxamento do musculo liso, vasodilatagdo, transducdo de sinais em
neurénios e imunomodulacédo (Collier & Vallance, 1989). A GCs é um heterodimero
composto de subunidades o e [, com massas moleculares de 77 e 70 kDa,
respectivamente (Koesling et al, 1991; Schulz et al, 1991; Hobbs, 1997). Cada
subunidade contém um dominio regulatério N-terminal (grupo prostético heme e regiao
de dimerizacdo) e um dominio catalitico C-terminal. A expressao das duas subunidades
€ necessaria para atividade catalitica (Harteneck et al., 1990; Buechler et al., 1991).
Nenhuma atividade catalitica foi detectada em enzimas homodiméricas (alal e B1p1)
purificadas de células Sf9 (Zabel et al., 1999). A presenca do grupo prostético heme é
necessaria para ativacdo da GCs pelo NO e corresponde a um anel de cinco membros,

contendo quatro atomos de nitrogénio que circundam um atomo de ferro na posicao
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central, o qual pode encontrar-se como Fe?* (forma reduzida) ou Fe®** (forma oxidada).
O quinto membro do anel na GCs é um ligante axial imidazélico na posicao histidina
105 (His105) (Stone & Marletta, 1994). A delecdo do His105 gerou uma enzima

insensivel ao NO (Wedel et al., 1994).

N-terminal

Fe'"

Dominio do
grupamento heme

Dominio de dimerizagao

Dominio catalitico

C-terminal

Figura 2. Guanilato ciclase soluvel é uma enzima heterodimera formada pelas
subunidades alfa e beta e um grupo prostético heme. (Lucas et al., 2000).

O NO ativa a GCs por ligar-se diretamente ao grupo heme formando um
complexo heme-ferrosonitrosil. A ligacdo do NO promove a quebra da ligacao entre a
His105 axial e o ferro, resultando em um anel onde o NO estd presente na quinta
posicao, criando assim uma mudanca conformacional capaz de ativar a GCs, causando
elevacao dos niveis de GMPc (Traylor & Sharma, 1992; Stone et al., 1995; Lucas et al.,
2000). Sao propostos varios mecanismos para explicar a atividade relaxante resultante
de um aumento nos niveis de GMPc induzido pelo NO (Waldman & Murad, 1987;
Lucas et al, 2000). Estes incluem: (1) inibicdo da geracdo de IP3; (2) aumento do

seqiestro de Ca®" citossdlico; (3) desfosforilagdo da cadeia leve da miosina; (4)
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inibicdo do influxo de Ca?*; (5) ativacdo de proteinas quinases; (6) estimulacdo da Ca®*-

ATPase de membrana e (7) abertura de canais para K".

1.3 Estimuladores da GCs

Os compostos BAY 41-2272, BAY 41-8543 e BAY 63-2521sdo potentes
estimuladores da GCs (Becker et al., 2001; Stasch et al., 2001, 2002). Ao contrario dos
nitratos organicos convencionais, cuja eficacia é limitada pelo desenvolvimento de
tolerancia apds administracdo crénica (Pi et al., 2002), a estimulagcao da GCs com
estes compostos ndo causa o desenvolvimento de tolerancia, como demonstrado em
animais espontaneamente hipertensos (Stasch et al, 2001). Além disso, a
administracdo oral de BAY 41-2272 reduz a pressdo arterial média em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), apresenta atividade antiplaquetaria e aumenta a
sobrevida em animais hipertensos induzido por inibicdo da NOS (Stasch et al., 2001).
Em diferentes preparacdes vasculares e nao vasculares, incluindo aorta de coelho
(Priviero et al., 2005), artéria mesentérica (Teixeira et al., 2006a) e artéria basilar de
ratos (Teixeira et al., 2006b) e corpo cavernoso de coelho e humano (Baracat et al.,
2003) o BAY 41-2272 causa repostas relaxantes potentes, as quais sdo parcialmente

reduzidas na vigéncia de inibicdo da GCs.

1.4 Ativadores da GCs
A remocgao do grupamento heme ou sua oxidagéo leva a insensibilidade da
enzima ao NO. Mudancas enddgenas do estado redox da GCs podem ser induzidas

por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, como o peroxinitrito (ONOQO") e o radical
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livre superdxido (O2’), que sdo geradas em condi¢cdes de estresse oxidativo, comuns a
patologia do diabetes (Zou et al., 2002; Leo et al., 2010) e hipertensao (Schulz et al.,
2008; Wong et al., 2012). Esta alteracdo do estado redox compromete a sinalizacao
NO-GCs-GMPc, fazendo com que a enzima nao mais apresente resposta tanto ao NO
enddgeno, quanto ao exdgeno, proveniente de farmacos doadores de NO (Stasch et
al.,, 2006). Embora a GCs nao mais responda ao NO neste estado, ela ainda pode
responder a estimuladores e ativadores (BAY 58-2667, BAY 60-2770 e HMR 1766)
(Stasch et al., 2002; Evgenov et al., 2006; Stasch et al., 2006). Em estados mais
oxidados da GCs, em que eventualmente ha a perda do grupamento heme, apenas 0s
ativadores continuam ativos, uma vez que sua ativacao € heme-independente, sendo
inclusive mais ativo nos estados oxidados e desprovidos de grupamento heme (Stasch
et al., 2006). Sendo assim, é possivel caracterizar o estado redox da GCs através de

respostas ao 6xido nitrico e aos estimuladores e ativadores farmacologicos (Figura 3)
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Figura 3. Mecanismo de acao dos ativadores e estimuladores da guanilato ciclase
soluvel (GCs). Os estimuladores da GCs atuam quando o grupamento heme encontra-se
na sua forma reduzida (Fe*?) além de exibirem efeito sinérgico na presenca do 6xido
nitrico (NO). Por outro lado, em situacdes patoldgicas, como na insuficiéncia cardiaca,
hipertensdao sistémica e pulmonar, aterosclerose, o ferro encontra-se na sua forma
oxidada (Fe*®) e nestas situacdes os ativadores da GCs atuam de maneira mais eficaz.
Em alguns casos os ativadores podem evitar o processo de ubiquitinacao, em que ha
degradacao das subunidades alfa e beta. BH4: tetrohidrobiopterina, eNOS: sintase de
oxido nitrico endotelial, GMPc: guanosina monofosfato ciclico (Stasch et al., 2011).

A administracdo endovenosa do ativador BAY 60-2770 produziu queda da
pressao arterial e da resisténcia vascular em ratos controle, enquanto que a
administracao prévia de L-NAME (50 mg/Kg) e ODQ (5 mg/Kg, i.v.) potencializou estes
efeitos (Pankey et al, 2011). Em modelos de infarto miocardio induzido pela
administracdo subcutanea de isoproterenol a administracdo prévia do ativador
cinaciguat (BAY 58-2667, 10 mg/Kg) diminuiu a area de necrose, melhorou a
contratilidade do ventriculo esquerdo e a disfungdo endotelial induzida pela adi¢do in
vitro de peroxinitrito (Korkmaz et al., 2009). Em modelo de hipertensdo pulmonar

induzido pela monocrotalina, a administracdo de BAY 60-2770 (30 pg/Kg) induziu

queda da pressao arterial sistémica, sem alteracdo do débito cardiaco (Pankey et al.,
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2011). Em ratos anestesiados, a administracdo de BAY 58-2667 induz hipotensédo que
foi dependente da dose e a presenca do ODQ aumentou a poténcia e a duragdo da

vasodilatacao (Schmidt et al., 2005; Stasch et al., 2006).

1.5 Hipertensao arterial

A hipertensao arterial € um problema de mundial de saude devido as altas taxas
de prevaléncia e mortalidade associadas a ela. A hipertensdo é mais prevalente em
paises desenvolvidos, acometendo 37% da populacao (Kearney et al., 2005). Porém,
nos paises em desenvolvimento, registra-se um considerdvel aumento de individuos
hipertensos, atingindo 22,9% da populacao (Kearney et al., 2005).

A hipertensdo arterial pode ser diferenciada em primaria (essencial) e
secundaria. A hipertensdo arterial primaria, que corresponde ao maior numero de
hipertensos (~95%), € o tipo de hipertensdo em que a causa etiolégica nao € bem
definida. A hipertensdo arterial secundaria, que corresponde ao menor numero de
hipertensos (~5%), € o tipo de hipertensdo em que a causa € bem definida; por
exemplo, disfun¢des enddcrinas, uso de drogas, gravidez, estenose aortica, estenose
da artéria renal, nefropatia diabética, glomerulonefrite e doenga policistica (VI Brazilian
Guidelines on Hypertension, 2010). Soma-se a gravidade destes indicadores o fato de
que a hipertensdo esta relacionada ao desenvolvimento de outras doengas
cardiovasculares, tais como o infarto agudo do miocardio, a insuficiéncia cardiaca

congestiva e a insuficiéncia renal.
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1.5.1 Disfuncdes vasculares associadas a hipertensao

Na hipertensdo, o aumento da pressao intra-arterial e a distensdo do diametro
arterial induzem a hipertrofia da parede das artérias como um mecanismos
compensatério para normalizar o aumento da tenséo sobre a parede do vaso (Safar, et
al., 1998; Intengan e Schiffrin, 2001). Este processo é conhecido como remodelamento
vascular e € uma resposta adaptativa as mudancas da pressao arterial. Entretanto,
com o progresso da hipertensao, este remodelamento é acompanhado de alteragdes
estruturais, mecanicas e funcionais, que contribuem para a manutencao da pressao

arterial elevada e predispéem a complicagdes vasculares (Intengan e Schiffrin, 2001).

1.5.2 Doenca aterosclerotica da artéria renal

A estenose da artéria renal (EAR) resulta em hipertensao arterial e nefropatia
isquémica. A isquemia renal causada pela EAR, na maioria dos casos, se cronifica, e
0s pacientes acabam evoluindo para uso de hemodialise em seu estégio final (Preston

e Epstein,1997; Jacobson,1988)

Os fatores de risco relacionados a doenca aterosclerética da artéria renal
incluem o envelhecimento, diabetes, dislipidemias e doengas vasculares periféricas
(Rimmer e Gennari, 1993; Greco e Breyer, 1997; Kendrick e Chonchol, 2008). Estudos
indicam que a EAR segue as consequéncias sistémicas da aterosclerose em relacao a
qualidade e comprometimentos. A EAR pode resultar na isquemia nefropatica,
evoluindo para reducao da filtracdo glomerular ou perda do parénquima renal devido a

reducao do fluxo sanguineo renal.
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Episddios repetidos de diminuicdo do fluxo sanguineo renal (estenose) levam a
displasia fibromuscular levando consequentemente a destruicdo irreversivel do
parénquima renal. A hipoperfusdo renal leva ao aumento da secregéo de renina pelas
células justaglomerulares e, consequentemente, a geracdo de angiotensina Il (Ang Il).
A Ang Il induz aumento da expressao do RNAm do fator transformador de crescimento
beta (TGF-B) e do RNAm do fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF),
resultando no acumulo da matriz extracelular e coldgeno do tipo IV no intersticio renal

(Meyrier et al., 1998).
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2.JUSTIFICATIVA



Uma das hipéteses aceita atualmente € que a hipertensdo é a consequéncia de
uma disfuncdo endotelial devido ao estresse oxidativo, e que este estresse reduziria a
biodisponibilidade do NO na célula muscular lisa. Visamos investigar se o estresse
oxidativo causa alteracbes importantes no estado redox da GCs do musculo liso
vascular, e deste modo, provoca uma hiporreatividade do mesmo ao NO. Esta possivel
alteracdo do estado redox da GCs pode ser dependente do modelo de hipertensao,
podendo desta maneira explicar a razdo de resultados controversos de atividade de

NOS em modelos experimentais de hipertensao arterial.
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3.0BJETIVOS



3.1 Objetivo Geral
Verificar se a hipertensao arterial causa alteracdo do estado redox da guanilato
ciclase soluvel em artéria mesentérica superior isolada de ratos hipertensos

renovasculares (2K1C) e espontaneamente hipertensos (SHR).

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Avaliar o relaxamento da acetilcolina, do nitroprussiato de sédio, do agonista
alfa-1 adrenérgico (fenilefrina) em artéria mesentérica superior isolada de
ratos hipertensos e seus respectivos grupos controles;

3.2.2 Avaliar o relaxamento induzido pelo estimulador (BAY 41-2272) e ativador
(BAY 60-2770) da guanilato ciclase soluvel em ratos hipertensos e seus
respectivos grupos controles;

3.2.3 Avaliar o relaxamento ao estimulador, BAY 41-2272 na auséncia e na
presenca do inibidor da NOS (L-NAME) e da GCs (ODQ) em ratos SHR e
seus respectivos grupos controles;

3.2.4 Avaliar o relaxamento ao ativador, BAY 60-2770 na auséncia e na presencga
do inibidor da NOS (L-NAME) e da GCs (ODQ) em ratos 2K1C e seus

respectivos grupos controles.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Animais

Os experimentos foram realizados utilizando ratos Wistar-Kyoto (200 a 250
gramas) provenientes do Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB — UNICAMP, Campinas, SP). Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia — UNICAMP, em salas com
ciclosclaro/escuro de 12 horas, temperatura controlada (22-25 °C) com ragdo e agua
fornecidas ad libitum. Todos os protocolos realizados tiveram a aprovacao prévia da

Comissao de Etica em Experimentacdo Animal (protocolo CEEA/IB UNICAMP 1323-1).

4.2 Modelo e delineamento experimental

A fim de poder caracterizar farmacologicamente o estado redox da guanilato
ciclase soluvel utilizamos os modelos de ratos com hipertensdo renovascular e ratos
espontaneamente hipertensos com seus respectivos controles.

No grupo 2K1C (em inglés 2 Kidney 1 Clip [2 rins 1 clipe]) a hipertensao
renovascular foi realizada pela técnica de Goldblatt (Goldblatt et al., 1934), adaptada
para pequenos animais por Shaffemburg (1959) e mais recentemente adaptada para
ratos (Castro et al., 2008). A cirurgia foi realizada com animais anestesiados com
cetamina (Dopalen® 100mg/kg) e xilazina (Anasedan® 10mg/kg), ambas as solugdes
administradas por via intra-peritoneal (i.p.). Uma vez anestesiados, os animais foram
submetidos a laparotomia mediana com exposicdo do pediculo da artéria renal
esquerda onde foi colocado um clipe de prata com abertura interna de 0,25 mm. Este
procedimento leva a uma ativagao significativa do sistema renina-angiotensina, o que

resulta em um aumento da pressao arterial (Lerman et al., 2005). Os animais usados
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como controles, denominados sham-operados (Sham), foram submetidos apenas a
laparotomia, colocacdo do clipe na artéria (sem fechamento) e retirada do mesmo.
Tanto no grupo 2R1C como no grupo Sham apo6s a colocagéo ou retirada do clipe de
prata (respectivamente) foi realizada sutura interna com fio categut simples (Categut 3-
0 Ethicon* Johnson & Johnson®) e externa com fio de seda (Seda 3-0 Ethicon* Johnson
& Johnson®).0s animais dos grupos 2R1C e Sham foram utilizados na oitava semana
apos cirurgia (décima sexta semana de vida).

O grupo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) junto com seus controles
Wistar-Kyoto (WKY) permaneceram no biotério até serem utilizados na décima sexta

semana de vida.

4.3 Medida de pressao arterial

A pressao arterial sistélica foi aferida semanalmente nos animais acordados pela
técnica de pletismografia de cauda (tail cuff), antes do procedimento cirurgico e oito
semanas apds este procedimento. Para isto, os animais foram colocados em gaiolas
plasticas aquecidas a 37°C por 20 min, para provocar dilatacdo dos vasos caudais.
Apoés este periodo, os animais foram colocados em contensor, modelo 1262 (Narco Bio
Systems, Texas, EUA). Na cauda do animal adaptou-se um manguito acoplado a
sistema de microfones capaz de captar sinais de 0.5 mv de amplitude. As oscilagcdes
foram registradas através do osciloscépio modelo CS 4025 (Kenwood Corporation,
Japao). Foram considerados hipertensos os animais do grupo 2R1C e SHR que

apresentaram pressao sistolica maior ou igual a 145 mmHg.
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4.4 Analise funcional da artéria mesentérica superior

4.4.1 Isolamento e montagem do tecido

Os ratos foram sacrificados por inalacdo de CO, com posterior exsanguinacao.
O leito mesentérico foi rapida e delicadamente isolado e colocado em solugéo nutritiva
de Krebs-Henseleit (mM): NaCl (117), KCI (4.7), CaCl, (2.5), MgSOQ4 (1.2), NaHPO,
(1.2), NaHCO3 (25) e CgH1206 (11), pH 7.4 a 37°C. Apos ser retirado todo o tecido
conectivo localizado ao redor da artéria mesentérica superior, esta foi cortada em anéis
de 3 mm aproximadamente e colocados em sistema de cubas para 6rgao isolado
(10mL de volume), preenchidos com solucdo Krebs-Henseleit, continuamente aeradas
com mistura carbogénica (O./CO, — 95%/5%) e mantidas a temperatura de 36,5 °C e
pH entre 7,3 a 7,5. Este sistema foi previamente conectado a um transdutor de tensao
isométrica (ADInstrument, Australia), e os registros de tensdo em milinewtons (mN)
foram adquiridos utilizando o programa de aquisicdo de dados PowerLab 4/30
(software versdo 7.3.4 ADInstruments, Australia). A solugcdo nutritiva de Krebs-

Henseleit foi trocada a cada 15 minutos durante o periodo de 1 hora.

4.4.2 Avaliacao da reatividade vascular

Apo6s 60 minutos de estabilizacdo sob tensdo basal de 10mN, a viabilidade
tecidual fio testada utilizando uma solugéo rica em cloreto de potassio (KCl 80mM), a
integridade do endotélio foi avaliada qualitativamente pelo grau de relaxamento
causado pela acetilcolina (1uM) na presenca de estimulo contratil induzido pela

fenilefrina (1uM). Foram descartados anéis cujo relaxamento com a acetilcolina foi
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inferior a 70%. Em outros anéis, o endotélio foi removido intencionalmente por método

mecanico (friccao interna do vaso).

4.4.3 Protocolos experimentais

Para avaliar a contracdo vascular em anéis com e sem endotélio, foram
utilizadas concentragdes cumulativas de fenilefrina (0,001 — 10uM)

Para avaliar o relaxamento vascular dependente de endotélio foram usadas
concentracdes cumulativas de acetilcolina (0,001 — 10uM),

Para avaliar o relaxamento vascular independente da presenca de endotélio
foram utilizadas concentragdes cumulativas de nitroprussiato de sédio (0,001 — 10uM),
BAY 41-2272 (0,001 — 10uM) e BAY 60-2770 (0,0001 — 10uM), na presenca e auséncia
de L-NAME (inibidor da éxido nitrico sintase endotelial) ou ODQ (inibidor da guanilato

ciclase soluvel).

4.5 Analise estatistica

Valores experimentais de relaxamento e contracao foram calculados em relacao
a contracdo maxima produzida pela PE (3 uM) e pelo KCI (80 mM), respectivamente,
os quais foram tomados como 100%. Valores de ECsy foram calculados utilizando-se o
modelo sigmdide de -log da concentragdo vs resposta funcional no programa
GraphPad Prism. Os resultados sdo apresentados como média = erro padrao das
médias de n experimentos. Para compara¢des multiplas de variaveis independentes foi

usado o teste de analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni. O

52



programa InStat (GraphPad Software) foi usado para as analises. Valores de p<0,05

foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS



5.1 Valores do peso corporal e da pressao arterial sistélica em ratos com

hipertensao renal (2K1C) e espontaneamente hipertensos (SHR)

A presséao arterial sistélica (PAS) dos animais SHR foi significativamente maior

(188,23 + 3,46 mm/Hg) na 82 semana em relacao ao respectivo grupo controle (118,83

+ 2,67 mm/Hg), sendo este aumento ainda maior na 162 (203,75 + 3,61 mm/Hg) (Figura

4A). Em relagdo aos ratos hipertensos renovasculares, os animais apresentaram

aumento na PAS de, aproximadamente, 25 e 40 % na 12 e 82 semana pos-clipagem,

respectivamente (Figura 4B).

>

N

N

o
]
[2]
I
us)

§
1
=
=
194
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*

8
1
:
*
I
PAS (mmHg)
3
1

PAS (mmHg)
8

5

0. ././'\_\H

100-

) T T T T T T T 1
8 9 10 11 12 13 14 15 16
TEMPO (Semanas de vida)

220+

N

(=]

o
1

-

@

o
1

-

P

o
1

-

N

o
1

100-

oxk  KEX

r T T T T T T T 1

0o 1 2 3 4 5 6 7 8
TEMPO (Semanas apos cirurgia)

Figura 4. Valores da presséao arterial sistélica em ratos SHR (A) e 2K1C (B) e seus respectivos
grupos controle. Os dados representam media = erro padrao média para 7-10 animais.

***P<0.0001 comparado com 0s respectivos grupos controles.
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Os animais SHR apresentaram uma reduc¢dao significativa do peso em relacao ao
wistar Kyoto na 82 semana de vida, enquanto nenhuma diferenga foi observada nos

animais 2K1C em relagdo ao sham (Tabela 1).

Tabela 1. Valores do peso corporal dos ratos SHR (a partir da 82 semana de vida) e 2K1C (7,
15, 30 e 60 dias apds a cirurgia) e seus respectivos grupos controle.

Grupos

Tempo SHR WKY 2K1C Sham

8°semana/Pré-cirurgia | 179.8 £ 3.6*** (202.7 £1.6 | 2123 +3.3 | 206.5 +3.5

9°semana/7 dias 188.7 +4.3** |238.1+3.8 [ 231.6+52| 232.7+94

10°semana/15 dias 261.1+£79* |(301.2+6.4 | 288.9+24 | 290.9+8.8

12°semana/30 dias 302.8 +6.9"* 1409.4+3.8 | 390.5+9.6| 402.9 +9.2

16°semana/60 dias |310.2 +6.8"" [464.7 +4.8 | 445.1 £9.7 | 459.1 £8.3

Os dados representam media * erro padrao média para 7-10 animais.
*P<0.05; ***P<0.001 comparado com 0s respectivos grupos controles.
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5.2 Avaliacao da contracdao induzida pelo agonista alfa-1 em artéria
mesentérica superior isolada de ratos SHR e 2K1C com endotélio intacto e
removido

Em ratos SHR a contracédo induzida pela fenilefrina foi, aproximadamente, 2,5
vezes maior em relacdo ao grupo controle (3,73 £ 0,23 vs 9,11 + 0,62 mN, P<0,001),
sem alteragdes dos valores de pECs (Figura 5A). Em artéria mesentérica isolada de
animais 2K1C nenhuma alteracado foi observada nos valores de pECso € Emax €m
relacao ao grupo sham (Figura 5B).

A remocao do endotélio (E-) em artéria dos animais SHR aumentou em 90% a
Emax €m comparacdo os vasos com endotélio (E+). Por sua vez nos animais 2K1C e

sham a auséncia de endotélio potencializou a contragdo em, aproximadamente, 3

vezes.

Contraction (mN)
Contraction (mN)
w

10 -9 -8 7 -6 5 -4 100 -9 -8 7 6 -5 -4
log [PE]: M log [PE]: M

Figura 5. Curva concentracao-resposta a fenilefrina (PE) em artéria mesentérica superior
isolada de ratos SHR (A) e 2K1C (B) com endotélio intacto (E+) e removido (E-). A
contragao foi expressa em (mN). Dados representam as médias + erro padrdao da média para 7-
10 experimentos. *P<0.001 comparado com 0s respectivos grupos controles.
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5.3 Avaliacao do relaxamento induzido pela acetilcolina em artéria mesentérica
superior isolada de ratos SHR e 2K1C

A acetilcolina (ACh) produziu relaxamento em tecidos pré-contraidos com
fenilefrina sendo este relaxamento dependente da concentragdo. No grupo SHR houve
um aumento da Emax quando comparado ao seu grupo controle, (118,79 = 2,02 vs
105,59 + 0,55, respectivamente) mas nao houve alteracdo na pECsy. J& no grupo
2K1C houve deslocamento da pECsy de, aproximadamente, 3 vezes para a esquerda

em comparacao ao grupo Sham, sem alteracdo da Enax (Figura 6).

Relaxation (%)
3
Relaxation (%)
3
1

1004 ® SHR(E+)
120d © WKY (E+)

1004 ® 2K1C (E+)
O  Sham (E+)

120-

0 -9 8 7 6 5 -4 0 -9 -8 7 6 -5 -4
log [ACh]: M log [ACh]: M

Figura 6. Curva concentracao-resposta a acetilcolina (ACh) em artéria mesentérica
superior isolada de ratos SHR (A) e 2K1C (B). O relaxamento foi calculado como
porcentagem da contragdo induzida por PE (3uM), que foi tomada como 100%. Os dados

representam as médias + erro padrao da média para 7-10 experimentos. *P<0.001 comparado
com os respectivos grupos controles.
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5.4 Avaliacao do relaxamento induzido pelo doador de NO em artéria
mesentérica isolada de ratos SHR e 2K1C

O doador de éxido nitrico, nitroprussiato de sédio (SNP) produziu relaxamento
em tecidos pré-contraidos com fenilefrina sendo este relaxamento dependente da
concentragdo. Tanto nos animais SHR como nos 2K1C houve deslocamento da pECs
de, aproximadamente, 67 e 5 vezes para a direita, respectivamente em relacdo aos

respectivos grupos controles, sem alteragéo da Enax (Figura 7).

A B
0- 0-
. 204 201
R X
= 40- = 40-
= 60 = 60
x X
S 304 = 804
[J] []]
T j00{ o shr L 400d ® 2xic
(@]
120d 0wy 1204 © Sham
I ) ) ) ) ) 1 I ) ) ) ) ) 1
0 9 -8 -7 6 -5 -4 0 9 8 -7 6 -5 -4
log [SNP]: M log [SNP]: M

Figura 7. Curva concentracao-resposta ao nitroprussiato de sdédio (SNP) em artéria
mesentérica superior isolada de ratos SHR (A) e 2K1C (B). O relaxamento foi calculado
como porcentagem da contracao induzida por PE (3uM), que foi tomada como 100%. Dados

representam as médias + erro padrao da média para 7-10 experimentos. *P<0.001 comparado
com 0s respectivos grupos controles.
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5.5 Relaxamento induzido pelo estimulador da guanilato ciclase soluvel, BAY
41-2272 em artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR e 2K1C na
presenca do inibidor da sintase de 6xido nitrico.

O valor de pECsy do BAY 41-2272 encontrou-se 2,2 vezes deslocada para a
direita nos ratos SHR em relacdo ao grupo controle (Figura 8A) sem, entretanto,
alteracdo dos valores de Emax. A incubacao prévia de L-NAME (100 pM) deslocou
para a direita o relaxamento induzido pelo BAY 41-2272 tanto do grupo controle (12,5
vezes) como no grupo SHR (33 vezes) (Figura 8A)

Por outro lado, a poténcia do BAY 41-2272 nos ratos 2K1C nao diferiu em
relacao ao grupo sham. O deslocamento produzido pelo L-NAME em ambos grupos foi

semelhante (aproximadamente 14 vezes) (Figura 8B)

SHR
SHR + L-NAME (100uM) 0-

2K1C

[ )
07 WKY 0 2K1C + L-NAME (100uM)

T 301 WKY + L-NAME (100uM) < 301 ® Sham
< < O Sham + L-NAME (100uM)
E 60 E 604
] T
§ 90 é 90
© )
o 120 o 1204

150- 150

0 9 8 7 -6 -5 -4 0 9 8 7 6 -5 -4
log [BAY 41-2272]: M log [BAY 41-2272]: M

Figura 8. Curva concentracao-resposta ao estimulador da guanilato ciclase
soluvel, BAY 41-2272 em artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR (A) e
2K1C (B) na auséncia e na presenca do inibidor inespecifico da sintase de 6xido
nitrico (L-NAME, 100 pM). O relaxamento foi calculado como porcentagem da
contracdo induzida por PE (3uM), que foi tomada como 100%. Dados representam as
médias + erro padrdao da média para 7-10 experimentos. *P<0.001 comparado com 0s
respectivos grupos controles.
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5.6 Relaxamento induzido pelo estimulador da guanilato ciclase soluvel, BAY
41-2272 em artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR e 2K1C na
presenca do inibidor da guanilato ciclase soluvel.

Assim como observado com o L-NAME, a incubagéo prévia de ODQ (10 uM)
deslocou para a direita o relaxamento induzido pelo BAY 41-2272 tanto do grupo
controle (107 vezes) como no grupo SHR (167 vezes) (Figura 9A). Nos animais 2K1C a
presenca de ODQ também produziu deslocamento para a direita de 181 e 177 direita

nos animais sham e 2K1C, respectivamente (Figura 9B)

A B
® SHR e 2KiC
0- ©  SHR + 0DQ (10uM) 01 O 2K1C + ODQ (10uM)
" WKY ®  Sham
g 30 B WKY + 0DQ (10uM) g %0 O Sham + ODQ (10uM)
5 60- § 60
] T
E 904 E 90
[T [7]
o 120 o 1204
150- 150-
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10 9 8 7 6 -5 -4 -10 -9 8 7 6 5 4
log [BAY 41-2272]: M log [BAY 41-2272]: M

Figura 9. Curva concentracao-resposta ao BAY 41-2272 em artéria mesentérica superior
isolada de ratos SHR (A) e 2K1C (B) na auséncia e na presenca do inibidor da guanilato
ciclase soluvel, ODQ (10 uM). O relaxamento foi calculado como porcentagem da contragao
induzida por PE (3uM), que foi tomada como 100%. Os dados representam as médias * erro

padrdao da média para 7-10 experimentos. *P<0.001 comparado com 0s respectivos grupos
controles.
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5.7 Relaxamento induzido pelo ativador da guanilato ciclase soluvel BAY 60-
2770 em artéria mesentérica superior isolada de ratos SHR e 2 na presenca do
inibidor da sintase de 6xido nitrico e da guanilato ciclase soluvel.

O ativador da GCs, BAY 60-2770 induziu relaxamento em artéria mesentérica
isolado dos animais wistar-kyoto e sham com valores de pECs, de 8,85 £ 0,04 € 8,49 +
0,07, respectivamente. A adicdo dos inibidores L-NAME (9,38 + 0,04 e 9,74 + 0,06,
respectivamente, Figura 10A e 10B) e ODQ (9,99 £ 0,06 e 10,04 £ 0,04 Figura 10C e
10D) potencializou este relaxamento nos animais controle.

Na artéria mesentérica dos animais SHR, o relaxamento induzido pelo BAY 60-
2770 apresentou-se deslocado em, aproximadamente, 47 vezes para a esquerda
(Figura 10A) em comparacdo ao respectivo grupo controle. Nao foi observada
nenhuma diferenca nos valores de pECso dos animais 2K1C em comparagdo ao grupo

sham (Figura 10B).
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Figura 10. Curva concentracao-resposta ao BAY 60-2770 em artéria mesentérica superior
isolada de ratos SHR e 2K1C na auséncia e presenca dos inibidores da sintase de oxido
nitrico (L-NAME A, B) ou da guanilato ciclase soluvel (ODQ, C e D). O relaxamento foi
calculado como porcentagem da contragéo induzida por PE (3uM), que foi tomada como 100%.
Os dados representam as médias + erro padrao da média para 7-10 experimentos. *P<0.001
comparado com 0s respectivos grupos controles.
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6. DISCUSSAO



O presente trabalho mostra que tanto a contragdo como o relaxamento em
artéria mesentérica isolada de ratos SHR estdo alterados, uma vez houve aumento da
contracdo ao agonista alfa-1 adrenérgico e diminuicdo da poténcia aos agentes
relaxantes SNP, BAY 41-2272 e BAY 60-2770, sugerindo alteracao do estado redox da
enzima GCs nestes animais. Por outro lado, apesar da poténcia ao SNP encontrar-se
diminuida em mesentérica de animais hipertensos renovasculares (2K1C), os
relaxamentos induzidos pelo estimulador ou ativador da GCs nao se alteraram.

As espécies reativas de oxigénio (ERO), como o oxigénio singlet ('Oz), o anion
superdxido (0O27), o perdxido de hidrogénio (H-O,) e o radical hidroxil (OH) sao
formadas durante o transporte de elétrons, reacdes enzimaticas, reacdoes de auto-
oxidacao, ou ainda, pelo grupo heme de proteinase e podem modular o diametro, o
remodelamento e a formacédo de lesdo nos vasos (Tanito et. al 2004; Pacher et al.
2005; Madamanchi et. al. 2005; Birukov, 2009), contribuindo para a disfuncao vascular.
Em aorta isolada de SHR (12-14 semanas) foi visto aumento da producao de anion
superoxido e da expressao das subunidades da NADPH oxidase (NOXs), NOX1, NOX2
e NOX4. A adicao de inibidores da NADPH oxidase VAS2870 (10 uM) e apocinina (100
uM) aumentou significativamente o relaxamento induzido pela acetilcolina tanto nos
animais controle como nos hipertensos (Wind et al.,, 2010). Em artéria mesentérica
isolada de SHR, o relaxamento induzido pelo estimulador da GCs, BAY 41-2272
encontrou-se reduzido em comparacao ao respectivo grupo controle (Priviero et al.,
2009). A menor expressdo da eNOS e GCs na mesentérica, diminuicdo da atividade
tecidual da GCs e dos niveis plasmaticos da superéxido dismutase (SOD) sugerem que

nos animais SHR ha aumento do stress oxidativo, diminuindo assim a
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biodisponibilidade do NO e a expressao da GCs. A pré-incubacdo de SOD aumentou
em, aproximadamente, 25% o relaxamento induzido pelo BAY 41-2272 nestes vasos
em ambos grupos (Priviero et al., 2009). Nossos resultados mostram diminuigdo da
poténcia ao SNP tanto nos animais SHR como 2K1C em comparacao aos respectivos
grupos controles, sugerindo que nestes animais possa haver diminuicdo da
biodisponibilidade de NO, devido ao aumento de espécies reativas de oxigénio,
desacoplamento da NOS e/ou dessensibilizacdo da enzima GCs, levando a menor
producdo do segundo mensageiro cGMP, e, portanto, do relaxamento. Em aorta
isolada de ratos 2K1C observou-se aumento da producdo de O,  detectado pela
técnica usando dihidroetidio (DHE) e a incubacdo de quercetina, substancia com
propriedades antioxidantes atenuou a quantidade de O," (Montenegro et al., 2010). Em
mesentérica (Koyama et al., 2010) e aorta (Cau, et al. 2011) de ratos 2K1C foi vista
diminuicdo e aumento, respectivamente da expressdo das enzimas nNOS e iINOS em
comparacao ao grupo controle. A diminuicdo dos valores de poténcia do BAY 41-2272
na mesentérica dos ratos espontaneamente hipertensos em comparacdo ao grupo
controle, mas nao dos animais 2K1C sugere que neste ultimo grupo a enzima GCs
esteja com sua propriedade catalitica inalterada.

Os estimuladores (NO-independente e heme-dependente) e os ativadores (NO-
e heme-independente) da GCs constituem uma importante ferramenta farmacolégica
que auxilia na avaliacao do estado redox da enzima (Schmidt et al., 2009). Assim, em
artéria basilar isolada de rato a adicdo prévia de ODQ, L-NAME ou a remoc¢édo do
endotélio reduziu o relaxamento induzido pelo BAY 41-2272, sugerindo que o

relaxamento é dependente da producdo de cGMP e que esta substancia atua
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sinergicamente com o NO enddgeno (Teixeira et al., 2006b). Por outro lado, a remocao
do grupo heme pela acédo de detergentes (Foerster et al., 1996) ou sua oxidacao pelo
ODQ (Zhao et al., 2000) potencializou a acao do BAY 58-2667 em GCs isolada (Stasch
et al., 2002). A administracdo endovenosa de L-NAME (50 mg/Kg) ou ODQ (5 mg/g)
produziu aumento da pressdo arterial e pulmonar em ratos, enquanto a co-
administracdao de BAY 60-2770 (10, 30 e 100 ug/Kg) reduziu significativamente os
valores das pressdes de maneira mais eficaz em comparag¢do aos niveis basais (na
auséncia de L-NAME ou ODQ) (Pankey et al., 2011). Nossos achados funcionais
mostraram que tanto o L-NAME como ODQ potencializaram o relaxamento induzido
pelo BAY 60-2770 nos animais hipertensos e controles, sugerindo que a oxidagdo da
GCs ou a auséncia de NO enddgeno favorecem o relaxamento.

Em aortas isoladas de ratos SHR os niveis de cGMP induzidos pelo ativador
BAY 58-2667 (10 pM) foi maior nos animais SHR (aproximadamente 47 %) em
comparacao ao controle. A incubacao de ODQ (10 uM) juntamente com BAY 58-2667
produziu niveis ainda maiores de cGMP em ambos grupos, sendo estes 3 vezes
maiores nos animais hipertensos em relacado ao controle (Stasch et al., 2006). Nossos
resultados funcionais corroboram com a quantificacdo de cGMP, uma vez que
observamos potencializacao (aproximadamente 47 vezes) do relaxamento ao BAY 60-
2770 em mesentérica dos animais SHR em comparacdo ao controle. Nenhuma
alteragdo de poténcia e resposta maxima foi observada nos animais 2K1C. Assim, é
valido especular que em vasos de animais SHR a enzima encontra-se oxidada ou até
mesmo sem o grupamento heme fazendo com que os ativadores, mas nao os

estimuladores sejam ainda mais ativos nestas situacbes. A incubacao de diferentes
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concentragbes de BAY 58-2667 por 24 horas em células endoteliais aumentou a
expressao da subunidade B1 da GCs. Uma possivel explicacao é que a ligacdo do BAY
58-2667 se dé no sitio heme, estabilizando assim a enzima e evitando a degradacao

das subunidades alfa e beta (Stasch et al., 2006).
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7. CONCLUSAO



Nossos dados mostram que nas mesentéricas dos animais SHR a enzima GCs
pode estar oxidada (Fe®*"), uma vez que observamos diminuicdo e aumento da poténcia
do BAY 41-2272 e BAY 60-2770, respectivamente. Por sua vez, nos vasos de animais
2K1C nenhuma alteracao foi observada nas respostas a estas substancias, porém, o
relaxamento ao SNP encontrou-se diminuido, sugerindo diminuicdo da
biodisponibilidade do NO. Assim, os estimuladores e ativadores da enzima GCs

constituem importante ferramenta farmacol6gica para avaliar o estado redox da GCs.
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