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RESUMO

Uma interacéo entre o sistema renina-angiotensina-aldosterona e o 6xido
nitrico (NO) foi inicialmente observada por Ribeiro et al. (1992) quando verificaram
que na hipertens&o experimental causada pela inibigdo da sintese do NO por
analogos da L-arginina, a elevagéo da pressao arterial era evitada pelo tratamento
concomitante com losartan, um antagonista competitivo dos receptores do tipo | de
angiotensina |[l, verificando-se também que os niveis de atividade da renina
plasmatica se encontravam elevados. No entanto, os resultados obtidos por outros
autores sobre tal atividade sdo um tanto controversos.

Ao longo do presente trabalho de tese sdo mostrados os resultados obtidos
sobre o desenvolvimento e padronizag&o de um método para quantificar a atividade
da enzima conversora de angiotensina | (ECA) tecidual proveniente de 6rgaos de
ratos. Posteriormente, esta metodologia foi aplicada para avaliar o efeito do
tratamento crénico com um inibidor da NOS em ratos (L-NAME, 20 mg/animal/dia,
durante 1, 2, 4 e 8 semanas, v.0.) sobre a atividade da ECA proveniente de
homogenatos de figado, pulm&o, corag&o e rim.

Ratos tratados com L-NAME mostraram valores de presséo arterial média
elevados enquanto que o grupo de animais tratados prévia e simultaneamente com
o inibidor competitivo da ECA, o maleato de enalapril, ndo desenvolveram
hipertensdo. A atividade da ECA medida em homogenatos de coracio, figado e
pulmao ndo mostrou nehuma diferenca significante entre os grupos tratado e néo
tratado (controle) a qualquer tempo, mas uma queda na atividade da ECA renal foi
observada apds 8 semanas de tratamento com L-NAME.

Estes resultados sugerem que a ativagdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona decorrente da inibicdo da NOS nado é acompanhada por aumento da
atividade de ECA tecidual em ratos. Mecanismos de retroalimentacdo negativa
poderiam explicar a diminuicdo observada na atividade da ECA renal apdés um
periodo de 8 semanas de tratamento com L-NAME.



ABSTRACT

An interaction between the renin-angiotensin-aldosterone system and nitric
oxide (NO) was initially observed by Ribeiro et al. (1992) when they verified that in
experimental hypertension caused by NO synthesis blockade, the raise in arterial
pressure could be prevented by concomitant treatment with losartan, a competitive
type | angiotensin Il receptor antagonist and that plasma renin activity was also
increased. However, reports by other investigators have not always confirmed the
latter observation.

The present work describes the development and standardization of a method
for the in vifro quantification of angiotensin | converting enzyme (ACE) activity in rat
organs. The method was used to evaluate ACE activity in liver, lung, heart and
kidney homogenates from rats treated chronically with the NO synthase (NOS)
inhibitor L-NAME (20 mg/animal/day, orally, for 1, 2, 4 or 8 weeks).

L-NAME-treated rats developed hypertension while the animals previously and
simultaneously treated with enalapril maleate, a competitive ACE inhibitor, did not.
The ACE activities of heart, liver and lung homogenates were not significantly
different between the treated and non-treated groups at any time, but a significant
decrease in renal ACE activity was observed in the L-NAME treated animals after
eight weeks of treatment.

These results suggest that activation of the renin-angiotensin-aldosterone
system in rats as a result of chronic NOS inhibition is not accompanied by an
increase in tissular ACE activity. Negative feed-back mechanisms could explain the
decrease in renal ACE activity observed after eight weeks of treatment with L-
NAME.



1. INTRODUGAO

1.1. A ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA | (ECA)

A ECA (EC 3.4.15.1) é uma dipeptidil-carboxi-peptidase também conhecida
como Cininase |l por ser responsavel pela degradacdo da bradicinina (Ferreira,
1967).

Seus dois substratos mais importantes e reconhecidos s&o a angiotensina | e a
bradicinina como é esquematizado a seguir:

Angiotensinogénio

Pro-Renina —» Renina — 'L o -
Cininogénio
/ Angiotensina | ¢ Calicreina
Pressao de perfusdo Bradicinina
/ (vasodilataco)

ENZIMA

Volume sanguineo CONVERSORA

(ECA)
\ Heptapeptideo
Angiotensina ll o \
- Retengado de Na* (vasoconstricéo)
\ / Pentapeptideo

Aldosterona

O Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

O sistema renina-angiotensina-aldosterona possui uma importante funcéo no
sistema de regulagao da presséo arterial e & composto por uma série de reagbes
que inicia-se com a agdo da enzima renina sobre uma globulina hepatica, o
angiotensinogénio, clivando 10 residuos amino-terminais na ligacdo Leu-Leu
liberando o decapeptideo angiotensina | que por sua vez possui atividade biolégica
desprezivel e é convertida pela enzima conversora de angiotensina | (ECA) para
angiotensina I1.A renina é produzida nos rins por células pertencentes ao aparelho
justaglomerular que é ativado em trés condigdes: (1) quando ha diminuicdo da
presséo da arteriola renal; (2) com a diminuigdo da concentracio de Na* e (3) com
a diminuicdo do volume extracelular percebido pelas células da macula densa que



estdo juntas as células justaglomerulares, ou seja, por estimulos nervosos que s&o
transportados por nervos simpaticos renais, afim de estimular receptores
adrenérgicos das células justaglomerulares. No entanto, véarios outros fatores
podem influenciar a secrecdo da renina tais como hipercalemia, a acdo de
prostaciclinas, prostaglandinas e catecolaminas (Smith et al., 1985: Ehlers e
Riordan, 1989).

A angiotensina |l além de possuir uma potente acéo vasoconstritora, estimula a
sintese de aldosterona, horménio responsavel pela reabsorcio do ion sédio nos
tubulos renais e consequente aumento do volume extracelular (Smith et al., 1986).

A ECA cliva o dipeptideo His-Leu do C-terminal do decapeptideo angiotensina |
e produz o octapeptideo angiotensina Il (Helmer, 1957; Cushman e Cheung, 1971;
Conroy e Lai, 1978).

Asp-Arg-Val-Tyr-le-His-Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-Tyr-Ser-R
(Angiotensinogénio)

1 Renina
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu + Leu-Val-Tyr-Ser-R
(Angiotensina )
1
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe + His-Leu
(Angiotensina Il)

Na bradicinina, a ECA cliva a sequéncia dos dipeptideos Phe-Arg e depois Ser-
Pro do C-teminal, inativando esse potente agente vasodilatador. A hidrélise desse
peptideo € mostrada conforme o esquema seguinte:



Arg-Pro-Pro-Gly -Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
(Bradicinina)

l ECA

Arg-Pro-Pro-Gly -Phe-Ser-Pro + Phe-Arg

l ECA

Arg-Pro-Pro-Gly-Phe + Ser-Pro

No entanto, alguns trabalhos mostram a agdo da ECA como tripeptidase com
outros substratos, mas que até agora, nenhuma fung&o dbvia para tais clivagens foi
descrita (Hooper e Turner, 1985; Ehlers e Riordan, 1989; Hooper, 1991).

Histérico

Desde 1898 a acdo da renina era percebida através de experimentos com
extratos de rins injetados por via intravenosa. Tigerstedt e Bergman averiguaram o
aumento da press&o arterial, mas foi Page e Helmer (1940) que concluiram que a
interagdo da renina com um ativador de renina no plasma dava origem & uma

substéancia vasopressora que chamaram de angiotonina, atualmente denominada
angiotensina conforme adotado por Braun-Menendez e Page em 1958.

Em 1954, Skeggs et al., encontraram duas formas de angiotensina sendo que
angiotensina | era convertida em angiotensina Il por acdo de uma substancia
desconhecida contida no plasma que requeria haletos ou ions nitrato.
Sequenciaram a angiotensina | e desenvolveram posteriormente um método para
concentrar a ECA e separa-la de outras peptidases. Através do estudo da enzima
de plasma de cavalos mostraram que sua atividade era inibida pelo &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA, Skeggs et al., 1954, 1956).

Lentz et al. (1956) descreveram mediante 0 uso de carboxipeptidases, que a
angiotensina Il era um octapeptideo que diferia do decapeptideo angiotensina | no
residuo His-Leu C-terminal. Ainda descobriram que quando sujeitavam a



angiotensina Il & agdo dessa carboxipeptidase, o amino-acido fenilalanina era
liberado e o heptapeptideo resultante n&o tinha atividade pressora.

Através dos trabalhos realizados por Skeggs e colaboradores, estabeleceram
entdo, a existéncia da ECA bem como trés de suas caracteristicas, ou seja, sua
natureza metaloproteica, sua dependéncia de anions e a produgao do octapeptideo
vasopressor angiotensina ll por clivagem de His-Leu do C-terminal de seu substrato
angiotensina |.

Producd@o de angiotensina ll e localizagdo da ECA

Até 1967, sabia-se que a convers&do de angiotensina | para angiotensina Il era
efetuada principalmente no plasma (Skeggs et al., 1956). No entanto, esse conceito
foi modificado por Ng e Vane (1967) que utilizando a técnica de superfusdo de
6rgéos (Gaddum, 1953) com sangue arterial ou venoso, demonstraram que a
angiotensina | era convertida para angiotensina |l principalmente no pulmé&o e que a
conversdo no plasma era insignificante.

Em algumas espécies, como a cobaia, a atividade da ECA em plasma foi
semelhante a dos pulmdes (Bakhle, 1974; Vane, 1974; Soffer, 1976; Peach, 1977;
Soffer, 1981; Ondetti e Cushman, 1982). Tal fato é explicado devido ao alto
contetido dessa enzima nos pulmdes (Roth et al., 1969, Cushman e Cheung, 1971;
Cushman e Cheung, 1972) que provavelmente se reflete por toda a extenséo de
seu leito vascular e sua localizacéo estratégica que recebe todo o débito cardiaco
(Ng e Vane, 1967; Aiken e Vane, 1970).

Os resultados de Ng e Vane (1967) sobre a relagdo do contato direto da ECA
pulmonar com 0 sangue circulante foram confirmados posteriormente por Ryan et
al. (1976) que demonstraram através de técnica imuno-histoquimica que a ECA
estd localizada na membrana celular do endotélio vascular pulmonar. Essa
observacdo foi confirmada por outros autores em diferentes leitos vasculares
(Caldwell et al., 1976; Hall et al., 1976; Soffer, 1981; Rubinstein et al., 1992 ). A
ECA também foi encontrada integrando o sistema renina-angiotensina circulante e
em outros fluidos do corpo como na urina, fluido cerebroespinhal, linfa, liquido



aminiético e plasma seminal (Ryan et al., 1975; Soffer, 1976; Erdos et al., 1986;
Hopper et al., 1987, 1990; Johnston et al.,1992).

Na realidade, a ECA esta presente no leito vascular de praticamente todos os
tecidos. Curiosamente, a atividade da ECA plasmatica se encontra aumentada em
patologias que envolvem células das quais os mondcitos sdo precursores, como a
lepra (macrofagos), Sarcoidose (células epitelidides) e a doenca de Gaucher (nas
células de Gaucher; Lieberman, 1975; Friedland e Silverstein, 1976).

Mais recentemente, uma interagdo entre o sistema renina angiotensina
aldosterona e o éxido nitrico foi relatada por Ribeiro et al. (1992). As conseqiiéncias
desta interac&o seréo discutidas no item 1.2 e seguintes.

Caracteristicas e propriedades da ECA

As propriedades fisico-quimicas, imunolégicas e cataliticas da ECA purificada a
partir de diferentes tecidos e espécies s&o semelhantes.

A ECA €& uma glicoproteina composta por uma Unica cadeia polipeptidica
(Soffer, 1976) que possui Zn** em seu centro ativo na propor¢do de 1 mol de
zinco/mol de ECA (Das e Soffer, 1975; Soffer, 1976; Conroy et al., 1978; Soffer,
1981; Ondetti e Cushman, 1982; Erdos e Skidgel, 1987 e Ehlers e Riordan, 1989).

Conforme Das e Soffer (1975) a ECA de pulmao de coelho, possui um alto
conteudo de oligossacarideos (em torno de 25%) e uma alta porcentagem de
residuos acidos (21-22%), contribuindo para um baixo ponto isoelétrico, o qual foi
determinado entre 4,3 e 5,2. A fraco de residuos hidrofébicos é de 44% sugerindo
um alto grau de hidrofobicidade. A enzima é relativamente rica em aminoacidos
aromaticos, principalmente em ftriptofano. A ftreonina e a alanina sdo
respectivamente o N e o C-terminal da ECA.

Devido o seu alto contetdo de carboidratos e pelo seu formato grande (8-32%
conforme Soffer, 1981; Ondetti e Cushman, 1982), a determinac&o de seu peso
molecular por cromatografia em gel gerou algumas confusdes iniciais que resultou
em altos valores. Atualmente, duas formas tem sido descritas: uma forma somatica
(derivada do endotélio) e outra de origem testicular denominada forma germinal. A



ECA somatica e uma glicoproteina composta por uma Unica cadeia polipeptidica de
peso molecular em torno de 170 kD e contendo dois grandes dominios homélogos,
cada um comportando um sitio catalitico ativo (Wei et al., 1991). A forma germinal
da ECA possui um peso molecular menor que o da enzima de forma somatica (90-
110 kD; Lattion et al., 1989) e contém somente um sitio ativo, o qual corresponde ao
dominio C-terminal (Ehlers e Riordan, 1991).

Clonagens moleculares do DNA da ECA de rins humanos demonstraram que
essa enzima compreende 1306 residuos de amino-acidos. Alhenc et al. (1990)
demonstraram que a sequéncia dos primeiros 29 residuos de aminoacidos é
altamente hidrofébica além de outra entre os aminoéacidos 1231 e 1247, vizinho ao
extremo C-terminal da enzima. Essa regido da enzima comumente encontra-se
ancorada @ membrana plasmatica pelo extremo C-terminal por um pequeno dominio
transmembranico. Possui dois dominios de alta homologia (> 60%), o N-terminal
(entre os residuos 360 e 406) e o C-terminal (entre os residuos 958 e 1277), sendo
um deles o sitio ativo que contém o Zn** como indicam alguns experimentos (Alhenc
e Soubrier, 1990). Essa observacédo sugere que o gene da ECA em humanos, é
resultado da duplicacdo e fusdo de mais de um gene ancestral. Portanto, a
sequéncia de aminoécidos expde uma homologia interna entre dois grandes
dominios circundados por uma pequena regido ndo homdloga.

A sequéncia de aminoacidos também indica que o nimero e a posicdo de
residuos de cisteina s&o idénticos nos dois dominios indicando possibilidades para
o estabelecimento de pontes dissulfeto (das quais ainda desconhecem-se as
posigbes), importantes para a mobilidade e interagdo entre os dois dominios.

Resultados recentes de clonagem molecular tem demonstrado que a ECA de
origem testicular possui somente o dominio mais préximo ao extremo C-terminal,
diferindo dos dois contidos em outros érgéos (Ehlers e Riordan, 1989, 1991). Como
mostrado no esquema que segue, existe uma sequéncia idéntica entre os residuos
612 - 1277 das enzimas somaticas e 36 - 701 das de origem testicular. As regides |
e Il (cuja sequiéncia de aminoacidos € HEMGH) s&o os supostos sitios ligantes do
fon Zn** que possuem 89% de homologia (Ehlers e Riordan, 1991 ).



360 406 958 1004

1 ! 612 I 1277
| HEMGH]| |HEMGH |
ECA Somatica
382 428
1 36 . 701
| HEMGH|
ECA Testicular

Desde 1954, Skeggs et al. perceberam que a atividade da ECA dependia de CI
e de um cation bivalente para mostrar sua atividade. Alguns experimentos
demonstraram © envolvimento de um residuo de lisina como seu sitio ligante
(Ondetti e Cushman, 1982; Shapiro e Riordan, 1985, Ehrlers e Kirsch, 1988).
Estudos & respeito do papel dos ions CI' e do Zn** tdm demonstrado que sao
indispensaveis para a atividade catalitica da enzima.

Os quelantes de metais inibem a ECA por competi¢cdo. Ocorre a formacgao da
apoenzima livre do metal e a formagdo do complexo do metal quelado.
Adicionando-se um ion metalico bivalente (Zn, Co, Mn) a enzima quelada, ha uma
restauracdo da atividade da enzima. No entanto, o zinco parece ser o mais ativo
dos diferentes metais (Bunning e Riordan, 1985; Ondetti e Cushman, 1982).

Com base nessas observacdes, isto mostra claramente gue tanto o ion cloreto
quanto o ion zinco participam do mecanismo da ECA para a hidrélise do peptideo.
Também indica que o papel do zinco na ECA é similar aos encontrados nas
enzimas carboxipeptidase A e termolisina.

Inibidores da ECA

Em 1965, Ferreira observou que o veneno da serpente Bothrops jararaca inibia
a inativacdo que a bradicinina sofre quando passa através da circulagdo pulmonar
(Ferreira, 1965, 1967).



10

Bakhle (1968) descreveu que a mistura de peptideos contida no veneno, inibia
a inativaggo da bradicinina assim como a formag&o de angiotensina Il (Soffer,
1976).

A maioria desses peptideos foram descritos como inibidores competitivos da
ECA (Ferreira, 1970). Seus efeitos foram atribuidos ou & alta afinidade que
possuem corm a enzima, ou pela presenga do N-terminal bloqueado ou pelo
dipeptideo Pro-Pro na posicdo C-terminal. Essas caracteristicas protegem-os da
acdo de aminopeptidases, carboxipeptidases e de enzimas conversoras que nao
clivam um pepotideo contendo o grupo imino do residuo prolina.

A partir da estrutura dos peptideos do veneno, uma série de inibidores foram
sintetizados com potencial utilizagdo nos tratamentos de hipertensdo arterial e em
doencas cardiacas (Soffer, 1976; Powell et al., 1989; Shioya et al., 1991; Unger et
al., 1992).

Os inibidores sintéticos da ECA dividem-se quimicamente em trés classes e
todos ja foram introduzidos na clinica: 1) os contendo o grupo sulfidrila (captopril e
analogos; Cushman et al, 1977), 2) os carboxialquil-peptideos (enalapril e
analogos; Patchett et al., 1980) e 3) os contendo o grupo fosfonilo (fosinopril € o
derivado SQ 29582; Ondetti, 1988). Um exemplo de cada grupo é mostrado pela
figura:

CHa
HSCIH CHCO- 2
2
COH (CHo)o 0 (CH2)4
CAPTOPRIL | I
CHoCHoPO CHCO-N—Z
COoH
SQ 29,852
R
CHy)2CHNHCHCO-N —/
CHa

ENALAPRILATO
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Entre os grupos ha diferencas de peso molecular e polaridade que influenciam
nas vias de eliminacéo e distribuicdo nos tecidos.

Medida da atividade da ECA

Vérios meétodos foram descritos para a determinacdo da ECA usando
substratos fisiologicos ou ndo. As técnicas descritas baseiam-se na determinacéo
do residuo His-Leu liberado por acdo da ECA por fluorimetria ou utilizam
tripeptideos sinteticos com o grupo N-terminal derivatizado medindo-se His-Leu por
fluorimetria ou o resto, por espectrofotometria ou fluorimetria (Soffer, 1976).

O emprego de substratos naturais como a angiotensina | e a bradicinina, foi
praticamente abandonado, devido ao fato desses substratos serem mais sensiveis
a hidrélise, por outras peptidases (Bakhle, 1974). Além disso, o uso de substratos
sintéticos s&0 economicamente mais viaveis.

O substrato sintético mais usado € o hipuril-histidil-leucina (HHL), o qual a ECA
hidroliza e libera &cido hipurico que pode ser medido por espectrofotometria (Soffer,
1976; Hurst e Smith, 1981).

0 o)
u |
@C—Gly-His-Leu _ECA_ @-lc-Gly + His-Leu

Hipuril -L-Histidil -L-Leucina Acido Hipurico

1.2. 0 OXIDO NiTRICO

O o6xido nitrico (NO) é uma substancia endégena que possui importante
funcdo na regulacdo do tonus vascular e como mediador de efeitos de
vasodilatadores dependentes do endotélio de agonistas tais como a acetilcolina
e a bradicinina (Furchgott, 1983).
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Histérico

O 6xido nitrico foi identificado quimica e farmacologicamente como sendo
um dos fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF) descrito por Furchgott
e ZadwadzKi (1980); simultaneamente por Palmer et al. e Ignarro et al. em 1987.
Marletta et al., em 1988, chegaram a mesma conclusdo a respeito da origem
dos ions nitrato e nitrito produzidos por macréfagos murinos imunoestimulados
em cultura. De forma analoga as descobertas em culturas de macréfagos, o NO
de origem endotelial foi confirmado como produto de oxidagéo da L-Arginina em
uma reacao catalisada pela éxido nitrico sintase (NOS; Palmer et al., 1988).

Do ponto de vista funcional, duas formas de NOS tem sido identificadas:
uma constitutiva que se encontra nas células endoteliais e no cérebro (atividade
dependente do ion Ca®* e calmodulina) e outra, ndo dependente de Ca* e
calmodulina exdgena, cuja sintese é induzida por tratamento com interleucinas
(interferon gamma (lfn-y), interleucina-1 (IL-1), etc) e inibida por corticoides

(para revis&o vide Moncada et al., 1991).

A biossintese de NO

A reacao consiste na oxidacdo por oxigénio molecular (O;) de um dos
nitrogénios do grupo guanidino terminal a NO (Leone et al., 1991). Esta
oxidacao envolve uma transferéncia de cinco elétrons e ocorre em duas etapas,
conforme & ilustrado a seguir:

OH——N

10}
b 3
NADPH 12 NADPH H
0
OOH O0H

Lrarginina NG-hidrexi L-arginina Lcitrulina

OOH

NO-
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Na primeira etapa forma-se, por transferéncia de dois elétrons, o produto
intermediario Ng-hidroxi L-arginina (Stuher et al.,1991), o qual se mantém
firmemente wunido a enzima, mas que sob determinadas condi¢gdes pode ser
isolado como produto (Klatt et al., 1993). Esta primeira reacéo assemelha-se as
classicas oxidacdes mediadas pelas redutases do sistema de citocromo P450
(RCP) dependentes de NADPH (forma reduzida do dinucleotideo de
nicotinamida e fosfato de adenina). Nestas reagées um equivalente eletrénico é
transferido do NADPH a flavoproteina FAD (dinucleotideo de flavina e adenina),
esta reduz o FMN (mononucleotideo de flavina), a qual por sua vez reduz o Fe**
a Fe** do grupo heme (protoporfirina 1X nas NOS de cérebro e macréfagos),
conforme o0 esquema:

NADPH Arg-OH

+ HZO

NADP* FADH,

\.Arg

O mondxido de carbono (CO) blogueia essa etapa de hidroxilagdo, o qual é
consistente com a participagdo de um grupo heme tipo citocromo P450. O
préprio NO parece exercer algum tipo de inibicdo por retroalimentacdo pelo
mesmo mecanismo (Rengasamy e Johns, 1993; Assreuy et al., 1993). A reacdo
€ acelerada por tetrahidrobiopterina (H4B) e requer calmodulina (CaM; Stuher et
al., 1991; White e Marletta, 1992; Klatt et al., 1993).

A segunda etapa, isto &, a oxidac@o da Ng-hidroxi L-arginina a NO e L-
citrulina ocorre por transferéncia de mais trés elétrons. Esta reacdo néo esta tdo
bem caracterizada quanto a primeira, ja que qualquer mecanismo que tente
explica-la devera dar conta dos seguintes achados experimentais: a) utiliza 0.5
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equivalente de NADPH; b) requer O, e CaM; c) é acelerada por H4B; d) é inibida
por CO e analogos da L-arginina, mostrando dessa forma um comportamento
farmacolégico semelhante aquele observado na etapa de hidroxilagao (Stuher et
al.,1991; White e Marletta, 1992; Klatt et al., 1993). Modelos de mecanismos
desta reac&o deveriam explicar o fato de que duas reagdes de oxidagéo da L-
arginina (sucessivas e independentes) ocorrem num sitio ativo comum da
enzima (Bredt e Snyder, 1994).

As isoformas da NOS e suas propriedades bioquimicas

Diferentes isoformas da NOS tem sido localizadas em cérebro (NOSc),
endotélio (NOSe), macréofagos (NOSmac) e figado (NOShep). No seguinte
esquema s&0 mostradas e comparadas com a redutase do citocromo P450
(RPC):

DOMINIO DEUNIAO DE HEME DOMINIO DEREDUCTASE

P

NADPH

| NOs ¢

NADPH NOS e

NADPH| | NOS mac

NADPH| |

RCP

|~NapPH|

Dominio TM-—-'I
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NOS constitutivas
NOS cerebral

A NOS cerebral é de localizagéo citossélica como descrita por Gorsky et al.
(1989), e requer NADPH como cofator, é regulada pelas concentracdes
fisiologicas de Ca* e é dependente de CaM. O cerebelo é a area de maior
atividade dessa enzima (Férstermann et al., 1990).

Clonagens moleculares dessa isoforma isolada demonstraram um
polipeptideo de 160 kD que apresentava em seu C-terminal (dominio de
reductase) 36% de homologia com a RCP (Bredt et al.,1991).

Na auséncia de L-arginina, o dominio de reductase pode transferir elétrons
do NADPH para o O,, e formar assim anion superéxido (O;) e perdxido de
hidrogénio (H202). Com base nesses fatos, Bredt e Snyder,1994, propdem que a
NOS seja um resultado evolutivo da RCP.

NOS endotelial

Estudos realizados por Férstermann et al. (1991), com fracbes intracelulares
de cultura de células endoteliais revelaram uma atividade da NOS endotelial
como 95% unida a fragdo particulada, e o restante 5% citossélica. O mesmo
resultado foi obtido em células endoteliais nativas (Mitchell, 1991).

Eletroforese em SDS-PAGE mostrou um peso molecular de 135 kD para a
NOS particulada procedente tanto de células nativas como em cultura.

A NOSe particulada foi clonada e a sequéncia predita pelo cDNA mostra
60% de homologia com a NOSc (Lamas et al., 1992; Sessa et al., 1992;
Janssens et al.,1992). Existe alto grau de conservagéo entre os dominios para a
unido com FAD, FMN, NADPH, CaM e de fosforilagdo (P) por uma kinase
dependente de AMPc (PKA). H4 também uma sequéncia para miristoilagéo (Mir)
qgue explica a localizag&o da proteina na fragéo particulada da célula endotelial.
Mutagbes nessa regido dao origem a uma NOSe sollvel (Busconi e Michel,
1993).
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NOS induziveis

Em 1985, Stuher e Marletta descobriram que macréfagos murinos em
cultura podiam ser induzidos com lipopolissacarideos (LPS de parede de
Escherichia coli) para produzir quantidades significantes de nitrato e nitrito. Em
1987, Hibbs et al. deram origem enzimatica a esta producdo e, no mesmo ano,
Stuher e Marletta obtiveram a mesma indugdo de NO em macréfagos murinos

com a citocina interferon-y (Ifn-y).

A enzima responsavel pela liberagdo de NO em macréfagos estimulados por
LPS/Ifn-y (NOSmac) foi encontrada na fragéo citossélica (Marletta et al.,1988) e
posteriormente clonada (Xie et al., 1992; Lyons et al., 1992; Lowenstein et al,,
1992).

O cDNA revelou uma sequéncia de aminodcidos com 50% de homologia
com a NOSc e 51% com a NOSe. O peso molecular encontrado foi de 133 kD e
apresenta dominios para unido de NADPH, FAD, FMN e CaM.

Em humanos, a NOSmac ainda n&o foi clonada. Contudo, o tratamento in
vitro com LPS, Ifny , fator de necrose tumoral-a. (TNF-a) e interleucina 1B (IL -
1B8) induz a sintese de NOS em hepatécitos (NOShep; Geller et al, 1993), e a IL

-1B a induz em condrocitos.

Os cDNA das NOS induziveis de hepatocitos e condrécitos sdo idénticos e
apresentam 82% de homologia com a da NOSmac de camundongo , sugerindo
gue ha duas isoformas diferentes (Geller et al., 1995).

Inibicao da sintese de NO / Modelo de hipertenséo arterial

Sendo a hipertensé&o arterial (HA), em humanos, uma patologia de etiologia,
provavelmente, multifatorial, varios sdo os modelos animais que visam reproduzir as
caracteristicas da doenga. Os mais estudados sdo: o modelo renovascular
(Goldblatt 1l ou 2K-1C; Goldblatt, 1934), o de hipertensdo geneticamente
determinada (SHR; Okamoto e Aoki, 1963) e o decorrente da administrac&o crénica
de acetato de dioxicorticosterona e sal (DOCA/Salt; Gavras et al., 1975).
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Mais recentemente, um novo modelo fisiopatolégico de HA, foi descrito (Ribeiro
et al [ 1992; Jover et al.,1993; Sigmon e Beierwaltes, 1993), tendo por mecanismo
principal a inibig&o crénica da sintese de 6xido nitrico (NO), utilizando-se inibidores
farmacologicos da NOS como o L-NAME, éster metilico da N°-nitro-L-arginina
(Rees et al.,1990); L-NMMA, Ng-monometil-L-arginina (Hibbs et al., 1987; Palmer,
1988); L-NIO, Ng-iminoetil-L-ornitina (Rees et al., 1990). Estas substancias sdo
anélogas da L-Arginina que inibem a NOS por competicdo. (Moore et al., 1990;
Rees et al., 1990). A adminstragdo desses ou de outros analogos substituem a
L-arginina para inibir a sintese de NO induzindo uma elevagdo da press&o
arterial. Essa hipertensdo pode ser parcialmente revertida pela administracdo
aguda de L-arginina, mas nédo pela D-arginina (Rees et al., 1990) e pode estar
envolvida ao sistema renina-angiotensina. Em fases mais avangadas, o modelo
é caracterizado por uma disfuncdo renal (Baylis et al., 1991, Ribeiro et al. |,
1992; Navarro et al.,, 1994; Roger et al., 1994). Uma série de estudos tem sido
realizados sugerindo a existéncia de uma interagdo funcional entre o sistema
renina-angiotensina-aldosterona e a inibicdo da sintese de NO no controle do
fluxo de sangue renal (Navarro et al., 1994; Johnson et al., 1994; Roger et al.,
1994; John et al., 1995). Tais estudos no entanto, sdo controversos em relacdo
a liberacdo de renina no plasma. Alguns autores como Elsner et al. (1991) e
Tresham et al. (1991) observaram que ndo ha alteracdo na atividade da renina
no plasma. Para outros essa atividade é diminuida em funcdo do efeito inibitério
dos analogos da L-arginina (Gardes et al., 1992; Danamberg et al., 1993;
Johnson et al., 1992; Naess et al.,, 1993 ; Navarro et al., 1994). Johnson et al.
(1994) descreveram a atividade da renina plasmatica dependente da presséo de
perfusao renal.

Outro efeito importante envolvido nesse sistema é a atenuacdo da
hipertenséo pelos inibidores da ECA e pelos antagonistas de angiotensina Il
(Ribeiro et al., 1992, Nafrialdi et al., 1994; Cachofeiro et al., 1995). Tais
envolvimentos ainda estdo sendo pesquisados e néo estao claros.
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2. OBJETIVOS

Visto a importancia da atuagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
e o NO na fisiopatologia da press&o arterial, o presente trabalho tem por
objetivos:

1) Estabelecer e padronizar um método para a dosagem da atividade de
ECA em homogenatos de tecidos de rato (coragao, rim, figado e pulmao).

2) Com base nas observagdes relatadas na introdugéo, investigar se o
tratamento crénico de ratos com o inibidor da NOS, o éster metilico da N°-nitro-
L-arginina (L-NAME) modula a ativagcdo do sitema renina-angiotensina-
aldosterona mediante a alteracdo da atividade da ECA tecidual proveniente de
homogenatos de coracéo, rim, figado e pulméao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Reagentes
Os reagentes utilizados nesse trabalho estdo descritos abaixo com as
respectivas procedéncias:

Reagente Procedéncia
2,46 Tricloro- 1,3,5 triazina Sigma Chem. Co, EUA
Acido bérico Merck, RJ
Acido cloridrico Merck, RJ
Acido enalaprilico injetavel (Renitec) MS & D; Prodome, SP
Acidoetilenodiaminotetracético (EDTA sal dissédico) Merck, RJ
Acido hiparico Sigma Chem. Co, EUA
Albumina de Soro Bovino Sigma Chem. Co, EUA
Azida sédica Carlo Erba, italia
Bicarbonato de sbdio Riedel-de-Haén, Alemanha
Captopril Sigma Chem. Co, EUA
Cloreto de caicio Merck, Alemanha
Cloreto de sédio Reagen,RJ

Dimetil POPOP (1,4-di-(2-(4-metil-5-feniloxazolil) Koch-Light Lab., Inglaterra

benzeno

Dioxano Merck,RJ
Dodecil sulfato de sédio (SDS) Sigma Chem. Co, EUA
Dowex 50W (X-200/ forma &cida) Sigma Chem. Co, EUA

Ester metilico da N®nitro-L-arginina hidrocloreto (L- Sigma Chem. Co, EUA
NAME)



Etanol Absoluto

Fluoreto de fenil-metil-sulfonila (PMSF)
Fosfato de potassio

Hidréxido de soédio em lentilhas
Hipuril-Histidil-Leucina (HHL)
L-[2,3,4,5-3H] Arginina.HCI
L-Arginina.HCI

L-Citrulina.HCI

Maleato de enalapril

N,N,N’,N*-Acido tetracético etileno glicol-bis (B-amino etil
éter) (EGTA)

N-(2-hidroxi-etil)piperazina-N’-(2-4cido etano sulfénico)
HEPES

B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
PPO (2,5 - difenil - oxazole)

Reagente para fenol de Folin-Ciocalteau (2N)

Sulfato ciprico pentahidratado

Sulfato de am&nio

Sulfato de zinco

Tartarato de sodio e potassio

Tetraborato de sédio decaidratado

Tolueno

Tris (hidroxi-metil) amino metano (TRIZMA)
Triton X-100

Merck, RJ

Sigma Chem. Co, EUA
J.T. Baker, SP
Merck,RJ

Sigma Chem. Co, EUA

Amersham, Alemanha

Sigma Chem. Co, EUA
Sigma Chem. Co, EUA
Sigma Chem. Co, EUA
Sigma Chem. Co, EUA

Sigma Chem. Co,EUA

Sigma Chem. Co, EUA

Sigma Chem. Co, EUA
Qeel, SP

BDH, inglaterra

J.T. Baker, SP
Reagen, RJ

Reagen, RJ

Merck,RJ

Nuclear, SP

Sigma Chem. Co, EUA
Nuclear, SP

20
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3.1.2. Anrimais

Ratos Wistar, provenientes do Biotério Central da UNICAMP, machos, com
0 peso corporeo compreendido entre 150 e 200 g foram utilizados para a
padronizag&o do método para a dosagem da ECA tecidual e para o tratamento
cronico com L-NAME.

Os animais utilizados neste trabalho foram mantidos e manipulados de
acordo com Os principios éticos na experimentagdo animal do COBEA - Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal.

3.1.3. Aparelhos

- Homogeneizador JANKE & KUNKEL - IKA® Labortechnik - ULTRA
TURRAX T25 - Alemanha

- Centrifuga-refrigerada HERMLE - Z 360 K - Alemanha
- Centrifuga eppendorf Mod. 5412 - Alemanha
- Espectrofotémetro Kontron, Mod. UVIKON ®810 - Suica

- Espectrédmetro de Cintilagdo, BECKMAN - E.U.A

3.2. METODOS
3.2.1. Padroniza¢do do método para a dosagem da ECA tecidual

O método utilizado para a dosagem da atividade da ECA tecidual esta
baseado no descrito por Hurst e Lovell-Smith (1981) com modificacdes, e
consiste na reacgéo do acido hipurico resultante da hidrolise do substrato HHL
com o reagente cromogénico 2, 4, 6 - tricloro - 1, 3, 5 triazina, que forma um
composto colorido de méxima absorbancia a 382 nm. Esta reagdo foi aplicada a
todas as amostras bioldgicas analisadas. A técnica geral descreve-se a seguir.
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Preparacéao dos homogenatos

Os animais foram anestesiados com éter etilico e sacrificados por
exsanguinag&o. A seguir, seus rins, coracdo, pulmao e figado foram retirados e
o excesso de sangue foi retirado por sucessivos lavados com solucéo salina fria
(0,9% de NaCl) e tampéo borato de sédio 50 mM, pH 7,4 contendo 300 mM de
cloreto de s&dio e 1 uM de sulfato de zinco. Os tecidos foram dissecados,
picados e lavados duas vezes, e por Uultimo homogeneizados em
homogeneizador Ultra-Turrax, no mesmo tampao durante aproximadamente 30

segundos a 4°C.

Os homogenatos foram centrifugados a 3.000 g, por 30 minutos a 4°C e os
sobrenadantes obtidos foram utilizados como fonte da ECA.

3.2.1.1. Ensaios preliminares:

Com a finalidade de se determinar o volume de homogeneizacéo dos
tecidos e o tempo de incubacgao, alguns ensaios preliminares foram realizados.

Num primeiro ensaio os tecidos foram homogeneizados utilizando-se 1 mi
de tampéo borato pH 7,4 para o rim e figado, e 2 ml para o coragdo. A
quantidade de acido hipurico liberada a partir do substrato HHL nesses
homogenatos foi medida a diferentes tempos de incubacéo (15, 30, 45, 60, 90 e
120 min) afim de se verificar a linearidade da reagéo.

Apds verificagdo da linearidade da curva de hidrélise do substrato em
funcdo do tempo, ensaiaram-se outras proporgdes de volume de tampéo de
homogeneizagéo para cada 6rgdo. Assim, cada rim foi homogeneizado em 3 ml,
o figado em 4 ml e o coracdo em 1 ml de tampéao borato de sédio pH 7.4.

Afim de caracterizarmos farmacologicamente a atividade enzimatica
observada, utilizamos um inibidor especifico de ECA, o acido enalaprilico
(enalaprilato). A absorbancia devida ao acido hipurico foi medida paralelamente
em tubos contendo 1) homogenatos + HHL, 2) homogenatos + HHL + 10 pl de
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solugdo de enalaprilato (110 uM) e 3) homogenatos desprovidos de HHL
durante os tempos de 30, 60 e 120 min.

Extracdo da ECA da membrana

Com a finalidade de aumentar a atividade especifica de ECA tecidual, nesse
ensaio acertamos e padronizamos o volume de tampéo Borato de sédio pH 7.4
para os tecidos de interesse: 15 ml para cada rim, 10 ml para o figado ¢ 1 mi
para corac&o. Apds serem homogeneizadas e centrifugadas a 3.000 g, 4°C, os
sobrenadantes foram incubados com Triton X-100 (Rubinstein et al., 1992) a
uma concentracéo final de 0,5% (para cada 900 ul de amostra foram
adicionados 100 ul de solugdo tampé&o Borato de s6dio pH 7,4 usado para
homogeneizagdo dos tecidos com 5% de Triton X-100, V/V) as quais foram
agitadas vigorosamente e incubadas durante uma noite a 4°C. Na manha
seguinte, foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos. Nos sobrenadantes
foram ensaiados a atividade de ECA. Nos ensaios realizados com pulmao
decidimos homogeneiza-lo em 15 ml de tamp&o borato pH 7,4 por grama de
pulmé&o visto que sob estas condi¢cbes a geracéo de acido hipurico é linear com

o tempo.

3.2.2. Dosagem da atividade da ECA tecidual

Todas as amostras foram processadas paralelamente em duplicata. Os
tubos usados foram de vidro e ap6s cada pipetagem os tubos foram agitados em

vortex.

Vinte microlitros de amostra (homogenato de érgdo) foram incubados a
37°C na presenga de 60 pl de tamp&o borato de sédio 150 mM pH 8,3 contendo
1250 mM de cloreto de sddio, e 20 ul do substrato sintético HHL. O tempo de
incubacédo variou de 30 a 120 min, modificando-se no caso particular de cada
uma conforme a atividade da enzima.
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Cada amostra teve seu respectivo branco contendo 10 ul do inibidor
especifico acido enalaprilico 110 pM junto ao substrato. A reagdo foi
interrompida pela adicdo de 600 yl de um tampé&o contendo HEPES 100 mM,
EDTA 2,5 mM e 0,1% de azida sddica.

O &cido hipurico liberado do substrato HHL reagiu com 300 ul do reagente
cromogénico 2, 4, 6 - tricloro - 1, 3, 5 triazina a 2,5% em dioxano resultando na
formagao de um composto amarelo.

Apds a adigdo do reagente cromogénico esperou-se 10 min para que a
reacdo se completasse e a seguir as amostras foram centrifugadas a 1.500 g
durante 5§ min para remogé&o das proteinas precipitadas pelo dioxano.

As leituras de absorbancias produzidas pelos sobrenadantes foram lidas em
espectrofotdmetro a 382 nm contra agua destilada num periodo de até 30 min
apos a centrifugacao.

Padrées aquosos de &cido hipurico contendo 0,5% de Triton X-100 (de
concentragbes compreendidas entre 18 e 1120 uM) foram processados em
paralelo as amostras bioldgicas, e a quantidade de acido hipurico liberado foi
obtida por calculo a partir da curva padrdo de absorbancia em funcdo das
concentragdes de acido hipurico, sendo as leituras corrigidas pelos respectivos
brancos.

Os valores de atividade da ECA tecidual foram expressos relativizando-se a
quantidade de acido hipurico obtido pelo tempo de incubacdo e pelo contetido

de proteinas de cada amostra (nmol de ac. hiptrico/min/mg de proteina).

3.2.3. Dosagem de proteinas

O método utilizado para a quantificagdo das amostras bioldgicas foi o de
Peterson (1977). Este método estd baseado no descrito por Lowry (1951) e
introduz o uso de dodecil sulfato de sodio (SDS) para a solubilizacéo de
possiveis interferentes lipidicos das amostras. O método é descrito a seguir.
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Todas as solugbes foram usadas em temperatura ambiente. Os tubos foram
agitados em vortex ap6s cada pipetagem. Todas as amostras foram
processadas em duplicata.

As amostras bioldgicas foram diluidas em agua destilada ou em tampéo de
homogeneizacao para os homogenatos.

Quinhentos microlitros da amostra devidamente diluida foram incubados em
temperatura ambiente e durante 10 min junto a 500 ul do reagente | (mistura de
um volume de uma solucdo que continha 0,2% de sulfato cuprico
pentahidratado, 0,4% de tartarato de sddio e potassio e 20% de bicarbonato de
sédio; e um volume das demais solucodes: hidroxido de soédio 0,8N, SDS 10% e
agua destilada).

A seguir, a mistura foi incubada a temperatura ambiente durante 40 min com
250 ul do reagente Il (reagente para fenol de Folin Ciocalteau 2N diluido em
dois volumes de agua destilada).

As leituras de absorbéncia foram realizadas em espectrofotémetro a 700 nm
contra agua destilada.

Uma curva padrdo de albumina de soro bovino (BSA) de concentragdes
compreedidas entre 5 e 50 ug/ml foi processada paralelamente as amostras
bioldgicas.

Os valores do conteudo de proteina foram expressos em mg/ml e calculados
a partir da reta obtida por minimos quadrados entre as inversas das
absorbancias corrigidas e as inversas das concentragdes de proteinas ([BSA]”
vs. [A]").

3.2.4. Curvas de inibicdo da ECA

Afim de se verificar a capacidade de inibicdo dos inibidores &cido
enalaprilico, maleato de enalapril (enalapril) e captopril, algumas curvas de
dose-resposta foram processadas in vitro seguindo-se 0 mesmo método descrito
para a dosagem de ECA tecidual.
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Vinte microlitros de cada inibidor foram pré-incubados com vinte microlitros
de uma preparacao semi-purificada de pulmao de coelho (preparada segundo
em 3.2.4.1), durante 15 minutos a 37°C e depois junto ao substrato (30 minutos
para o acido enalaprilico e 120 minutos para o captopril e maleato de enalapril).
No caso do maleato de enalapril, a atividade da enzima foi determinada na
presenga € na auséncia de esterases hepéticas (responsaveis pela
desesterificacdo e ativagdo do maleato de enalapril). As diferentes
concentracbes de amostras desse inibidor foram tratadas com 10 pl de
esterases € quando na auséncia dessas esterases somente com 10 pl de
solugdo salina 0,9% a temperatura ambiente durante toda uma noite antes de
sua incubacdo junto a enzima. A preparagdo das esterases é descrita em
3.24.2.

Também foram analisados o potencial de inibicdo in vitro do acido
enalaprilico na atividade da ECA dos tecidos em estudo (coragdo, rins, pulméo
e figado) de ratos controles. Os homogenatos foram processados como descrito
anteriormente.

3.2.4.1. Obtencdo de uma preparagcdo semi purificada de pulmio de
coelho:

Um coelho (New Zealand, 2,5 kg) foi sacrificado por overdose de
Pentobarbital sodico iv. (Sagatal®), a seguir o pulmdo foi retirado e
homogeneizado em 500 mi de solu¢&o fria de tampéo fosfato de potassio (50
mM, pH 8,3) contendo 1 uM de sulfato de zinco. A mistura foi congelada e
descongelada duas vezes. Adicionou-se entdo Triton X-100 até uma
concentragdo final de 0,5%. Esta mistura ficou sob agitacdo a 4°C por 24h e
depois foi submetida a uma centrifugacgéo (2000 rpm - 20 min.). O sobrenadante
foi estocado a -15°C. Uma aliquota de 100 ml! foi fracionada duas vezes com
sulfato de amdnio, primeiro entre 30% e 75% de saturagdo e depois entre 50% e
70% de saturagdo. Em ambos procedimentos os precipitados foram dissolvidos

em tampéo Fosfato de potassio (10 mM, pH 8,3) contendo 1 uM de n* e
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dializado por toda a noite contra 1 litro do mesmo tamp&o (o qual foi trocado
duas vezes durante esse periodo). O extrato resultante foi dividido em aliquotas
e estocado em freezer.

Esse extrato foi utilizado em uma diluicdo de 1:200 (atividade =

10 nmol/min/ml), nas curvas de inibicao in vitro descritos no item anterior.

3.2.4.2. Preparac¢édo da solugcdo de esterases hepéticas

A preparagao de esterases foi proveniente de um homogenato de figado de
rato (homogeneizado em 10 volumes, peso/volume, de salina fria 0,9%). Esse
homogenato foi centrifugado por 30 min. a 4800g e 4°C e o sobrenadante foi

aliquotado e estocado a -20°C.

3.2.4.3. Preparacdo das solucées dos inibidores

Os inibidores foram diluidos em solucdo salina 0,9% para atingir
concentragdes de 200,100, 50, 25, 10, 5, 2,5 e 1 ng/ml.

3.2.5. Inducéo de hipertensao em ratos por inibi¢do da sintese de NO

Numa primeira etapa de nosso trabalho, os animais foram divididos em 2
grupos (n=5-7) e receberam:

- Controle: agua de torneira.

- L-NAME: 20 mg/animal/dia de L-NAME em &gua de torneira.
Considerando que cada rato ingere 50ml de agua, por dia, a concentracéo da
solucéo foi de 400 pg/ml de L-NAME.

Os animais foram tratados durante 1, 2, 4 e 8 semanas. A cada sete dias de
tratamento, valores de pressdo arterial média (PAM) de cauda e peso corpéreo
foram registrados. Apbés cada periodo de tratamento, os animais foram
submetidos a anestesia com éter etilico e foram retirados: os rins, coragéo,
figado e pulmé&o para a dosagem da atividade da ECA, conforme anteriormente
descrito.
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Numa segunda etapa de trabalho, outro grupo de animais (com
caracteristicas similares dos ja descritos) foram divididos em 4 grupos (n = 5),
tratados via oral (v.0.) e denominados como segue:

A - A: Agua de torneira durante 10 semanas;

A - L-NAME: agua de torneira durante 2 semanas e L-NAME 20
mg/dia/animal durante as 8 semanas seguintes;

Ena - Ena: maleato de enalapril 25 mg/kg/dia durante 10 semanas;

Ena - L-NAME: maleato de enalapril 25 mg/kg/dia durante 10 semanas e
concomitante L-NAME 20 mg/dia/animal durante as Ultimas 8 semanas.

A PAM desses animais também foram registradas a cada semana de

tratamento.

No final do periodo de 10 semanas, os animais foram anestesiados com éter
etilico, e tiveram seus cérebros retirados para a medida da atividade da NOS
cerebral (conforme descrito em 3.2.7).

3.2.6. Prességo Arterial Média (PAM) de cauda

A técnica utilizada para o registro das PAM de cauda dos animais foi
segundo o método ndo invasivo descrito por Zatz (1990), brevemente descrito a

seguir.

Um pequeno microfone foi usado para a deteccdo das pulsagbes da artéria
caudal do rato através de uma mangueira de borracha (20 a 30 cm). O sinal
elétrico do microfone é registrado na tela de um osciloscépio. Para atenuar
possiveis perdas de ar, a mangueira de borracha foi vedada com graxa

jubrificante.

Um manguito de borracha, ligado a um manémetro foi colocado na base da
cauda do animal (antes do microfone). As leituras de press&o foram obtidas
através da observagéo de trés valores similares de pressdo e expressos em

mmHg.
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3.2.7. Determinacéao da Atividade da NOS cerebral

Apds anestesia com éter, os animais foram decapitados e os cérebros foram
retirados e imediatamente pesados e homogeneizados em 5 volumes de tampéo
pH 7.4 , frio, contendo 50 mM em TRIS e 1 mM de L-citrulina e 1 mM de PMSF
(peso/volume).

Cinquenta microlitros de homogenato foram incubados a temperatura
ambiente (25-27°C) na presenca de 1 mM de NADPH, 5 mM de CaCl, e 10 uM
de L-arginina contendo 100.000 dpm de [2,3,4,5-°H] L-arginina mono
hidrocloreto em um volume final de 100 ul, durante 30 minutos, em duplicata.
Todos os reagentes foram preparados em tampao TRIS 50 mM pH 7,4. A reacéo
foi interrompida pela adicdo de 1 ml de tampdo HEPES 20 mM, pH 54,
contendo 1 mM de EGTA e 1 mM de EDTA. Os tubos foram centrifugados
durante 5 min. a 10.000 rpm e os sobrenadantes foram aplicados em colunas
contendo 0,6 ml de resina de troca idnica (Dowex 50W/X-200, do tipo anidnica
forte). Os eluatos foram recolhidos em tubos de cintilacdo. As colunas foram
lavadas com 1 ml adicional de tampao HEPES e os eluatos foram combinados
com os anteriores. Apdés a adicdo de 10 ml do liquido de cintilagdo
(tolueno+Triton X-100 + PPO + POPOP) a radioatividade foi medida durante 1
min. em espectrometro de cintilagdo. As contagens foram corrigidas pelos
respectivos brancos (homogenato foi adicionado apds a parada da reagdo). Os
resultados das atividades enzimaticas foram dados através da relagéo das
contagens obtidas (cpm) com a atividade total ( no qual os tubos receberam a

[PH]L-arginina direto nos tubos de cintilacdo) pela formula:
pmol L-citrulina/min=1000 x (cpm amostra- com branco)/cpm totais/30

onde 1000 é a quantidade de L-arginina adicionada a mistura de incubacéo
(em pmols) e 30 é o tempo de incubag&o em min.

O conteudo de proteina foi determinado pelo método de Peterson (1977) e a
atividade da NOS foi expressa como pmols de L-citrulina produzidos por min.
por mg de proteina.
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Para cada cérebro foram realizados em paralelo controles farmacolégicos
da atividade enzimatica que consistiram na omiss@o de CaCl, e na adicdo de 1
mM de EGTA no meio de incubagdo (NOS cerebral é dependente de Ca*?) e na
adicdo de 1 mM de L-NAME (inibidor da NOS).

3.2.8. Andlise estatistica

Os resultados experimentais foram expressos como média + erro padréo da
média e foram analisados pelo teste de ANOVA de uma via seguido do teste de
Student-Newman-Keuls para multiplas comparacgdes.

Valores de p menores que 0,05 foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS

Caracterizacdo da ECA tecidual

A figura 1 mostra valores do consumo de substrato pela ECA tecidual de
homogenatos de figado, coracdo e rim de ratos em relagdo ao tempo de
incubagdo. A ECA de coracéo e figado apresentam um consumo <10% de
substrato enquanto que para a de rim esse consumo € um pouco maior. Note
que a curva de consumo de substrato pela ECA renal comeca a perder sua
linearidade a partir dos 60 min de incubacao.

A figura 2 mostra que a atividade da ECA tecidual de homogenatos de
coracéo, figado e rim é inibida na presenca de enalaprilato 10 uM, que é um
inibidor especifico dessa enzima. Esse valor se equipara ao obtido pela ECA na
auséncia de substrato, mostrando que a convers&o de HHL para &cido hipurico
é, nas nossas condi¢des, especificamente devida a ECA.

Conforme o exemplo de curva de calibracdo de acido hipurico mostrada na
figura 3, as retas obtidas por regresséo linear apresentaram uma inclinagéo
média de 1,71+0,02 (n=20) sendo que os interceptos ndo foram
significativamente diferentes de zero, as curvas foram forgadas a passar pela
origem.

Como ilustrado na figura 4, as curvas de calibragdo para as dosagens de
proteinas (utilizando-se BSA em concentragdes de 10 a 100 ug/ml) mostraram
que uma melhora na linearidade dessas curvas foi obtida quando as inversas da
[BSA] foram plotadas em fungéo das inversas dos valores de absorbancia a 700
nm. A inclinacdo média dessas curvas foi de 8,02 + 0,31 com valores de
intercepto de -0.0032 + 0.0005 (n=13).

As curvas de inibicdo da ECA tecidual realizadas in vitro s&o mostradas nas
figuras 5 e 6. A figura 6 mostra a atividade da ECA de homogenatos de: a)
coracdo, b) rim, c) figado e d) pulm&o de ratos na presenca de diferentes
concentragdes de enalaprilato. Os valores de pl, , isto é, -log da concentragdo
molar do inibidor que inibe a enzima em 50% de sua atividade total,

encontrados para esses homogenatos situaram-se na mesma faixa de
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concentrag&o, ou seja, 7,84 +1,12 em coragéo, 7,78 +1,05 em rim, 7,82 + 0,50
em figado e 8,20 £ 0,77 em pulmao.

A efetividade do enalaprilato também foi estudada na inibicdo da atividade
da ECA proveniente de uma preparagdo semi-bruta de pulmao, assim como a
pré-droga maleato de enalapril ,na presenca e auséncia de esterases hepéaticas,
e ao captopril. Os valores de pl, obtidos foram 9,13 + 0,58 para o enalaprilato,
8,83 + 0,54 para o maleato de enalapril na presenca de esterases, 7,12 + 0,61
para o maleato de enalapril na auséncia de esterases e 8,37 + 0,73 para o
captopril. Esses valores indicam que o enalaprilato é o mais potente dos
inibidores testados em ECA puimonar de coelho.

Efeitos do tratamento crénico de ratos com L-NAME

A figura 7 mostra os valores de PAM dos ratos tratados com agua (controle)
e com L-NAME durante 1, 2, 4 e 8 semanas. Nota-se que os ratos tratados com
L-NAME apresentam um aumento de PAM ja na primeira semana de tratamento
(155,6 £ 9,3 vs. 121,7 + 3,8 mmHg do controle, p < 0,05). Essa hipertenséo se
acentua ao longo das sete semanas seguintes (166,0 + 5,3 vs. 108,0 + 5,6 do
controle com 8 semanas de tratamento, p < 0,001).

Como mostrado no gréfico 8, os ratos tratados com L-NAME apresentam
uma significante perda de peso corpéreo a partir da quarta semana de
tratamento (230,6 = 11,8 vs. 257,1 + 10,0 g do controle para 4 semanas, p <
0,05 e 283,3 + 8,9 vs. 340,0 = 10,4 do controle para 8 semanas, p < 0,001).

As atividades da ECA tecidual desses animais sdo mostradas na Tabela 1.
Nenhuma alteragcdo ocorre na atividade ECA tecidual de homogenato de
coracgéo, figado e pulméo dos ratos tratados com L-NAME quando comparados
aos controles. Contudo, observa-se diminuigdo da ECA renal apds 8 semanas
de tratamento (L-NAME = 2,48 + 0,16 vs controle = 1,76 + 0,13. nmol/min/mg de
prot. do, p < 0,01).

A figura 9 mostra que os valores de PAM aumentados pela inibicdo da
sintese de NO com L-NAME no periodo de 8 semanas sdo controlados com o
tratamento prévio e simultdneo com enalapril, ndo diferindo do grupo controle
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(126,7 + 3,3 vs. 121,6 + 0,5 mmHg, respectivamente). Ratos tratados somente
com enalapril tornam-se hipotensos em relacdo ao grupo controle (107,0 = 1,9
vs. 121,0 £ 0,3, respectivamente, com 8 semanas de tratamento).

Resultados das atividades das NOS cerebral desses animais sdo mostradas
na figura 10. Ratos tratados com L-NAME durante 8 semanas tiveram cerca de
98% de inibico na atividade da NOS (controle = 8,21 + 0,02 vs. L-NAME = 0,42
+ 0,02 pmol/min/mg, p < 0,001). Uma inibicdo semelhante também foi observada
na atividade da NOS dos ratos que tiveram um pré-tratamento com enalapril
(controle = 8,88 = 0,41 vs. L-NAME + ENA = 0,70 + 0,07, p < 0,001). Ndo se
observou qualquer alteragdo na atividade da NOS cerebral do grupo tratado
somente com enalapril em relacdo ao grupo controle (controle = 8,21 + 0,02 vs.
enalapril = 8,88 + 0,41, p > 0,05).
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5. FIGURAS E TABELAS
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Figura 1: Valores do consumo de substrato pela ECA tecidual de homogenatos
de coragdo, figado e rim (respectivamente homogeneizados em 2, 1 e 1 ml de
tamp&o borato, pH 7,4, contendo 300 mM em NaCl e 1 uM de Zn**) em funcdo

do tempo de incubacéo.
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Figura 2: Valores das absorbancias produzidas pela ECA tecidual de
homogenatos de figado, rim e coracéo (respectivamente homogeneizados em 4,
3 e 1 volume de tamp&o borato pH 7,4 contendo 300 mM em NaCl e 1 pM em
Zn’*) na omiss&o do substrato e na presenca do enalaprilato em relacédo a

atividade maxima.
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Figura 3: Exemplo de curva de calibragdo de acido hipurico utilizada nas
determinacdes da atividade da ECA tecidual de ratos.
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Figura 4: Exemplo de curva de calibracdo de proteinas utilizada nos ensaios de

dosagem de proteinas dos homogenatos de 6rg&os de ratos.
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Figura 5: Curvas de atividade da ECA tecidual de uma preparacdo semi
purificada de pulmao de coelho in vitro em fung@o dos inibidores: enalaprilato
(pl2= 9,13 + 0,58), captopril (pl,= 8,37 + 0,73), enalapril na presenca (pl.= 8,83 +
0,54) e ausencia (pl,= 7,12 £ 0,61) de esterases hepaticas (n=04).
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Figura 6: Curva de atividade da ECA tecidual medida em homogenatos de a)
coracdo (pl. = 7,84 £ 1,12), b) rim (pl, = 7,78 + 1,05), ¢) figado (pl, = 7,82 +
0,50), e d) pulméo (pl. = 8,20 + 0,77) de rato in vitro em fungdo das

concentragdes de enalaprilato (n=04).
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Figura 7: Valores de pressé&o arterial média (PAM; mmHg) de ratos controles e
tratados com L-NAME (20 mg/rato/dia, v.0.) durante 1, 2, 4 e 8 semanas (n= 5 -

7).

*=p<0,05 *=p<0,01e™™ =p<0,001 vs. 0 respectivo controle.
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Figura 8: Valores de peso corpéreo (g) de ratos controles e tratados com L-
NAME (20 mg/rato/dia, v.0.) durante 1, 4 e 8 semanas (n=5-7).

*=p<0,05e ™™ =p<0,001 vs. o respectivo controle.
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Figura 9: Valores de pressédo arterial média (PAM, mmHg ) de ratos tratados
com L-NAME (20 mg/rato/dia, v.0.) com e sem pré-tratamento com enalapril (25
mg/kg/dia, v.0., grupos A - L-NAME e Ena - Ena, respectivamente). Os grupos
controle dos tratamentos com enalapril e sem qualquer tratamento estdo
representados por Ena - Ena e A - A, respectivamente. A seta indica o tempo ao
qual se iniciou o tratamento com L-NAME.
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Figura 10: Valores da atividade da NOS cerebral ex vivo de ratos tratados com
L-NAME (20 mg/rato/dia, v.0.) ou agua (controle) com e sem pré tratamento com
enalapril (25 mg/kg/dia).

***= p < 0,001 vs. o respectivo controle.



Tabela 1: Atividade da ECA tecidual medida em homogenatos de rim, coracéo,
pulméo e figado de ratos controles e tratados com L-NAME (20 mg/rato/dia, v.0.)
durante 1, 2, 4 e 8 semanas (n=5-7).

Tratamento Rim Coragcdo  [Pulméo Figado
Controle 7 dias 1,71 +0,09 |1,51+£0,28 2,20 + 0,27 0,049 + 0,007
L-NAME 7 dias [1,38+0,16 |[1,85+0,27 [2,73 +0,69 0,061 + 0,006
Controle 14 dias 1,75+ 0,17
L-NAME 14 dias |1,56 £ 0,11 ND ND ND
Controle 28 dias 1,36 £+ 0,16 [1,51 +0,11 2,27 £ 0,36 [0,135 + 0,015
L-NAME 28 dias 1,07 £0,09 [|1,16+0,21 2,35+0,24 [0,122 + 0,016
Controle 56 dias 2,48 +0,16 [1,59+0,12 2,11 +0,22 10,086 + 0,010
L-NAME 56 dias 1,76 £ 0,13** 1,69+ 0,36 [2,01 £0,24 |0,117+ 0,014

** p<0,01 com respeito ao respectivo Controle (Student’s f test para dados

nao pareados)

ND = né&o determinado.
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6. DISCUSSAO

O método de Hurst e Lovell-Smith (1981) originaimente descrito para
dosagem da ECA sérica € um método pratico e sensivel. Portanto, decidimos
utiliza-lo na quantificacdo da atividade de ECA tecidual em ratos. Esse método
ja foi aplicado para a dosagem da ECA pulmonar de ratos (Hayakari et al.,
1978).

Com a finalidade de adequar esse método para outras fontes de ECA
tecidual, decidimos realizar alguns ensaios preliminares para padronizarmos a
relacdo de tampao de homogeneizacdo para cada 6rgao (figura 1). Nesses
ensaios também avaliamos o tempo de incubagao junto ao substrato e o uso de
um controle farmacologico para efetivamente caracterizar a enzima medida pela
hidrolise do substrato HHL.

Incubando-se a enzima tecidual de coracdo (homogeneizado em 2 ml de
tampéo borato pH 7,4 na presenga de 300 mM em cloreto de s6dio e 1 pM em
an"), de figado e de rim (homogeneizados em 1 ml do mesmo tamp&o usado
para corag@o) em diferentes tempos até 120 min, obtivemos uma linearidade no
consumo de substrato (HHL) com excegéo no caso de rim que, como mostra a
figura 1, comega a ser perdida apds 60 min. Esse consumo néo ultrapassou
10% para coragéo e figado e foi um pouco superior para 0 homogenato de rim.
Conforme Rubinstein et al. (1990) um consumo de substrato <10% permite
assegurar que a velocidade de aparecimento de acido hipurico € maxima. Por
isso, decidimos utilizar 3 ml de tamp&o na homogeneizagéo do rim, 4 ml para
figado e 1 ml para coragao.

Em um novo ensaio, a presenca de enalaprilato no meio de incubacao
permitiu caracterizar a enzima dosada, pois o enalaprilato € um inibidor
especifico da ECA (Patchett et al., 1980). E como observado na figura 2 a
presenca de enalaprilato 10 uM causa a mesma inibigdo que a omissdo do
substrato no meio de incubagdo. A uma concentracdo de 10uM observou-se

uma total inibigdo conforme mostrado pelas curvas de inibigdo (figuras 6a, 6b,
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6¢ e 6d) realizadas com ECA tecidual de homogenatos de coragao, figado, rim e
pulmdo de ratos. Essa inibicdo foi confirmada também nas curvas realizadas
com ECA pulmonar semi-purificada (figura 5).

Através das curvas de inibicdo realizadas utilizando a preparacdo semi-
bruta de ECA pulmonar de coelho, podemos observar que o enalaprilato é
aproximadamente dez vezes mais potente que o captopril, outro inibidor da ECA
com um pl> médio de 8,77, conforme descrito por Ondetti e Cushman (1982).
Esses dados refletem também a efetividade do maleato de enalapril, pré droga
do é&cido enalaprilico, que sofre de-esterificagdo in vivo pelas esterases
hepaticas. Podemos observar que esse potencial € menor na auséncia de
esterases (pl2 de 8,83 + 0,54 para 7,12 + 0,61) no entanto, eficaz. O captopril
apresenta um potencial de inibicdo menor que do enalapril devido a presenca
de um grupo sulfidrila em sua estrutura que é facilmente oxidado. Por estas
razdes, o enalapril foi escolhido como controle negativo (branco) na totalidade
das dosagens de ECA tecidual.

Os resultados obtidos com este método foram comparaveis aos reportados
por outros autores, que se valeram de outras metodologias.

A maioria dos autores utilizam um método radiométrico para a determinacéo
das baixas atividades da ECA tecidual. Nesse método o tampio para a
homogeneizac¢éo das amostras € o Hepes pH 8,0, e o [3H]-hipuril-glicil-glicina é
utilizado como substrato. A reacdo €& interrompida com HCI e a extracéo do [3H]-
acido hipurico liberado é feita com acetato de etila que esta sujeito a perdas
devido a volatilidade do solvente (Cohen e Kurz, 1981). Rubinstein et al. (1990)
também utilizaram um método radiométrico ja que os valores de atividade sdo
muito mais baixos dos que por nés obtidos (ex: obtiveram atividades médias de
1,7, 180 e 14,0 nmollh/mg de prot. para coragdo, rim e pulmao,
respectivamente; enquanto nossos dados se encontram ao redor de 70,0, 111,0
e 130,0 para ratos controles).

No entanto, Pedraza-Chaverri et al. (1992) desmonstraram maior expressdo
da atividade pulmonar (36 pmol/min/mg de prot. vs. 0,002 por nés obtido)
utilizando o método radiométrico descrito por Arévola et al. (1990) empregando
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a Glicina-1-["*]C-HHL como substrato e a enzima de membrana foi solubilizada
com o detergente Nonidet P-40. Estas diferencas metodoldgicas talvez
expliquem as divergéncias nos resultados.

Chen et al. (1992) descreveram um método fluorimétrico para a dosagem da
ECA de fluido cerebroespinhal. Apesar de nao ser um método para dosagem em
tecidos ndo parece se adequar para tal. O método exige uma incubagdo muito
prolongada com o HHL (24h) e utiliza EDTA para as amostras em branco que é
quelante do ifon Zn** | mas nd3o & um inibidor especifico. Os métodos
fluorimétricos no qual se mede His-Leu ap6s sua reagdo com um reagente
fluorescente (Friedland e Silverstein,1976; Conroy e Lai, 1978), estdo sujeitos a
erros porque His-Leu pode ser hidrolizado novamente por outras peptidases.

Um trabalho descrito por Oparil et al. (1995) compara a atividade enziméatica
da ECA em homogenatos de coracao de cdes pelo método de Chushman e
Cheung (1976) com por eles desenvolvido que utiliza a deteccdo do &acido
hipurico por HPLC. Obtiveram diferengas significantes entre a atividade do
ventricolo direito com o esquerdo que né&o foi observado pelo método tradicional
de Cushman e Cheung (1976). Apesar de ser um método de alta preciséo,
Oparil et al. (1995) utilizam tampéo fosfato para a homogeneizagdo dos tecidos
e uma alta concentrag&o de zinco para restabelecer a atividade da enzima, visto
que o fosfato ja foi descrito como inibidor da ECA (Persson et al., 1977)
possivelmente por sequestrar o Zn** formando fosfato insolGvel. No entanto, usa
Triton X-100 para solubilizar a ECA de membrana, HHL como substrato e
captopril nas amostras em branco. Apesar de serem dados obtidos de ECA de
coragéo de c&es 0s nossos resultados de atividade da ECA em coragéo de ratos
se assemelham com os dados por eles obtidos.

Os principais incovenientes do método proposto por Cushman e Cheung
(1976) foram corrigidos por Hurst e Lovell-Smith (1981) com o uso de 2,46
tricloro 1,3,5 triazina que forma um croméforo amarelo com o &cido hipurico
liberado de absorg&o em 382 nm, o qual evita a extracdo deste com solventes
organicos e a medida de absorbancia a baixos comprimentos de onda. O uso do
dioxano (que precipita as proteinas) permite que os brancos apresentem valores
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de absorbancia baixos e a obtengcdo de sobrenadantes limpidos. Em geral,
podemos concluir que o método original de Hurst e Lovell-Smith (1981) por nés
adaptado foi suficientemente sensivel e reprodutivel para quantificar a atividade
da ECA tecidual sem a utilizagdo de substratos radioativos, técnicas custosas
ou demoradas e passos de ultracentrifugagao na preparacéo das amostras.

O tratamento com L-NAME, andlogo da L-arginina, produz uma
vasoconstric&o renal e uma consequente hipertensdo sistémica (Ribeiro et al.,
1992; Beierwaltes e Carretero, 1992) por inibicdo da sintese de NO. Em
tratamentos cronicos, essa hipertens&o foi revertida pela administragcdo de um
antagonista de receptores tipo | de angiotensina Il, o losartan (Ribeiro et al.,
1990; Jover et al, 1993), mas ndo de forma aguda (Nafriald et al., 1993).
Também foi oObservado que, em tratamentos cronicos, essa hipertensdo pode
ser abolida pelo tratamento prévio e simultaneo com inibidores da ECA (Pollock
et al., 1992; Nafrialdi et al., 1995; Nakamoto et al., 1995). A partir desses dados,
conclui-se a interagdo da inibicdo da sintese de NO com a ativacdo do eixo
renina-angiotensina-aldosterona. Varios trabalhos investigaram a atividade da
renina plasmatica e no entanto, ainda s&o controversos.

Existem dados de uma elevacédo (Ribeiro et al., 1992; Sigmon et al., 1992;
Jover et al., 1993), de uma diminuicdo (Johnson e Freeman, 1992; Gardes et al.,
1992; Danamberg et al., 1993; Navarro et al., 1994) e ainda de nenhuma
alteragcdo (Treshman, 1991; Elsner et al., 1992) na atividade da renina
plasmatica.

Navarro et al. (1994) explicam tais dados controversos como resultado do
equilibrio ou desequilibrio de dois mecanismos que parecem afetar a atividade
da renina plasmatica: o aumento de pressédo pela vasoconstricdo tendendo
reduzir a liberagdo de renina e a inibicdo da sintese de NO tendendo a
aumentar a liberacdo de renina.

No trabalho realizado por Ribeiro et al. (1992), tratamentos crénicos com L-
NAME (60 mg/Kg v.0.) durante 2 e 4 semanas mostraram um aumento da
atividade de renina plasmética de ratos nédo anestesiados. Jover et al. (1993),
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confirmaram essa elevag&o da atividade da renina plasmatica e a prevencéo da
hipertens&o induzida pelo L-NAME (20 mg/Kg, administrado por gavagem) pelo
tratamento preévio e simultdneo com o losartan. A atividade da renina plasmatica
desses animais se encontraram em niveis da do controle.

Sigmon e Bierwaltes (1993) averiguaram a alteracéo da atividade da renina
plasmatica em ratos com hipertensado sistémica, causada pela inibicdo do NO
com L-NAME, n&o anestesiados e anestesiados. Demonstraram que em ratos
anestesiados ocorre um aumento e emn ratos ndo anestesiados uma diminuicéo
da renina plasmatica apresentando uma resposta menor de angiotensina Il na
vasoconstric&o renal devido a inibicdo do NO.

No entanto, Navarro et al. (1994) néo observaram nenhuma alteracéo na
renina com tratamentos de 5, 7,5 e 10 mg/100 ml de L-NAME durante 5
semanas. Uma diminuigdo sé foi observada com uma dose de 30 mg/100 ml.
Observaram que o grau de hipertens@o é dependente da dose de L-NAME ou
outros analogos da L-arginina. Tratamentos com baixas doses de L-NAME
resulta em pequena elevagao da pressao arterial.

Conforme os nossos resultados, o tratamento de ratos induz a uma
hipertensdo. Em relagéo a atividade da ECA, nenhuma alterac&o foi observada
a nivel tecidual, com excegdo da atividade da ECA renal que sofreu uma
diminuicdo apds 8 semanas de tratamento com L-NAME. A hipertensdo pode
ser revertida pela administracdo prévia e concomitante de enalapril resultando
em niveis de PAM semelhantes aos do grupo controle, apdés 4 semanas de

tratamento.

Como pode ser observado, variadas e controversas sdo as conclusdes a
respeito da liberagdo da renina. Contudo, ndo existem resultados disponiveis na
literatura sobre o efeito da inibicdo de sintese de NO sobre a atividade de ECA.
Visto a importancia cada vez mais crescente que diversos autores estdo
atribuindo ao sistema renina-angiotensina local (tecidual) sobre o circulante, é
de se esperar que ainda venha a aparecer trabalhos que apoiem ou
contradigam Os nossos resultados.
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A prevencdo do estado de hipertensdo obtido com antagonistas de
receptores do tipo | de angiotensina Il ou inibidores da ECA pode ser explicado
também pela excluséo de um dos mais importantes vasoconstritores endégenos,
a angiotensina Il. Deste modo, a retirada de um fator vasodilatador como o NO
poderia ser compensado pela retirada inespecifica de um fator vasoconstritor
(como a angiotensina Il) sem qualquer implicancia fisiolégica especifica entre
ambos os sistemas.

De qualquer forma, a diminuigéo da atividade de ECA renal apds 8 semanas
de tratamento com L-NAME pode refletir um mecanismo de retroalimentacéo
negativa, objetivando que o organismo possa se sobrepor ao estado
hipertensivo patolégico. Sendo o rim o grande o6rgdo encarregado da
manutenc&o do equilibrio hidro-eletrolitico e pressor, ndo é contraditério que
esta diminuicdo da atividade de ECA tenha sido observada somente neste
orgéo e n&o em outros como coragéo, pulmao ou figado.

Um efeito bioquimico direto do NO a nivel de biossintese da ECA ndo pode
ser descartado, visto a alta reatividade do NO frente a muitos sistemas
enzimaticos tais como enzimas da cadeia respiratoria (Kosaka et al., 1989:
Ignarro, 1992), RNA-polimerase (para revisdo vide Henry et al.,1993),
metaloproteinas (Lancaster Jr et al., 1992) e outros.
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ABSTRACT

The involvement of nitric oxide (NO) in anxiety-related behaviour was
investigated in rats, using the elevated plus-maze (EPM) test. Acute, but not
chronic, systemic treatment with N®-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME,
10 and 60 mg.kg™), an inhibitor of NO synthase, increased the time spent by
the rats in the open arms. Both the acute and chronic treatments with L-
NAME inhibited NO synthase in endothelial cells and in the central nervous
system, as shown by the increase in mean arterial pressure and decreased
NO synthase activity in brain tissue. Chronic treatment with L-NAME also
decreased the serum nitrate levels. The anxiolysis induced by acute L-NAME
treatment is unlikely to be due to hypertension, since two kidney-one clip
hypertension in non-L-NAME-treated rats failed to significantly change
exploratory behaviour in the EPM. These results indicate that acute inhibition

of NO-synthesis may change the level of fear in rats.

KEYWORDS: nitric oxide, anxiety, elevated plus maze, L-NAME, arterial

blood pressure, brain NO synthase.



1. INTRODUCTION

The L-arginine / nitric oxide (NO) pathway has been implicated in the
control of a variety of physiological functions (for review see Moncada et al,
1991). In the central nervous system (CNS), the participation of NO as a
neurotransmitter or neuromodulator was originally proposed by Garthwaite
(1988) and later confirmed by'Snyder and Bredt (1991). NO has been
implicated in memory formation (Schuman and Madison, 1991), nociception‘
(Moore et al,. 1991; Handy et al, 1995), as well as sexual (Nelson et al, 1995;
Benelli et al, 1995), aggressive (Nelson et al, 1995) and feeding behaviour
(Morley and Flood, 1991).

The neuronal isoform of the enzyme NO synthase (NOS) has already
been characterised and cloned (Snyder and Bredt, 1991). Constitutive brain
NOS activity depends on the presence of calcium and NADPH, and hence
agonists acting at the NMDA subtype receptors fc;r excitatory aminoacids
activate the enzyme by promoting a raise in cytosolic calcium (Mayer and
Miller, 1990; Vincent, 1994).

In the brain, NOS has been localised in régions involved in anxiety-
related behaviour, subh as the hypothalamus, amygdala and hippocampus
(Vincent, 1994). Thus, it is possible that the L-arginine / nitric oxide pathway
may partici;:;ate in fear-induced behavioural changes.

Using the elevated plus maze (EPM) test, a widely used animal model

of anxiety (Pellow et al, 1985; Lister, 1987), Quock and Nguyen (1992)



reported that acute L-NAME administration counteracts chlordiazepoxide-
induced anxiolysis, suggesting an anxiolytic action for NO.

In contrast, other reported results point to an anxiogenic action of NO
in the CNS. Thus, Volke et al (1995) have shown that L-NAME has an
anxiolytic effect in the EPM and Guimardes et al. (1994) reported that
microinjection of L-NAME into the dorsal central grey (DCG) induces
anxiolysis in the same test.

These contradictory results indicate that the participation of the L-
arginine / nitric oxide pathway in fear / anxiety deserves further investigation.
The aim of the present study was to evaluate the effect of acute and chronic
NO synthesis inhibition by systemic administration of L-NAME on anxiety
measured with the EPM test in the rat. For comparison, the inactive
enantiomer D-NAME was also administered. Once that inhibition of NO
synthesis induces hypertension (Ribeiro et al, 1992), \;ve have also evaluated if
another hypertensive status, not related with the inhibition of NO synthesis
(two kidney-one clip rats), could change per se, @the level of anxiety in rats

submitted to EPM test.



2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Animals

Male Wistar rats weighing approximately 250g were used in all
experiments. They were housed either in individual cages (for chronic
treatment) or in groups of six (for acute treatment). Prior to the experiments,
the animals underwent a period of adaptation for three days with free access

to food and water, under a light / dark cycle of 12 h (lights on 06:00 AM).

2.2. Drugs

N®- Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), N°- nitro-D-arginine methyl
ester (D-NAME), L-arginine (L-ARG) and D-arginine (D-ARG) were obtained
from Sigma Chem. Co. (USA). Diazepam (DZP) was obtained from Sanofi-
Winthrop (Brazil).

In the acute experiments, the drugs were dissolved in saline solution
(0.9% w/v). Diazepam was dissolved in saline containing 1% Triton X-100. In

the chronic experiments, the drugs were dissolved in tap water.

2.3. Treatments

For acute treatment, either L-NAME, D-NAME, L-ARG or D-ARG were
adminstereﬂd i.p. at doses of either 10 or 60 mg.kg".The control group
received the same volumg of saline solution. For chronic treatment, the same
drugs were dissolved in the drinking water (100 or 400 ug.ml”") which was

given ad libitum for seven days. Based on the individual daily liquid intake,



these concentrations resulted in a dose of approximately 15 and 60 mg.kg‘1
per day, respectively. Control animals received tap water ad libitum. DZP was
given i.p. (1mg.kg'1) daily for seven days. Thirty minutes after the acute
treatment and at the end of chronic treatment, each group of animals was
randomly subdivided into two groups. The first underwent the EPM test while

the second had their mean arterial pressure measured.

2.4. Elevateq plus-maze

The plus-maze used was built of wood according to the specifications
reported by Pellow et al (1985) and consisted of two open arms (50 x 10 cm)
surrounded only by a short (1 cm) edge to avoid falls and two enclosed arms
(50 x 10 x 40 cm) arranged in such a way as to form a cross. The arms
extended from a central platform (10 x 10 cm) and weré raised 50 cm above
the floor. )

Each rat was placed at the center of the maze facing an enclosed arm
and was allowed to explore the maze for five minutes. The number of entries
into the open and closed arms, as well as the time spent in the open arms
were recorded. Any animal which fell off the maze was excluded from the

experiment.

2.5. Blood pressure

3

The mean arterial pressure (MAP) values were measured by a tail-cuff

method, according to Zatz (1990). In order to minimize the effects of initial



stress due to animal handling, measurements were considered valid only

when three consecutive readings did not differ by more than 2 mmHg.

2.6. Brain NOS activity

The effects of acute and chronic L-NAME treatment on encephalic
NOS activi’ty ex vivo were studied. The assay measures the ability of a whole
brain homogenate to convert [3H]L—arginine to [H]L-citrulline (Pollock et al.,
1991). A group of rats was submitted to acute treatment with L-NAME (0.6,10
and 60mg.kg-1) while another group received chronically the same drug (4,
100 and 400 pg.ml™ of drinking water), as described above. Thirty minutes
after the acute treatment and at the end of chronic treatment, the animals
were anesthetized with ethyl ether and brain samples were rapidly removed.
The samples were homogenized in five volumes of cold incubation buffer (50
mM Tris-HCI buffer, pH 7.4) containing 1 mM PMSF ;nd 1 mM L-citrulline.

The homogenates were incubated for 30 min in the presence of 1 mM
NADPH, 2 mM CaCl; and 10 pM L-arginine containing 100,000 dpm of
[2,3,4,5-3H] L-arginine monohydrochloride (Amersham,UK) at room
temperature (25 - 27 °C).

Pharmacological controls of the enzymatic activity were carried out in
parallgl and consisted of either the omission of CaCl, and addition of 1mM of
either EGTA or 1 mM L-NAME to the incubation medium. Under these

conditions, the conversion of L-arginine to L-citrulline was inhibited more than



90%, thus confirming that the conversion of [*H]L-arginine to [*H]L-citrulline by
the brain homogenates was due to calcium-dependent NOS.

The protein content of the samples was determined according to the
method of Peterson (1977) and the activities of brain NOS were expressed as

pmol L-citrulline produced/min/mg of protein.

2.7. Serum nitrite and nitrate

A group of rats was submitted to chronic treatment with L-NAME (4,
100 and 400 pg.mi™" of drinking water) as described above. After 7 day
treafment, the animals were anesthetized with ethyl ether and blood samples
from the abdominal aorta were obtained. After clotting at room temperature,
the samples were centrifuged (10 min at 2,000 g) and the serum were
separated and kept at -20 °C until analyzed for nitrit’e and nitrate content by
high-performance liquid chromatography (Muscara and de Nucci, 1996).

In order to avoid the ingestion of exogenous nitrate, the animals were
deprived of food for 24 h before blood sampling. During this period, the drugs
were dissolved in distilled water. The control group received distilled water

only (instead of tap water).

2.8. Two kidney-one clip (2K1C) hypertension
In order to investigate whether the hypertensive status per se

(independent of NO synthesis inhibition) could lead to any significant change



in the behaviour of rats in the EPM test, a group of rats was made
hypertensive by partial occlusion of the left renal artery (Arnal et al.,1993).
The rats were anasthetised with ether and the left renal artery was
occluded with a clip to achieve a luminal diameter of 0.2 mm, while the right
kidney was not disturbed (2K1C group). The control group (sham operated)
underwent an incision in the flank without artery clipping. Seven days after the
surgery, animals were submitted to the EPM test and had their MAP

measured as described above.

2.9. Statistical analysis

The data were analysed using one-way ANOVA followed by Duncan’s
test for multiple comparisons where necessary. The number of entries into the
closed arms was evaluated by Kruskall-Wallis test followed by Dunn’s test for
multiple comparisons. The data relative to 2K-1C£ rats were analysed by
Student's f test. Values of probability less than 5% (P<0.05) were considered

significant.

3. RESULTS

Acute treatment with L-NAME (10 and 60 mg.kg'1) induced an
elevation in MAP (141.6 + 6.9 mmHg, n = 6 and 141.3 + 59 mmHg, n = 6
respectively) relative to thge control group (121 + 2.7 mmHg, n = 6; p < 0.05,
ANOVA followed by Duncan’s test). Chronic treatment with L-NAME (15 and

60 mg.kg'1) also induced hypertension (152.8 + 6.3 mmHg, n = 5 and 149 +



2.9 mmHg, n = 14 respectively) relative to the control group (120.8 + 2.0
mmHg, n = 10; p < 0.05, ANOVA followed by Duncan’s test). Neither acute
nor chronic treatment with D-NAME, D-ARG or L-ARG changed the MAP of
the rats.

Both acute and chronic treatment with L-NAME significantly inhibited
brain NOS activity when compared to the respective control groups (Fig.1).

Chronic treatment with L-NAME (15 and 60 mg.kg™) significantly
reduced serum nitrate levels (6.9 + 0.7 uM, p < 0.05 and 5.7 + 0.9 uM, p <
0.001 respectively, ANOVA followed by Duncan’s test) relative to either the
control group (11.3 + 1.1 uM) or the group treated chronically with L-NAME
(0.6 mg.kg’1, 12.1 + 1.2 uM). The nitrite concentrations remained unchanged
in all the groups and were below 1 uM.

In the EPM test, rats treated either acutely or chronically with DZP
spent a longer time (Fig. 2) and had a greater percentage of entries (Fig. 3)
onto the open arms when compared with their respective control groups. In
rats treated acutely with L-NAME, the time spent on (Fig. 2a) but not the
percentage of entries onto (Fig.3a) the open arms was significantly higher
than in the control group.

The,’ number of entries into the enclosed arms was not affected by
acute treatment with L-NAME (Fig.4a). Chronic treatment with L-NAME failed
to change the behaviour of rats in the open (Fig. 2b and Fig.3b) and enclosed

(Fig.4b) arms.

10



Rats receiving D-NAME, D-ARG or L-ARG either acutely or chronically
did not differ from control with regard to the number of entries onto and the
time spent on the open arms, as well as to the number of entries into the
enclosed arms (Figs. 2, 3 and 4).

Partial occlusion of the left renal artery (2K1C group) elevated the MAP
relative to the Sham-operated group but failed to change the behaviour of

rats in the EPM test in either the open or enclosed arms (Table 1).

11



4. DISCUSSION

In the elevated plus-maze test, untreated rats usually spend more time
and enter more frequently into the enclosed arms than on the open arms
(Pellow et al., 1985). This is due to the natural aversion rodents have for open
spéces and the elevation (Lister, 1987; 1990; Pellow et al, 1985; Treit et al,
1992). As a result, the number (or percentage) of open arm entries and the
time spent on open arms has been considered a reliable index of anxiety in
rats (Pellow et al., 1985; File, 1992; Cruz et al., 1994) or mice (Lister,1987). In
- turn, the number of entries into the closed arms has been considered a
reliable index of the animal’'s motor activity (File, 1992; Cruz et al., 1994).

The present results show that both acute and chronic DZP treatment
increased the time spent on open arms and the percentage of open arm
entries (Fig. 2 and 3, respectively) without changing the number of entries into
the closed arms (Fig. 4). Therefore the EPM te;t as presently used is
sensitive to anxiotytic drugs. Since acute treatment with L-NAME similarly
increased the time spent on the open arms of the EPM (Fig. 2a) without
changing the number of entries into the enclosed‘arms (Fig. 4a) this may be
interpreted as an anxiolytic effect. Such effect is unlikely to be due to a non-
especific action of L-NAME because acute treatment with either L-ARG or D-
ARG did not change the time spent in the open arm (Fig. 2a). Acute treatment
with D-NAME also failed to change the behavior of the rats in the EPM. Since
D-NAME is unable to inhii;it NOS activity, the anxiolytic effect of L-NAME is

likely to be mediated by NO.

12



This view is supported by‘ the present results showing that brain NOS
activity rats was decreased in rats treated acutely with L-NAME, but not with
D-NAME (Figure 1a). The NOS activity was also reduced when either
calcium was lacking or when L-NAME was added to the incubation mixture of
the control group, thus confirming that the conversion of [3H]L—arginine to
[*H]L-citrulline was due to calcium-dependent constitutive NOS in the whole
brain homogenates (Fig. 1). |

Overall, the above results indicate that acute inhibition of constitutive
NOS has an anxiolytic effect in rats submitted to EPM. Accordingly,
Guimaraes et al. (1994) recently reported that microinjection of L-NAME into
the dorsal central grey of rats had an anxiolytic effect in the EPM. In contrast,
however, acute inhibition of NO synthesis in the mouse has been reported to
counteract the anxiolysis induced by chlordiazepoxide in the EPM test, thus
suggesting an anxiolytic action for NO (Quock and Nl;uyen, 1993). Except for
species difference, the réasons for this discrepancy are not clear.

Nitrate and nitrite anions are the NO break-down products (Vincent,
1994). The reduced serum nitrate levels presently observed in animals
chronically treated with L-NAME indicate the effectiveness of this treatment in
producing a widespread inhibition of NO synthesis. However, the anxiolysis
induced by acute treatment with L-NAME was not observed after chronic
treatment, even though the animals showed a reduced brain NOS activity

(Fig. 1b) and a reduction in serum NO3 and NO;’ levels. Therefore, tolerance

13



to the anxiolytic effect of NO synthesis inhibiton seems to develop. Additional
studies should be performed in order to investigate this hypothesis.

In our laboratory, chronic NO synthesis inhibition by L-NAME
administration in the drinking water has been established as an animal model
of hypertension (Ribeiro et al, 1991). The present data show that both acute
and chronic treatment with L-NAME increased MAP.

Nevertheless, anxiolysis induced by acute L-NAME does not seem to
be due to MAP elevation, since chronic L-NAME administration similarly
raised MAP values, but failed to change the behaviour of the animals in the
open arms (Fig.2 and 3). In addition, 2K1C hypertension failed to change the
behavior of rats in the EPM test (Table 1). There is evidence that high blood
pressure can be induced by genetic predisposition associated to enviroment
factors such as salt intake, physical inactivity and psychological stress
(Williams et al, 1990). However, the reverse may not be true since
renovascular hipertensive rats presently displayed the same level of anxiety in
the EPM than the sham operated group. Accordingly, Rosa et al. (1994)
reported that hypertension per se does not affect the level of fear in
spontaneously hypertensive rats (SHR) submitted to the EPM test.

The presence of constitutive NOS has been described in the AM
(Vincent, 1’994) and in the dorsal CG (Onstott et al, 1993). These areas
belong to the so-called b'rain aversive system which commands defensive
behaviour and elaborates aversive emotional and motivational states and has

been proposed as a main neural substrate of fear and anxiety. (Graeff, 1990;

14



Graeff et al, 1993). Indeed, Guimaraes et al (1994) have shown an anxiolytic
effect of L-NAME in rats when microinjected into the dorsal CG. Since in the
present study the same drug was administered systemically, we can not
assert what brain structures are involved in the anxiolysis observed following
acute L-NAME treatment.

There are increasing evidences that show NO as being a
neuromodulator / neurotransmitter which plays an important role on the level
of anxiety in rodents. Whether the pharmacological manipulation of NO
synthesis in the CNS by using specific brain NOS inhibitors could be a useful

therapeutic approach for anxiety handling remains to be established.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. Encephalic NOS activity in rats treated either acutely (panel a) or

chronically (panel b) with L-NAME (as mean + S.E.M.). * = p<0.05; *#x = p< 0.001

relative to the control group.

Figure 2. The time spent in the open arms by rats treated acutely (panel a) or
chronically (panel b) with L-NAME, D-NAME, L-ARG, D-ARG or DZP. Each

column represents the mean + S.E.M. of the number of animals given in

parentheses. * = p<0.05 relative to the control group.

Figure 3. Percentage of entries into the open arms by rats treated acutely (panel
a) or chronically (panel b) with L-NAME, D-NAME, L-ARG, D-ARG or DZP. Each

column represents the mean + S.E.M. of the number of animals given in

parentheses. * = p<0.05 relative to the control group.

Figure 4. Number of entries into the closed arms by rats treated either acutely
(panel a) or chronically (panel b) with L-NAME, D-NAME, L-ARG, D-ARG or DZP
and submitted to EPM test. Each column represents the mean + S.E.M. of the
animals given in parentheées. No significant differences were observed among

the groups.
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Table 1. Effect of 2K1C hypertension on the mean arterial pressure and the
behavior of rats submitted to elevated plus-maze test. All values were compared

with the sham-operated group. Each score represents the mean + S.E.M. of the

number of animals given in parentheses. * = p<0.05 relative to the sham-

operated group.
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Table 1
Group Time spent % Entries Closed arms MAP (mmHg)
open arms (sec) open arms entries
SHAM (7) 329 +9.1 29.7 +6.1 43+0.5 126.6 + 3.2
2K-1C (7) 38.6 +9.6 31.7+6.9 49+0.6 160.9 + 7.8*
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Abstract

The role of the renih—angiotensin system in the haemodynamic
changes induced by acute administratioaof N®-nitro-L-arginine methyl
ester in anaesthetised and artificially ventilated dogs was investigated.
Following the induction of anaesthesia, the left femoral artery and vein
were cannulated for blood pressure measurement and drug
administration, respectively. A 7F- Swan Ganz thermodilution catheter
was introduced through the right femoral vein and advanced to the
pulmonary artery. Pulmonary arterial pressure, right atrial pressure
and cardiac output were also determined. N®-nitro-L-arginine methy!
ester (0.01-10.0 mg/kg) was administered alone (control animals,
n=18) or in the presence of the angiotensin-converting enzyme
inhibitors, captopril (2 mg/kg, N=9) or enalapril (2 mg/kg, n=7) or of the
bradykinin B, receptor antagonist Hoe 140 (0.1 mg/kg, n=6).
Cerebellum nitric oxide synthase and serum angiotensin-converting
enzyme activities were also measured. N®-nitro-L-arginine methyl
ester induced dose-dependent increases in the mean arterial blood
pressure and systemic vascular resistance. These increases were
accompanied by bradycardia and a decrease in cardiac output.
Cerebellum nitric oxi‘de synthase activity was inhibited 58% by N®-

nitro-L-arginine methy! ester when compared to animals in which no



drug, other than anaesthetic, was administered (from 3.37 + 0.30 to
1.40 + 0.24 pmol/min/mg protein, P<0.05, n=5). Both enalapril and
captopril potentiated the cardiovascular changes induced by
bradykinin (300 ng/kg, bolus). Moreover, enalapril strongly inhibited
serum angiotensin-converting enzyme activity (from 12.8 + 1.2 to 1.1 +
0.2 nmol/ml/min, P<0.05, n=6), while N®-nitro-L-arginine methy! ester
had no effect on such enzymatic activity. However, despite the
inhibition of the renin-angiotensin system by the two angiotensin-
converting enzyme inhibitors, N“-nitro-L-arginine methy! ester elicited
the same haemodynamic changes és those observed in control
animals, except for preventing the decrease in systolic index. Hoe 140
had no effect on the cardiovascular responses to N®-nitro-L-arginine
methy! ester. These results indicate that the renin-angiotensin system
does not modulate the haemodynamic changes that follow acute nitric

oxide synthesis inhibition in the anaesthetised dog.

Keywords: Nitric oxide, Renin-angiotensin system, N®-nitro-L-arginine

methyl ester, Hoe 140, Enalapril, Blood pressure.



1. Introduction

Endothelium-derived nitric oxide plays a fundamental role in the
control of blood pressure by maintaining an active state of
vasodilatation (Moncada & Higgs, f993). Indeed, the acute
administration of nitric oxide synthase inhibitors, such as N®-nitro-L-
arginine methyl ester increases systemic vascular resistance and
blood pressure (Rees et al., 1989, Gardiner et al., 1990; van Gelderen
et al., 1993). In addition, these inhibitors commonly cause a decrease
in both cardiac output and heart rate (Stamler et al., 1994; Zappellini
et al., 1996). The chronic inhibition of nitric oxide synthase in rats
increases arterial blood pressure (Baylis et al., 1992; Ribeiro et al.,
1992) and represents a useful model of -endothelium-dependent
hypertension. Both angiotensin-converting enzyme inhibitors (Pollock
et al., 1993; Moreno et al., 1995) and angiotensin Il receptor
antagonists can markedly reverses this hypertensive state (Ribeiro et
al.,, 1992). In this paper, we have investigated the involvement of the
renin-angiotensin system in the N®-nitro-L-arginine methyl ester-
induced haemodynamic changes in anaesthetised dogs using two
angiotensin-converting enzyme inhibitors (enalapril and captopril) and

the bradykinin B, recéptor antagonist Hoe 140 (Wirth et al., 1991).



2. Material and Methods
2.1. Experimental procedure

Mongrel dogs of either sex (11.2 + 0.7 kg) were initially
anaesthetised with sodium pentobarbital (Sagatal®, 30 mg/kg, i.v.).
The animals were then intubated and artificially ventilated with pure
oxygen. Anaesthesia was maintained with a combination of fentanyl
citrate (Fentanil®, 0.01 mg/kg/h), diazepam (Dienpax®, 0.25 mg/kg/h)
and pancuronium bromide (Pavulon®, 0.10 mg/kg/h). The left femoral
artery was cannulated for mean arterial blood pressure measurement
(pressure transducer MX-860, Medex, USA) and the left femoral vein,
for drug administration. A 7F-Swan-Ganz catheter (Edwards
Laboratories, USA) was introduced through the right femoral vein and
advanced to the pulmonary artery. The location of the catheter was
confirmed by detection of the typical pressure wave of this artery. The
catheter was connected to two MX-860 pressure transducers for the
measurement of pulmonary arterial and right atrial pressures. The
cardiac output was measured by the thermodilution technique (Fegler,
1954; Ganz et al., 1971). Briefly, 10 ml of cold saline (4-6°C) were
injected through the proximal lumen of the Swan-Ganz catheter. The
injection of this saline led to a change in blood temperature which was
detected by a therniistor located 4 cm from the catheter tip, and

transmitted to a computer (SDM 2000, Dixtal, Brazil) which calculated



cardiac output. The measurement of cardiac output was performed at
least in duplicate. All catheters were filled with heparinised saline (10
IU/ml) to prevent clotting. The heart rate was measured via a surface
electrocardiogram (lead 1). The haemodynamic parameters were

allowed to stabilise for 20 min before any drug administration.

2.2. Experimental design

2.2.1. Control animals (n=18): In these animals, we assessed
the effects of N”-nitro-L-arginine methyl ester on the haemodynamic
parameters described above. After basal measurements had been
obtained, N°-nitro-L-arginine methyl ester (0.01-10.0 mg/kg) was
infused at a flow rate of 0.5 mi/min during 8 min. At the end of each
infusion, the resulting haemodynamic changes were recorded. At the
end of the entire protocol, the total amount of N°-nitro-L-arginine
methy! ester which had been administered to each animal was 14.44

mg/kg.

2.2.2. Enalapril-treated animals (n=9): After stabilisation and
measurement of the haemodynamic variables, bradykinin was injected
(300 ng/kg, 0.5 ml, bolus) and at the maximum hypotensive response,

the haemodynamic changes were measured. Following recovery, the



haemodynamic variables were again measured and enalapril was
infused (2 mg/kg) at a flow rate of 0.5 mli/min during 8 min. To check
the efficacy of enalapril, at the end of the infusion, we repeated the
bradykinin injection in order to assess whether there was any
potentiation of the cardiovascular changés. Upon complete recovery
from the effects of bradykinin, we obtained new haemodynamic
measurements and then initiated the dose-response curve to N®-nitro-
L-arginine methyl ester as described above. This entire protocol was
repeated using captopril (2 mg/kg at 0.5 mi/min during 8 min) instead

of enalapril.

2.2.3. Hoe 140-treated animals (n=6): After stabilisation and
measurement of basal haemodynamic parameters, bardykinin (300
ng/kg, 0.5 mi, bolus) was injected and the maximum hypotensive effect
measured. When the haemodynamic parameters returned to basal
values, the bradykinin antagonist Hoe 140 (0.1 mg/kg) was infused at
a flow rate of 0.5 ml/min, during 8 min. The effects of the antagonist on
the haemodynamic parameters were measured at the end of this
infusion. To assess the efficacy of receptor blockade, the injection of
bradykinih was repeated. Subsequently, N“-nitro-L-arginine methyl
ester was administered as described for the control animals (see

above).



2.5. Calculation of haemodynamic parameters

All haemodynamic events, including mean arterial blood pressure,
pulmonary arterial pressure, right atrial pressure, heart rate and
cardiac output, were continuously displa}ed on a computer monitor
and were recorded on a printer coupled to this system (SDM 2000,
Dixtal, Brazil). Systemic vascular resistance was calculated as
systemic vascular resistance=[(mean arterial blood pressure-right
atrial pressure)/cardiac output] x 80, where 80 is the constant that
converts mmHg/l/min to dyn.s/cm®.

Systemic vascular resistance, systolic volume and cardiac output were
corrected for body surface area (expressed in m?) and were expressed
as the index of systemic vascular resistance (index of systemic
vascular resistance=systemic vascular resistance x body surface
area), the systolic index (systolic index=systolic volume/body surface
area) and the cardiac index (cardiac index=cardiac output/body

surface area).
2.6. Determination of cerebellum nitric oxide synthase activity

In some of the'control animals, we examined the inhibition of

brain nitric oxide synthase as described by Férstermann et al. (1990).



This assay is based on the conversion of [°H] L-arginine to [°H] L-
citrulline. At‘ the end of the dose-response curve to L-NAME the
cerebellum was rapidly removed, weighed and homogenised in 5
volumes of cold incubation buffer (Tris-HCI 50 mM, pH 7.4) containing
phenylmethylsulphonyl fluoride (1 mM) aﬁd 1 mM of L-citrulline. The
homogenates were incubated at room temperature for 30 min in the
presence of 1 mM NADPH, 2 mM CaCl, and 10 pM of L-2,3,4,5-°H]
arginine. monohydrochloride (100,000 dpm). Nitric oxide synthase
activity was also measured in the absence of calcium (omission of
CaCl; and addition of 1 mM EGTA) and in the presence of 1 mM N°-
nitro-L-arginine methyl ester in the incubation medium. The protein '
content of the samples was determined by the method of Peterson
(1977) and the enzyme‘ activity was expressed as pmol L-
citrulline/min/mg protein. Nitric oxide synthase activity was also

assayed in the cerebella of animals which received no drug, except for

anesthetic.
2.7. Determination of serum nitrate and nitrite levels

Nitrate and nitrite levels were quantified by the method of
Muscaréd and de Nucci (1996). Briefly, after separation on a strong

anion-exchange column, nitrate anions were reduced to nitrite on a
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copper-plated cadmium-filled column and then detected by the Griess
reaction. The sensitivity of the method was 30 pmol for both anions.
For the assay, 3 ml blood samples were withdrawn before and after
N®-nitro-L-arginine methyl ester administration from animals which had
not been allowed to eat or drink for 12 h before the experiment in
order to avoid nitrate ingestion. The blood was allowed to clot at room
temperature and was then centrifuged‘(4200 rom, 10 min) and the
serum - separated and stored at -20°C until analysed. The

concentrations are expressed in puM.

2.8. Measurement of serum angiotensin-converting enzyme activity

Serum angiotensin-converting enzyme activity was assayed by
measuring the amount of hippuric acid released from the synthetic
substrate hippuryl-L-leucine at pH 8.3 and at 37°C (Cushman and
Cheung, 1970). The released hippuric acid was quantified
spectrophotometrically at 383 nm after reaction with cyanuric chloride
(Hurst and Lovell-Smith, 1981). For the determination of angiotensin-
converting enzyme activity in enalapril-treated animals, 3 ml blood

samples were collected before and after administration of the drug and

processed as described above. The sera were stored at -20°C until



assayed for angiotensin-converting enzyme activity which was

expressed as nmol/ml/min.
2.9. Drugs

Bradykinin, enalapril and N°-nitro-L-arginine methyl ester were
purchased from Sigma (USA) and pentobarbital sodium (Sagatal®) was
from May & Baker (England). Diazepam (Diempax®) was purchased
from Sanofi (Brazil). Fentanyl citrate (Fentanil®) was donated by
Cristalia (Brazil) and pancuronium bromide (Pavulon®) was obtained
from the University Hospital Pharmacy. Hoe 140 was kindly provided
by Hoechst (Germany), and enalapril by Biosintética (Brazil). L-
[2,3,4,5-3H] Arginine (specific activity 60 Ci/mmol) was supplied by
Amersham (England). The reagents used invthe serum angiotensin-
converting enzyme and cerebellum nitric oxide synthase assays were

purchased from Sigma (USA).
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2.10. Data and statistical analysis

All data are shown as the mean * standard error of the mean
(S.E.M.) and were analysed by ANOVA for multiple comparisons
followed by Duncan’s test. In the case of nitric oxide synthase activity
determination data was analysed by ANOVA followed by Newman-

Keuls test. A P value < 0.05 was considered to be significant.
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3. Results
3.7. Control animals

N®-nitro-L-arginine methyl ester (0.01-10.0 mg/kg) induced a
dose-dependent rise in mean arterial blood pressure (Fig. 1A). At 10
mg/kg, N®-nitro-L-arginine methy! ester increased blood pressure by
41.7 % when compared to baseline values (from 91.3 + 3.6 to 129.4 +
4.0 mmHg, P<0.05). N®-nitro-L-arginine methyl ester also increased
systemic vascular resistance (Fig. 1D). At the highest dose, N®-nitro-L-
arginine methyl ester increased the index of systemic vascular
resistance by 148.2% (from 1915.3 + 177.6 to 4754.4 + 3635
dyn.s/cmslmz, P<0.05). Parallel with these increases, the cardiac
output (Fig. 1B) and the heart rate (Fig. 1C) decreased. At the highest
dose of N“-nitro-L-arginine methy! ester, the cardiac index decreased
44.3% (from 3.88 + 0.25 to 2.16 + 0.16 l/min/m?, P<0.05), the systolic
index decreased 12.3% (Table 1) and the heart rate decreased 38.5%
(from 117 +6.7 to 72 + 5.2 bpm, P<0.05).

N®-nitro-L-arginine methyl ester inhibited cerebellum nitric oxide
synthase activity by 58% when compared to animals in which no drug
was administered (Fig. 2). The in vitro conversion of [°H] L-arginine to
[’H] L-citrulline was strongly inhibited (>90%) when calcium was
omitted or N“’—nitro-Llarginine methyl ester, added to the incubation

medium, indicating that this conversion is due to the constitutive form
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of nitric oxide synthase. Despite the marked enzyme inhibition, neither
the serum nitrate and nitrite levels nor the serum angiotensin-
converting enzyme activity was significantly altered by N®-nitro-L-

arginine methyl ester (Table 2).

3.2. Enalapril-treated animals

Table 3 shows the effects of enalapril on basal haemodynamic
variables. Enalapril potentiated the cardiovascular changes induced
by bradykinin (300 ng/kg, Table 4) and inhibited serum angiotensin-
converting enzyme activity by 91% (from 12.8 +12to 1.1 + 0.2
nmol/ml/min, n=6, P<0.05). Despite the enzyme inhibition, the N®-nitro-
L-arginine methyl ester-induced haemodynamic changes were
unaltered. At the highest dose, N°-nitro-L-arginine methyl ester
increased mean arterial blood pressure by 29.6% when compared to
basal values (from 90.6 + 5.4 to 117.4 + 10.1 mmHg, P<0.05, Fig. 1A).
N®-nitro-L-arginine methyl ester also dose-dependently increased the
systemic vascular resistance (Fig. 1D). At 10 mg/kg, the index of
systemic vascular resistance increased 124.1% (from 1857.4 +88.4 to
4163.5 + 785.4 dyn.slcm’m? P<0.05). Finally, N°-nitro-L-arginine
methyl ester produced a dose-dependent decrease in the cardiac
output and heart raté (Fig. 1B and C, respectively). At the highest

dose, the cardiac index decreased 30.1% (from 3.89 + 0.17 t0 2.72 +
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0.48 I/min/m?, P<0.05), while the heart rate decreased 50.0% (from
136 + 10.7 to 68 + 6.3 bpm, P<0.05). However, in enalapril-treated
animals, the systolic index did not decrease in response to N®-nitro-L-

arginine methyl ester administration (Table1).

3.3. Captopril-treated animals

Captopril induced similar changes to enalapril in the basal
haemodynamic parameters, 'i.e., a fall in mean arterial blood pressure
(from 95.9 + 5.0 to 90.1 + 5.0 mmHg, P<0.05). Captopril infusion also
potentiated the bradykinin-induced cardiovascular changes (data not
shown). As with enalapril, captopril failed to affect the N®-nitro-L-
arginine methyl ester-induced haemodynamic changes (Fig. 3).
Despite the fall in the cardiac index, N“-nitro-L-arginine methyl ester

did not decrease the systolic index (Table 1).

3.4. Hoe 140-treated animals

Hoe 140 (0.1 mg/kg) did not significantly change the
haemodynamic parameters of anaesthetised dogs (Table 3). The
maximum hypotensive effect induced by bradykinin (300 ng/kg) was -
42.8 + 7.1 mmHg (from 98.4 + 4.8 to 556 + 7.3 mmHg) and was
abolished by Hoe 140. In the presence of bradykinin B, receptor

blockade, N”-nitro-L-arginine methyl ester dose dependently affected
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all of the haemodynamic parameters. At 10.0 mg/kg, mean arterial
blood pressure increased 39.8% (from 94.3 + 8.2 to 131.8 + 7.3
mmHg, P<0.05 when compared to basal values, Fig. 4A). At the same
dose, the index of systemic vascular resistance increased 199.8%
(from 1956.8 + 135.8 to 5867.3 + 619.6 dyn.slcm’/m? P<0.05; Fig.
4D). Simultaneously, N®-nitro-L-arginine methy! ester decreased the
cardiac output and caused bradycardia (Fig. 4B and C). At the highest
dose, N®-nitro-L-arginine methyl ester reduced the cardiac index by
52.9% (from 3.89 + 0.35 to 1.83 + 0.11 l/min/m?, P<0.05) while the
heart rate decreased 36.8% (from 106 + 11.3 to 67 + 5.1 bpm,
P<0.05). The decrease in the cardiac index was accompanied by a

decrease in the systolic index (25.2%, Table1).
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4. Discussion

The present results clearly demonstrate that the angiotensin-
converting enzyme ;inhibitors énalapril and captopril failed to affect the
haemodynamic changes induced by acute N®-nitro-L-arginine methyl
ester administration in the anaesthetisved dog. The bradykinin B:
antagonist Hoe 140 also had no significant effect on these
haemodynamic changes. These results are unlikely to reflect
inadequate doses of the compounds used, since enalapril and
captopril strongly potentiated, while Hoe 140 abolished, the
cardiovascular changes induced by bradykinin. Furthermore, at the
dose used, enalapril markedly inhibited serum angiotensin-converting
enzyme activity. Together, these findings indicate that the renin-
angiotensin system does not modulate the haemodynamic changes
induced by acute N°-nitro-L-arginine methyl ester administration in the
anaestethised dog. Similar results were obtained by Nafrialdi and
Mimran (1993) who verified that angiotensin Il receptor blockade by
losartan did not prevent the development of either arterial
hypertension or bradycardia induced by acute N“-nitro-L-arginine
methyl ester administration. Moreover, losartan did not alter the
decrease in cardiac output induced by N®-nitro-L-arginine methy| ester
in two-kidney, one clip hypertensive rats (Sigmon and Beierwaltes,

1993).
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In rats, chronic inhibition of nitric oxide synthesis by N®-nitro-L-
arginine methyl ester leads to hypertension (Baylis et al., 1992;
Ribeiro et al.,, 1992). In contrast to the acute situation, daily co-
administration of N”-nitro-L-arginine methyl ester and losartan (Ribeiro
et al., 1992) or N®-nitro-L-arginine methyl ester and enalapril (Pollock
et al., 1993; Moreno et al., 1995) prevents the development of arterial
hypertension. These observations indicate that chronic, but not acute
N®-nitro-L-arginine méthyl ester -induced hypertension is modulated
by renin-angiotensin system activation.

One possible explanation for this discrepancy would reflect the
action of nitric oxide synthase inhibitors on renin release. Acute nitric
oxide blockade induces renal vasoconstriction (Gardiner et al., 1990;
Zatz and de Nucci, 1991) and hence could evoke the release of renin.
However, acute nitric oxide blockade diminishes renin secretion
(Johnson and Freeman, 1992; Naess et al., 1993; Deng et al., 1994;
Schricker et al., 1995) further indicating that the haemodynamic effects
induced by acute N®-nitro-L-arginine methyl ester administration
independs on the renin-angiotensin system activation. Indeed, chronic
administration of nitric oxide synthesis inhibitors is associated with
hyporreninemia (Dananberg et al, 1993; Navarro et al., 1994).
Considering that tissular renin-angiotensin system seems to play a

more important role in controling blood pressure than circulating renin-



19

angiotensin system (Dzau et al., 1986; Campbell, 1987; Falkenhahn et
al., 1994), these studies may reflect this difference since they have
measured plasma, and not tissue renin activity.

Pretreatment of the animals with either enalapril or captopril
prevented the decrease in the systolic iﬁdex induced by N®-nitro-L-
arginine methyl ester. Since angiotensin Il exerts positive inotropic
effect (Falkenhahn et al., 1994), this protection should reflect that
bradykinin, rather than angiotensin ll, modulates canine myocardial
contractitlity. The finding that the decrease in cardiac output persisted
even in the animals treated with angiotensin-converting enzyme

inhibitors indicates that this effect is mainly due to bradycardia.
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Effect of N°-nitro-L-arginine methyl ester (0.01-10.0 mg/kg) on the

systolic index of control animals (L-NAME, n=18) or in the animals pre-

treated with captopril (2 mg/kg, n=8), enalapril (2 mg/kg, n=6) or HOE

140 (0.1 mg/kg, n=6). The values are mean + S.E.M. and are

expressed as mi/beat/m>.

L-NAME Captopril Enalapril HOE 140
Basal 342+28 283+28 287+1.8 37.3+24
L-NAME 0.01 358+25 29.0+27 284+29 36.7 +3.2
0.03 369+25 322+3.2 30.4 + 3.1 35.6 +2.3
0.1 354+27 32.0+3.1 33.6+42 37.8+33
03 342+25 371+45  337+53 36.1 +4.0
1.0 334+23 352+38 35.1+5.1 34.7 £33
3.0 306+26* 35.1+46 346 +6.3 31.3+24
10.0 30.0+1.9* 34.5+3.9 35.4 +6.1 279 +2.1*

* p < 0.05 when compared to basal values.
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Table 2

Nitrate and nitrite levels and angiotensin-converting enzyme (ACE)
activity in dog serum. Blood was withdrawn before (Basal) and after
the infusion of each dose of N“-nitro-L-arginine methyl ester (0.01-

10.0 mg/kg). Values represent the mean + S.E.M. (n=5).

Treatment Nitrate (M) Nitrite (uM) ACE(nmol/mi/min)
Basal . — 10.2+1.9 0.26 +0.12 13.0+1.7
L-NAME 0.01 121 +2.5 0.42 +0.16 120+1.9
0.03 93+1.5 0.54 +0.17 121 +1.3
0.1 10.7 +1.2 0.58 +0.18 120+1.5
0.3 92+20 0.28 +0.10 11.8+1.7
1.0 79+15 0.60 + 0.22 12.3+1.4
3.0 87+15 0.48 +0.13 129+23

10.0 93+25 0.50 +0.18 11.2+17
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Effect of enalapril (2 mg/kg, n=9) and HOE 140 (0.1 mg/kg, n=6)

infusions on the basal mean arterial blood pressure (MABP, mmHg),

cardiac index (CI, I/min/m?), systolic index (SI, mi/bat/m?), heart rate

(HR, bpm) and index of systemic vascular resistance (ISVR,

dyn.s/cm’/m?) of anaesthetised dogs. Values represent the mean +

S.E.M.. Resuits were analysed by ANOVA followed by Duncan'’s test.

ENALAPRIL Hoe 140
Before After Before After
MABP 94.4+47 90.6 +34 97.5+6.2 95.5+8.6
Ci 3.08 + 0.47 3.48 + 0.21* 3.79 +0.31 3.63 +0.33
Sl 26.7+2.4 28.5+2.1* 36.6 +4.6 36.4 +4.5
HR 117 +7.2 | 124 +87 107 +8.9 103 + 8.8

ISVR 24714 +187.0 2091.6 +122.3* 2110.0+187.7 2103.3+101.8

*p < 0.05 when compared to values before drug administration.
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Table 4

Potentiation of the bradykinin-induced cardiovascular changes by
enalapril. The haemodynamic parameters measured were mean
arterial blood pressure (MABP), cardiac index (Cl), heart rate (HR)
and index of systemic vascular resistan‘ce (ISVR). Values are the

mean * S.E.M. (n=7).

ENALAPRIL
Before After Potentiation (%)
MABP (mmHg) 197 +2.8 -48.7 + 2.6 146
Cl (I/min/m?) -0.73+0.10 +2.00 + 0.41* 174
HR (bpm) +22 +6.1 +48 + 16.0 118
ISVR (dyn.slcm®m?)  -993.8 + 132.5  -1466.1 + 107.7* 147

* p<0.05 when compared to values obtained before enalapril

administration.
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Fig. 1. Effects of N”-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 0.01-10.0
mg/kg) on the mean arterial blood pressure (MABP, Panel A), cardiac
index (Cl, Panel B), heart rate (HR, Panel C) and index of systemic
vascular resistance (ISVR, Panel D) of anaesthetised dogs in the
absence (0, n=18) and in the presence (+, n=7) of enalapril (2 mg/kg).
Each dose of N®-nitro-L-arginine methyl ester and enalapril was
infused for 8 min at a rate of 0.5 mi/min. Values are the mean + S.E.M.

*p< 0.05 versus the respective control (C)
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Fig. 2. Nitric oxide synthase (NOS) activity in cerebellum homogenates
from control animals (no drug administered, n=5, Control) and animals
which received N“-nitro-L-arginine methyl ester (total dose of 14.44
mg/kg, n=5, L-NAME). Nitric oxide synthase activity was assayed in
the normal calcium-containing buffer (total activity, open columns), in
the presence of 1 mM EGTA (calcium free buffer, striped columns),
and in the presence of 1 mM N®-nitro-L-arginine methyl ester (solid
columns). The data represent the mean + S.E.M. *p<0.05 and
**p<0.01 when compared to the corresponding activity in calcium-
containing buffer. #p<0.01 when compared to the activity in calcium-
containing buffer of the non- N®-nitro-L-arginine methyl ester treated

animals.
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Fig. 3. Effects of N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 0.01-10.0
mg/kg) on the mean arterial blood pressure (MABP, Panel A), cardiac
index (Cl, Panel B), heart rate (HR, Panel C) and index of systemic
vachlar resistance (ISVR, Panel D) of anaesthetised dogs in the
absence (0, n=18) and presence (+, n=9) of captopril (2 mg/kg). Each
dose of L-NAME and captopril was infused for 8 min at a flow rate of
0.5 mllmin. The values are the mean + S.E.M.

*p< 0.05 versus the respective control (C)
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Fig. 4. Effects of N“-nitro-L-arginine methy! ester (L-NAME, 0.01-10.0
mg/kg) on the mean arterial blood pressure (MABP, Panel A), cardiac
index (Cl, Panel B), heart rate (HR, Panel C) and index of systemic
vascular resistance (ISVR, Panel D) of anaesthetised dogs in the
absence (0, n=18) and presence (¢, n=6) of the bradykinin B, receptor
antagonist Hoe 140 (0.1 mg/kg). Each dose of N°-nitro-L-arginine
methy! ester and Hoe 140 was infused for 8 min at a rate of 0.5 mi/min.
Values .are the mean + S.E.M. *p< 0.05 compared to the respective

control (C).
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