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RESUMO

OGNIBENE, Dayane Teixeira. Papel do sistema renina-angiotensina sobre a funcdo
vascular e plaquetdria na gravidez normal e associada a hipertensdo. 2010. 93 f. Tese
(Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Na gravidez a circulagdo sist€émica materna se adapta para favorecer a perfusao ttero-
placentdria e o sistema renina-angiotensina (SRA) tem um papel importante nessa adaptagao.
O objetivo deste estudo foi investigar a contribui¢cdo do SRA para a regulacio cardiovascular
materna no final da gravidez, assim como a via L-arginina-NO-GMPc em plaquetas de ratas
normotensas e espontaneamente hipertensas (SHR). O leito arterial mesentérico (LAM) e
plaquetas foram obtidos no 20° dia de gravidez de ratas Wistar (NG) e SHR (HG) e
respectivos controles em diestro (ND e HD). A pressao arterial sist6lica foi reduzida no final
da gravidez de ratas NG e HG. Os efeitos vasodilatadores induzidos pela angiotensina II e
pela angiotensina 1-7, avaliados em LAM pré-contraido com norepinefrina, foram maiores em
ratas HG do que nos outros grupos. A expressdo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS)
endotelial, avaliada em LAM pela técnica de Western Blotting, foi maior em NG e HG
comparada com 0s respectivos controles. Enquanto isso, a expressdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e dos receptores AT, se apresentou aumentada em HD comparada aos
grupos normotensos e a gravidez levou a reducdo das expressdes em HG. A expressdo de
ECA?2 foi maior nos grupos hipertensos do que dos grupos normotensos. O dano oxidativo,
avaliado pela formagdo de substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico, foi menor em LAM de
ratas NG e HG. A atividade da superéxido dismutase foi menor em HG comparada a HD.
Enquanto isso, a gravidez aumentou a atividade da catalase em ratas normotensas € aumentou
a atividade da glutationa peroxidase em ratas hipertensas. Em suspensdo de plaquetas, as
expressoes de NOS endotelial e induzivel, avaliadas por Western Blotting, assim como, a
atividade da NOS intraplaquetdria, mensurada pela conversao de L-[3 H]-arginina a L-[3 H]-
citrulina, foram reduzidas em NG comparadas a ND, apesar do influxo inalterado de L-
arginina. Paradoxalmente, os niveis de GMPc foram similares entre ND e NG, assim como a
expressao de fosfodiasteraseS (PDES) e a agregacdo plaquetdria induzida por ADP. Em SHR,
o influxo de L-arginina foi reduzido na gravidez. Ratas HG apresentaram menor expressao de
NOS induzivel e atividade da NOS quando comparadas com ratas HD. A expressdo das
enzimas guanilato ciclase solivel e PDES foram menores em HG comparadas a HD, mas
nenhuma diferenga foi observada nos niveis de GMPc entre os dois grupos. Entretanto, niveis
aumentados de GMPc foram observados em HG comparado aos grupos normotensos e a
agregacdo plaquetdria permaneceu inalterada. Os resultados sugerem que a reducdo da
pressdo arterial para valores normais no final da gravidez em SHR pode estar relacionada ao
aumento da producdo de NO e das respostas vasodilatadoras induzidas por angiotensina II e
angiotensina 1-7, assim como a reducdo da expressdo de ECA e receptores AT e do estado
oxidativo no LAM. Além disso, este estudo revela a presenca da via L-arginina-NO-GMPc
em plaquetas de ratos. Apesar de uma reduzida biodisponibilidade plaquetdria de NO, a
agregacdo plaquetaria permanece inalterada em HG, o que pode estar relacionado ao aumento
dos niveis de GMPc e a reduzida expressdao de PDES.

Palavras-chave: Hipertensdo. Gravidez. Leito arterial mesentérico. Plaquetas. Sistema renina-
angiotensina. Oxido nitrico.



ABSTRACT

During pregnancy the systemic maternal circulation adapts to facilitate uteroplacental
perfusion and the renin-angiotensin system (RAS) plays an important role in this adaptation.
The objective of this study was to investigate the contribution of RAS on the maternal
cardiovascular regulation at the end of pregnancy as well as the L-arginine-NO-cGMP
pathway in platelets from normotensive and spontaneously hypertensive rats (SHR).
Mesenteric arterial bed (MAB) and platelets were obtained in the 20th day of pregnancy from
female SHR (SHR-P) and normotensive controls (P) or age-matched non-pregnant rats (SHR-
NP and NP). The systolic blood pressure in P and SHR-P rats was reduced at the end of
pregnancy. The vasodilator effects of angiotensin II and angiotensin 1-7, evaluated in
norepinephrine preconstricted MAB, were higher in SHR-P than in other groups. Endothelial
nitric oxide synthase (NOS) expression in MAB was evaluated by Western Blotting and was
increased in P and SHR-P compared to their non-pregnant counterparts. Angiotensin-
converting enzyme (ACE) and AT, receptor expressions were increased in MAB from SHR-
NP compared to normotensive groups and the pregnancy reduced their expressions in SHR.
On the other hand, ACE2 expression was higher in MAB from hypertensive than
normotensive groups. Oxidative damage, evaluated by formation of thiobarbituric acid
reaction substances (TBARS), was reduced in the pregnant groups compared to their non-
pregnant counterparts. Superoxide dismutase activity was reduced in SHR-P compared to
non-pregnant group. Pregnancy increased catalase activity in normotensive rats and increased
glutathione peroxidase activity in SHR. In the platelet suspension, intraplatelet NOS activity
measured by the conversion of L-[3H]-arginine to L-[*H]-citruline was reduced in P compared
to NP, despite unchanged in L-arginine influx. The expressions of endothelial and inducible
NOS, evaluated by Western Blotting, were decreased during pregnancy in normotensive rats.
Paradoxically, cGMP levels were similar between NP and P, as well as phosphodiesterase5
(PDES) expression and platelet aggregation induced by ADP. In SHR, L-arginine influx was
reduced in SHR-P compared to SHR-NP. SHR-P had impaired NOS activity and reduced
inducible NOS expression compared with SHR-NP. Soluble guanylate cyclase and PDES
expressions were lower in SHR-P compared to SHR-NP while no differences were noted in
cGMP levels between groups. However, increased levels of cGMP levels were observed in
SHR-P compared to normotensive groups and platelet aggregability remained unaltered. The
results suggest that the reduction of blood pressure to normal values at the end of pregnancy
in SHR may be related to an increased NO production and vasorelaxation to Ang Il and Ang
1-7 associated with decreased expression of vascular ACE and AT1 receptors and oxidative
status. Morover, this study reveals the presence of L-arginine-NO-cGMP pathway in rat
platelets. Despite reduced platelet NO bioavailability in pregnant hypertensive rats, platelet
aggregability remains unaltered, which may be related to increased levels of cGMP and
reduced expression of PDES.

Keywords: Hypertension. Pregnancy. Mesenteric arterial bed. Blood platelets. Renin-
angiotensin system. Nitric oxide.
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INTRODUCAO

A gestacdo normal é uma condicdo fisioldgica caracterizada por um aumento
progressivo dos diferentes componentes do sistema renina-angiotensina (SRA)
(BROSNIHAN, 2004). As conseqiiéncias fisiologicas do SRA estimulado ndo sdo
completamente entendidas e tampouco, se a alteracdo desse sistema pode contribuir para as
desordens hipertensivas da gravidez.

Na gestacdo normal, o estrogénio e/ou progesterona promovem um aumento na
atividade do SRA pelo aumento dos niveis circulantes e teciduais de angiotensinogénio e
renina (OELKERS, 1996). Paralelamente ao aumento da atividade da renina, é observado um
aumento progressivo dos niveis plasmdticos do hormonio peptideo angiotensina II (Ang II),
formado a partir da angiotensina I (Ang I) pela acdo da enzima conversora de angiotensina
(ECA) (BROSNIHAN et al., 2004). As acdes da Ang II sao mediadas pela ativacdo de pelo
menos dois subtipos de receptores, AT; e AT,. A maioria das a¢gdes conhecidas da Ang II,
incluindo a estimulacdo da vasoconstri¢do, retencdao de sodio, crescimento celular e estresse
oxidativo é mediada pelo receptor AT;, enquanto a funcdo dos receptores AT, é bem menos
conhecida, mas as evidéncias indicam que o receptor AT, deve contrapor as a¢des mediadas
por AT, sobre a pressdo arterial e proliferacao celular (KASCHINA & UNGER, 2003).

Apesar do expressivo aumento da atividade do SRA durante o curso normal da
gestacdo, a pressdo arterial ndo aumenta. O que se observa na gestacao, tanto em mulheres
como em ratas normotensas, € um aumento do volume sanguineo e débito cardiaco para suprir
as demandas da circulacdo utero-placentdria. Apesar disso, observa-se um discreto
decréscimo da pressdo arterial, no decorrer da gestacdo, atribuida a acentuada queda da
resisténcia vascular periférica (RVP) (LEVY et al., 2008; PALLER, 1987). Portanto, deve-se
questionar por que a atividade aumentada do SRA ndo resulta em hipertensdo na gestacdo
normal.

Até o momento, tem sido proposto que mulheres gravidas sdo resistentes ao efeito
pressor da Ang II, e por isso elas permanecem normotensas, apesar do aumento de 2.7 vezes
na concentracdo plasmatica do peptideo. Na gestacdo normal, esta hiporreatividade vascular a
Ang II tem sido associada, em parte, a uma menor expressiao do receptor AT; (BROSNIHAN
et al., 2004). Além disso, a vasoconstricdo poderia ser atenuada pela secre¢do de fatores
relaxantes como o Oxido nitrico (NO) e prostaciclina (PGl,) pelas células endoteliais

(VALDES et al., 2009). Atualmente, as evidéncias sugerem que a secre¢do desses fatores
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relaxantes derivados do endotélio estd freqlientemente sob o controle de hormdnios
classicamente associados com a contragao do musculo liso vascular, incluindo a Ang II, e que
a gestacdo, particularmente, parece aumentar seletivamente esta resposta endotelial
(STENNETT et al., 2009). Entretanto, ndo se conhece se a propria Ang II € capaz de relaxar a
vasculatura de ratas gravidas e, portanto, contribuir para a modulacdo do tonus vascular na
gravidez; se esta resposta estd aumentada na gestacdo normal e se este efeito é mediado por
receptores AT,, como jid foi observado por nosso grupo em vasos de animais machos
normotensos (SOARES DE MOURA et al., 2004) e hipertensos (OGNIBENE et al., 2009).
Além disso, um possivel aumento da sintese e expressdao de outros componentes do SRA deve
ser considerado.

A descoberta da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) (DONOGHUE et al.,
2000), homdloga a ECA, imprimiu uma nova dimensdo ao SRA, tornando-o muito mais
complexo do que se pensava originalmente. A cascata enzimdtica do SRA agora inclui as vias
dependentes de ECA2 que geram diretamente Angiotensina 1-9 a partir de Ang I e degradam
Ang II em Angiotensina 1-7 (Ang 1-7) (Figura 1). Tem sido descrito que a Ang 1-7 via
receptor AT;.; ou mas, e Ang II via receptor AT, promovem efeitos opostos aqueles mediados
pelo receptor AT, da Ang II, incluindo vasodilatacdo e efeito antiproliferativo (SANTOS et
al., 2005). A ECAZ2 ¢ resistente aos inibidores da ECA (p. ex. captopril, lisinopril, e enalapril)
que sdo largamente utilizados na terapia anti-hipertensiva. Este fato sugere que a ECA2 deve

agir para contrabalancear a atividade dos componentes vasoconstritores do SRA.

Angiotensinogénio
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Figura 1- Principais vias envolvidas na formag¢ao de angiotensinas.
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De fato, estudos prévios indicam que os niveis plasmatico e urindrio de Ang 1-7 estdo
aumentados em mulheres e ratas gravidas normotensas (BROSNIHAN er al., 2005) e
reduzidos em modelo de pré-eclampsia (JOYNER et al., 2007). A localizacdo e expressao
utero-placentaria de Ang 1-7 e ECA?2 sugerem uma fung¢do autdcrina da Ang 1-7 na regulagdo
vasoativa durante a gestacdo (BROSNIHAN et al., 2005; VALDES et al., 2006). Além disso,
o nivel plasmdtico aumentado de Ang 1-7 estd associado com um efeito vasodilatador
aumentado deste peptideo em artéria de resisténcia (NEVES et al., 2003). Esses relevantes
achados nos levaram a questionar se a Ang 1-7 e a ECA2 também poderiam contribuir para a
regulacdo cardiovascular na gravidez e se a hipertensio pré-existente modifica essa regulagao.

Portanto, a gravidez normal estd associada a profundas modificacdes hemodinamicas.
A redug¢do da pressdo arterial acompanha a queda da resisténcia vascular periférica
(PHIPPARD et al., 1986; ROBSON et al., 1989). Os mecanismos responsdveis pela
vasodilatacdo associada a gravidez ndo sdo completamente entendidos, mas estudos anteriores
demonstraram que o NO € o principal modulador dessa resposta (COCKELL & POSTON,
1997; WILLIAMS et al., 1997) e que ha o aumento da sua sintese durante a gestacao normal
(SLADEK et al., 1997; CONRAD et al., 1993), assim como o aumento da atividade da
enzima 6xido nitrico sintase (NOS) e dos niveis de guanosina monofosfato ciclica (GMPc)
(WEINER et al., 1994b; NELSON et al., 2000). Portanto, o NO liberado das células
endoteliais € um importante vasodilatador que pode ter um papel fundamental na regulacdo
cardiovascular durante a gravidez. Assim como nas células endoteliais, estudos apontam para
o aumento da NOS endotelial (eNOS) em plaquetas de mulheres gravidas normotensas € a sua
reducdo na gravidez associada i pré-eclampsia (DELACRETAZ et al., 1995).

Em ratas espontaneamente hipertensas (SHR), o nivel de pressdo arterial sistdlica
(PAS) permanece elevado até, aproximadamente, o 14° dia de gravidez, entretanto € reduzido
a valores normais no final da gravidez (RACASAN et al., 2005; IACONO et al., 2009),
mesmo com um aumento do volume sanguineo e do débito cardiaco. Esse fendmeno tem sido
associado a diminuicdo da responsividade a agentes vasoconstritores (PALLER et al., 1984;
BALLEJO et al., 2002), como também ao aumento da producdo de NO e PGI, pelo endotélio
(WARE et al., 1993). Modificagdes adaptativas do SRA e do estado inflamatério parecem
contribuir para essa reducido. Recentemente foi demonstrado que um aumento da expressao
renal de receptores AT,, associado a reducdo de receptores ATj, assim como, a reducdo do
estado pré-inflamatério e de pardmetros oxidativos renais parecem contribuir para a queda da

pressao arterial durante a gravidez em SHR (IACONO et al., 2009). No entanto, ainda nédo €
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conhecida a resposta vascular aos peptideos Ang Il e Ang 1-7, assim como a expressdao
vascular de suas enzimas geradoras, ECA e ECA2, dos receptores AT, e AT, e o estado
oxidativo vascular durante a gravidez em SHR.

As desordens hipertensivas representam uma importante complicagdo na gestacao,
pois favorecem o retardo do crescimento intrauterino humano, contribuindo para a morbidade
e mortalidade neonatal (BASSAN et al., 2005; SHAH, 2005). Ao contrario do que se observa
na gestacdo normal, a sensibilidade a norepinefrina e Ang II estd elevada na gestacdo
associada a hipertensdo, caracterizando um aumento da resposta vasoconstritora, que
contribui para o aumento da resisténcia periférica (GANT et al., 1973).

A disfuncdo endotelial, caracterizada por uma reducdo no relaxamento vascular
dependente de endotélio, também parece contribuir para o estado hipertensivo na gestacdo
(RESENDE et al., 2004), pois favorece também o aumento da resisténcia periférica. Dentre os
fatores que contribuem para a etiologia da disfuncdo endotelial, grande destaque tem sido
dado ao estresse oxidativo. Este, por sua vez, representa um desequilibrio entre geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e a protecdo antioxidante, resultando no aumento da
disponibilidade de EROs (TOUYZ, 2004). Apesar de estar bem estabelecido que a Ang II
representa um dos principais mediadores do estresse oxidativo na hipertensdo, contribuindo
para a disfuncdo endotelial (TOUYZ, 2004), este papel ainda ndo foi esclarecido na
hipertensdo que acompanha a gestacdo. Como a Ang 1-7 parece mediar fun¢des opostas as da
Ang II, um possivel efeito antioxidante deste peptideo poderia contribuir para a manutengao
de uma func¢do endotelial na gestacdo normal. Trabalhos recentes demonstraram que a Ang 1-
7 € capaz de modular negativamente o efeito pré-oxidante da Ang II em ratos e humanos
(POLIZIO, 2007, SAMPAIO, 2007). Entretanto, nenhuma evidéncia nesse sentido foi
observada no curso da gestacdo e tampouco se essa funcdo estaria alterada na hipertensao.

Estudos sugerem que os fatores de risco para doencas cardiovasculares estdo
associados ndao somente a disfuncdo endotelial (BRUNNER et al., 2005), mas também a
ativacdo plaquetdria (KONSTANTINOVA et al., 2006). Na hipertensdo, as plaquetas estdao
ativadas e ainda, nas doencas cardiovasculares, parece haver uma diminuicdo da
responsividade plaquetaria ao efeito anti-agregante do NO (CHIRKOV et al., 2004). Estudos
indicam que uma reduc¢do intraplaquetdria de NO, associada com uma hiperagregabilidade
plaquetdria, pode estar envolvida nos eventos trombdéticos em pacientes com hipertensiao
essencial (BRUNINI et al., 2004; MOSS et al., 2004, DE MEIRELLES et al., 2009), uma vez
que o NO inibe a adesdo plaquetdria (QUEEN et al., 2000), agregacio (RADOMSKI et al.,



19

1990), recrutamento (FREEDMAN et al., 1997) e formacdo de agregados leucdcito-plaqueta
(CHUNG et al., 2004). Dessa forma, o aumento da ativacdo plaquetdria na hipertensao parece
estar associado com uma diminuicdo na biodisponibilidade do NO (MOSS et al., 2004;
BRUNINI et al., 2005; TADDEI et al., 2006).

Além disso, evidéncias sugerem que as plaquetas possuem receptores para Ang II, e
esse peptideo, por sua vez, potencializa a agregacdo plaquetdria (TOUYZ & SCHIFFRIN,
1993). Por outro lado, foi demonstrado que a Ang 1-7, peptideo vasodilatador e possivel
antagonista das acdes fisioldgicas da Ang II (BROSNIHAN et al., 1996), potencializa o efeito
anti-agregante plaquetdrio induzido pelo nitroprussiato de sédio, um doador de NO
(RAJENDRAN et al., 2005). No entanto, ndo hd evidéncias a respeito do papel da via L-
arginina-NO em plaquetas e sua ativacdo durante a gravidez de ratas espontaneamente
hipertensas.

Utilizando SHR como um modelo de gravidez associada com hipertensdo pré-
existente, avaliamos neste estudo as acdes vasculares da Ang Il e da Ang 1-7; a expressdo
vascular de componentes do SRA, como as enzimas conversoras (ECA e ECA2) e receptores
(AT1 e AT2), e o estado oxidativo para a melhor compreensdo da contribui¢do do SRA para a
regulacdo cardiovascular materna normal e associada a hipertensdo. NOs estudamos, ainda, a
via L-arginina-NO intraplaquetdria e sua correlacio com a fungdo plaquetdria e a pressao

arterial no final da gravidez de ratas normotensas e espontaneamente hipertensas.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Hipertensao Arterial e Gravidez

A hipertensdo arterial sistétmica (HAS) essencial é uma doengca com imensas
repercussdes sociais devido a sua alta morbidade e mortalidade. De acordo com o VII Joint
National Comittee (VII JNC) sdo considerados hipertensos pacientes com pressdo arterial
sistolica maior ou igual a 140 mm Hg ou pressdo diastolica maior ou igual a 90 mm Hg (VII
JNC, 2003; VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdao Arterial, 2010).

Estima-se que, no mundo, cerca de um bilhdo de pessoas apresentem HAS e que
aproximadamente 7,1 milhdes de mortes sejam atribuidas a esta doenga (VII JNC, 2003). Os
dados sobre a prevaléncia da hipertensdo arterial sistémica no Brasil sdo escassos e, muitas
vezes, limitados a determinadas regidoes geograficas (LESSA, 2001). Estudos populacionais
realizados em algumas cidades do Brasil mostram prevaléncia de hipertensdo arterial em 22,3%
a 43,9% da populagao (IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial, 2004).

Alguns fatores podem estar associados ao desenvolvimento da hipertensdo arterial,
sendo considerados fatores de risco, a idade, habitos alimentares (incluindo o consumo de sal e
a ingestdo de élcool), obesidade, estresse psicossocial, tabagismo e sedentarismo (V Diretrizes
Brasileiras de Hipertensao Arterial, 2007).

Dados de estudos observacionais realizados nos anos 90 demonstram que, tanto
hipertensdo arterial sistolica como diastdlica estdo associadas com o aumento do risco de
desenvolvimento de doencga cardiovascular e acidentes vasculares encefdlicos (LEWINGTON
et al., 2002), sendo que a redugdo dos niveis tensionais reduz o risco dessas complicagdes em
20% para doencas cardiacas isquémicas e em até 40% para acidentes vasculares cerebrais
(TURNBULL, 2003; VII JNC, 2003).

A hipertensdo constitui uma grande complicacdo na gestacdo, apresentando uma
elevada morbi-mortalidade. Em média atinge de 12 a 22% das gestacdes em diferentes classes
sociais, sendo responsavel por 17% de 6bitos maternos nos EUA e aproximadamente 35% no
Brasil. O diagnéstico de hipertensdo durante a gestacdo também é baseado na presenca de
niveis tensionais iguais ou acima de 140/90 mm Hg (KAPLAN, 2001; JAMES et al., 2004). No
entanto, a classificacdo utilizada na descricio dos distirbios hipertensivos encontrados em
associacdo a gravidez ainda sdo arbitrdrios. Entretanto, é fundamental a distin¢do entre a HAS

que antecede a gravidez e a hipertensdo induzida pela gravidez.
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A presenga da pressdo arterial elevada na gravidez indica quase sempre uma das
quatro condig¢Oes: 1) hipertensdo gestacional: diagnosticada apds a 20 semana; 2) pré-
eclampsia: diagnosticada apdés a 20* semana e associada 2 proteintria (300 mg/L em 24
horas), mas na presenca de convulsdo denomina-se eclampsia; 3) hipertensdo essencial
cronica: antecede a gestacdo; 4) pré-eclampsia sobreposta a HAS cronica ou nefropatia:
quando ocorre uma piora de hipertensdo na presenca de proteinudria (300 mg/L em 24 horas)
(JAMES et al. 2004).

Como a hipertensdo experimental em animais, especialmente a hipertensdao espontanea
de origem genética, compartilha com a hipertensdo essencial, no homem, caracteristicas
comuns, como a alta resisténcia vascular periférica, o rato SHR representa um dos modelos
experimentais de hipertensdao mais apropriados para o estudo das alteracdes cardiovasculares

que acompanham a gestagdo com hipertensao pré-existente.

1.2 Sistema Renina-Angiotensina

O SRA atua de maneira sinérgica com o sistema nervoso simpdtico na regulacido da
pressdo arterial. O principal fator determinante da atividade deste sistema € a renina (uma
aspartil protease), que € secretada principalmente por células do aparelho justaglomerular.
Esta enzima estd envolvida no metabolismo do angiotensinogénio, uma 0, globulina que se
origina principalmente no figado, formando Ang I (Figura 1).

Uma vez formada a Ang I, uma dipeptidil carboxipeptidase catalisa a remocao do
dipeptideo His-Leu da Ang I, dando origem a Ang II rapidamente na circulacdo (Figura 1).
Esta enzima, ECA, foi descoberta por acaso no plasma (SKEGGS, 1984). A sua
especificidade é muito baixa, hidrolisando diversos substratos além da Ang I, por exemplo,
agindo sobre a bradicinina (BK), um potente peptideo vasodilatador, formando fragmentos de
cininas inativos, sendo por este motivo também conhecida como cininase II. Essa enzima €
fundamental no controle neuro-humoral da pressdo arterial e seus inibidores sdo utilizados no
tratamento de diferentes formas de hipertensdo e na insuficiéncia cardiaca (HANSSON et al.,
1999). Entretanto, alguns estudos mostram que a Ang II pode ser gerada por outras enzimas,
além da ECA, por exemplo, as quimases (HUNSAIN, 1993). Dessa forma o bloqueio
funcional pelos inibidores da ECA nao é completo.

Em 2000, a ECA2 foi descoberta e caracterizada como uma enzima similar a ECA

(TIPNIS et al., 2000), contendo 805 aminoécidos com significativa homologia. No entanto, ao
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contrario da ECA, a ECA2 hidrolisa Ang I a Ang 1-9, Ang II a Ang-(1-7) (Figura 1), e BK a
BK-(1-7) (metabdlito inativo). Além disso, a ECA2 ndo converte Ang I em Ang II, e sua
atividade enzimatica ndo € inibida pelos conhecidos inibidores da ECA. A ECA2 € um
inibidor da formacdo de Ang II, por estimulacdo de vias alternativas de degradacio de Ang L.
Essa enzima foi localizada na membrana de midcitos cardiacos, cé€lulas endoteliais e tubulares
renais e no testiculo (DONOGHUE et al., 2000). O RNAm e os niveis de proteina para ECA2
estdo diminuidos no rim de modelos de hipertensdo em ratos. Além disso, ja foi demonstrado
que o aumento da expressdo de ECA2 na vasculatura esta relacionado a reducio da pressao
arterial e melhora da fungdo endotelial em ratos hipertensos (RENTZSCH et al., 2008). Os
dados encontrados até o presente indicam que a ECA2 provavelmente atue contrabalancando
as acdes da ECA (CRACKOWER et al., 2002).

A Ang II € o principal autacéide do SRA. A sequéncia de aminoacidos da Ang II, Asp-
Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe, € igual em humanos, cavalos e porcos, sendo em bovinos o
aminodcido isoleucina na posicdo 5 do peptideo trocado pela valina. A Ang II exerce suas
acoes bioldgicas através da ligacdo a distintos receptores de membrana e, consequentemente,
ativa diversas vias intracelulares. Dois principais subtipos de receptores foram identificados e
clonados, e sdo conhecidos como AT, e AT, (DE GASPARO et al., 2000).

O receptor AT, € responsavel por mediar a maioria dos efeitos da Ang II. Entre as
principais acdes mediadas por esse receptor destaca-se a vasoconstricdo periférica, liberagao
de aldosterona, retenc¢do de soédio, sede, ativacdo simpdtica, aumento da expressdo de pro-
oncogenes, aumento dos fatores de crescimento e aumento da sintese de proteina da matriz
extracelular. A Ang II promove, portanto, alteracdes na resisténcia vascular periférica, na
funcdo renal e na estrutura cardiovascular (SCOTT-BURDEN, 1991; MORISHITA et al.,
1992; ITO et al., 1995; WOLF et al., 1995; UNGER et al., 1996; STROTH & UNGER,
1999).

A fungdo do receptor AT, € bem menos conhecida e as evidéncias sugerem que a sua
ativacdo pela Ang II inibe a proliferacdo celular e reverte a hipertrofia induzida por AT,
(NAKAIJIMA et al., 1995; STOLL et al., 1995). O receptor AT, também tem sido associado a
vérias func¢des como, reducdo do crescimento celular e tecidual (STOLL et al., 1995;
MEFFERT et al., 1996; TSUZUKI et al., 1996), inducdo da diferenciacdo celular neuronal
(COTE et al., 1999; GENDRON et al., 1999) e apoptose (CHAMOUX et al., 1999;
GALLINAT et al., 1999). Além disso, o receptor AT, pode mediar efeitos hipotensores
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(SCHEUER & PERRONE, 1993; ICHIKI efr al., 1995) e vasodilatadores (KATADA &
MAIJIMA, 2002; SOARES DE MOURA et al., 2004; OGNIBENE et al., 2009).

A Ang 1-7 é um heptapeptideo formado a partir de Ang I ou Ang II por acdo de
endopeptidases e carboxipeptidases. Além disso, a ECA2 estd sendo implicada na formagao
de Ang 1-7 por duas vias diferentes: diretamente de Ang II (VICKERS et al., 2002) e
indiretamente de Ang I (DONOGHUE et al., 2000) (Figura 1). Recentemente, Santos et al.
identificaram a Ang 1-7 como um ligante endégeno de receptor acoplado a proteina G,
conhecido como mas (SANTOS et al., 2003).

A Ang 1-7 estd sendo considerada um importante componente do SRA, com algumas
acoes similares e outras opostas as desencadeadas pela Ang II (SANTOS & CAMPAGNOLE-
SANTOS, 1994; FERRARIO & IYER, 1998; CAREY & SIRAGY, 2003). A Ang 1-7 ndo
possui efeito vasoconstritor, ndo age na liberacdo de aldosterona e ndo produz sede ou
aumento da atividade simpdtica. Mas, como a Ang II, libera vasopressina, estimula a
biossintese de prostaglandinas e também exerce acdo antidiurética no rim (DELLI PIZZI et
al., 1994). Estudos mostram que as a¢cdes promovidas pela Ang 1-7 contra-regulam aquelas da
Ang II (FERRARIO et al., 1991) e contribuem para a regulacdo da pressao arterial (IYER et
al., 2000a). O heptapeptideo promove relaxamento em preparacdes de artérias corondrias e
mesentéricas (BROSNIHAN et al., 1996; GORELIK et al., 1998), estimula a liberacdo de NO
e prostaglandinas vasodilatadoras (RAJENDRAN et al., 2005), assim como potencializa os
efeitos da BK (LI et al., 1997; LIMA et al., 1997; GRECO et al., 2006). Evidéncias anteriores
demonstram que a Ang 1-7 reverte o efeito estimulatério da Ang Il na atividade Na*-ATPase
no tdbulo proximal, através de um antagonista do receptor mas, conhecido como A779
(LARA et al., 2002). O heptapeptideo também é capaz de potencializar o efeito anti-agregante
plaquetdrio induzido pelo nitroprussiato de sédio e, ainda, apresenta efeito antitrombodtico
(RAJENDRAN et al., 2005; FRAGA-SILVA et al., 2008). Além disso, o tratamento cronico
com iECA ou antagonistas de receptor AT; aumenta cerca de 25 vezes os niveis plasméticos
de Ang 1-7 (CHAPPELL et al., 1998; IYER et al., 2000b), sugerindo que o heptapeptideo
pode estar envolvido nos efeitos benéficos observados com essas terapias (IYER et al., 2000b;
COLLISTER & HENDEL, 2003).

Estudos relevantes t€ém demonstrado que o SRA pode ter uma participagdo importante
na regulacdo cardiovascular durante a gestacdo. Evidéncia recente demonstra uma reducio da
resposta contrdtil em anéis de aorta de ratas gravidas, quando comparado a ratas virgens,

envolvendo o aumento da expressdo e da atividade de receptores AT, e de eNOS, o que pode
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contribuir para a diminui¢@o da pressdo arterial na gravidez (STENNETT ez al., 2009). Além
disso, os niveis plasmdtico e urindrio de Ang 1-7 estdo aumentados na gestacdo normal
(BROSNIHAN et al., 2005), assim como hid um aumento do efeito vasodilatador do
heptapeptideo em artérias de resisténcia (NEVES ef al., 2003). No entanto, ndo ha evidéncias
diretas a respeito da contribui¢do dos peptideos Ang Il e Ang 1-7 e suas respectivas enzimas
geradoras, ECA e ECA2, para a regulacdo cardiovascular durante a gravidez normal ou

acompanhada de hipertensao.

1.3 Via L-arginina-éxido nitrico

O primeiro relato de que o endotélio seria capaz de produzir um fator com atividade
vasodilatadora foi descrito por Furchgott e Zawadski em 1980, e por alguns anos essa
substancia foi denominada fator relaxante derivado do endotélio (EDRF) (FURCHGOTT &
ZAWADSKI, 1980). Em 1987, O EDREF foi identificado como sendo o NO, um gés de meia
vida muito curta e que teria um efeito marcante na vasodilatacdo e na funcdo plaquetdria
(IGNARRO et al., 1987; MONCADA et al., 1989).

Atualmente se sabe que o NO é um gés inorganico lipofilico, com uma meia vida de
menos de 30 segundos em sistemas bioldgicos, e que € produzido por diferentes tipos
celulares, nos quais pode controlar ou influenciar importantes processos fisiolégicos, como
neurotransmissao, atividade citotdéxica do sistema imune, além dos efeitos na adesdo e
agregacdo plaquetdrias e na vasodilatagdo (MONCADA, 1997; HUYNH & CHIN-DUSTING,
20006).

A sintese de NO € resultado da oxidacdo de um dos dois nitrogénios guanidinos da L-
arginina, que € convertida em L-citrulina. Esta reacdo € catalisada pela NOS (MARLETTA,
1993; MONCADA et al.,1991) e se processa com a participacdo de alguns co-fatores como
nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-reduzida (NADPH), flavina-adenina-
dinucleotideo (FAD), flavina-mononucleotideo (FMN) e tetraidrobiopterina (BHy)
(MARLETTA, 1994). O residuo N terminal liga a BH,4 e a L-arginina se liga ao sitio ativo da
enzima em uma porc¢ao proxima ao heme nesta regido. O dominio C terminal liga os cofatores
NADPH, FAD e FMN. Os dominios N e C sao unidos por uma pequena seqiiéncia que liga a
calmodulina, um co-fator essencial para a atividade da NOS (STEUHR, 1997).

A sintese de NO, em vdrias condigdes fisioldgicas e patoldgicas, depende de L-

arginina extracelular. Vdrios estudos comprovam que o transporte da L-arginina € essencial
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para a producao de NO em células como endotélio, leucécitos e plaquetas, independentemente
da concentracdo intracelular deste aminodcido. (LOSCALZO & VITA, 2000; MAXWELL &
COOKE, 2000; BRUNINI er al., 2003). Esta dependéncia, que ocorre mesmo com o nivel
intracelular de L-arginina superior ao K, das enzimas NOS, é denominada: “O paradoxo da
L-arginina” (DEVES & BOYD, 1998; BRUNINI e al., 2003; BOGER, 2004).

Quatro sistemas de transporte sdo responsdveis pelo transporte de L-arginina em
mamiferos: y*, y'L, B** ¢ b®* (DEVES & BOYD, 1998; MANN et al., 2003). O transporte de
L-arginina em plaquetas humanas, que € essencial para a producdo de NO, é mediado via
sistema y'L e ndo pelo sistema de transporte de aminodcidos catidnicos cldssico, sistema y*
(MENDES RIBEIRO et al., 1999; BRUNINI et al., 2003). O sistema y* foi caracterizado
como independente de Na" e seletivo para aminoacidos catidnicos. Os demais sistemas, y'L,
bO,Jr e B0,+, transportam tanto aminodcidos catiOnicos quanto neutros, mas diferem na
dependéncia ou nio da presenca de Na*. O sistema y'L transporta amino4cidos catidnicos na
auséncia de Na* e aminodcidos neutros na dependéncia de Na*. Os sistemas b’ e B,
transportam aminodcidos neutros e catidnicos, sendo o sistema B* dependente de Na* e o
sistema b”,* independente de Na* (BRUNINI et al., 2007).

As isoformas da NOS sao agrupadas em duas categorias: a NOS constitutiva (cNOS) e
a NOS induzivel (iNOS, tipo II). A isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal
(nNOS, tipo I), detectada inicialmente em neurdnios (BREDT & SNYDER, 1989;
KNOWLES et al., 1989) e a NOS endotelial (eNOS, tipo III), presente nas células endoteliais
(Moncada et al., 1991) e nas plaquetas (RADOMSKI et al., 1990). A ¢cNOS produz pequenas
quantidades de NO e sua ativacdo depende da interagdo com a calmodulina, que, por sua vez,
é controlada pelos niveis de Ca™ (MARLETTA, 1994).

A iINOS, isoforma independente de Ca*™", ndo é expressa sob condi¢des normais, mas
induzida por citocinas ou endotoxinas em uma variedade de células como macréfagos,
linfécitos T, células endoteliais, midcitos, hepatdcitos, neutréfilos e plaquetas (MONCADA,
1991). Esta isoforma requer algumas horas para ser expressa, mas, uma vez sintetizada, libera
quantidades maiores de NO do que a cNOS e a produgdo continua até que a L-arginina ou os
co-fatores necessdrios para sua sintese sejam depletados ou ocorra morte celular (DUSTING
& MCDONALD, 1995).

O NO produzido pelas células endoteliais tem um papel importante no relaxamento
vascular. Normalmente, a vasodilatagdo ocorre quando alguns agentes como acetilcolina,

bradicinina, histamina, Ang 1-7, dentre outros, ligam-se a seus receptores de membrana nas
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células endoteliais, levando a ativacdo da eNOS presente nestas células e a consequente
producdo de NO (Figura 2). O NO produzido se difunde rapidamente, através da bicamada
lipidica, para a célula muscular, onde interage com o ferro do grupo heme da enzima
guanilato ciclase (GC), tornando-a ativa. A isoforma da GC melhor caracterizada é a a1/B1,
que responde a concentracdes nanomolares de NO. Quando ativa, a GC catalisa a saida de
dois grupamentos fosfato da molécula de guanosina trifosfato (GTP), formando GMPc e
pirofosfato (SNYDER & BREDT, 1992). O GMPc se liga a proteinas-alvo como proteinas
quinase dependente de GMPc e canais i0nicos regulados por GMPc, participando das vias
finais de sinalizac@o especificas para cada tipo celular (CARY et al., 2006). O aumento da
concentracdo de GMPc na célula muscular resulta no relaxamento, envolvendo a diminui¢ao
do Ca'™ livre intracelular (GEWALTIG & KOJDA, 2002).

O nivel intracelular de GMPc ou de adenosina 3’,5’-monofosfato ciclica (AMPc) é
rigidamente controlado, seja pela sua taxa de sintese, através da GC e da adenilato ciclase
(AC), respectivamente, ou mesmo pela sua taxa de hidrolise, através das fosfodiesterases
(PDEs). As PDEs formam 11 familias de enzimas que catalisam a hidrélise de nucleotideos
ciclicos, contendo mais de 50 variantes conhecidas. A PDE3A estd presente nas plaquetas e
hidrolisa tanto AMPc quanto GMPc. Ja a PDESA estd presente tanto nas plaquetas quanto no
musculo liso vascular, e € altamente especifica para GMPc (MATSUMOTO et al., 2003).

O NO que deixa a célula endotelial pode se difundir para as plaquetas, onde também
leva ao aumento do GMPc e consequente diminuicdo de Ca™ livre. Como o Ca*™ é essencial
para o processo de ativagdo plaquetdria, esse processo € inibido (WOLIN, 2000). Além disso,
as plaquetas também possuem NOS e sdo produtoras de NO. Entdo, o NO proveniente das
células endoteliais e o produzido endogenamente sdo importantes no controle da funcgdo
plaquetdaria (RADOMSKI, 1990; VASTA et al., 1995).

Estudos prévios sugerem que a administracdo de estradiol aumenta o relaxamento
dependente do endotélio em aorta de coelhos e, ainda, que hd uma maior producao de NO em
fémeas do que em machos. Além disso, o estrogénio parece aumentar tanto a atividade quanto
a expressao da eNOS (WEINER et al., 1994a). Por outro lado, ratas ovarectomizadas
apresentam uma redu¢do ndo somente na quantidade, mas também na atividade da eNOS.
Além da atuacdo sobre a atividade e a expressdo da eNOS, evidéncias indicam que o
estrogénio reduz a geracdo de anion superdxido na parede do vaso, levando ao aumento da

biodisponibilidade de NO (KHALIL, 2005). Entretanto, ndo ha evidéncias a respeito do
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impacto da gestacdo normal ou, ainda, da gestacdo acompanhada de hipertensdo sobre a via

L-arginina-NO em plaquetas.

v

NO
L-arginina ee—)  +
L-citrulina

Figura 2- Via L-arginina-6xido nitrico (adaptado de MacAllister & Vallance, Exp. Nephrol.
1998; 6(3): 195-199.

1.4 Estresse Oxidativo

As EROs e as espécies reativas de nitrogénio sdo produtos reativos do metabolismo
celular encontrados em todos os sistemas bioldgicos (TOUYZ & SHIFFRIN, 2004). A
formacdo dessas espécies é determinada pela perda ou ganho de um elétron, tornando-se um
elétron desemparelhado e a molécula altamente reativa (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1999).

Pela sua configuracdo eletronica, o oxigénio molecular tende a receber um elétron de
cada vez, formando compostos intermedidrios altamente reativos, destacando-se o anion
super6xido ("Oy), o peréxido de hidrogénio (H>O») € o radical hidroxil (OH’) (BELL(), 2002).
As formas reativas de nitrogénio compreendem o NO e o peroxinitrito (ONOO").

O 'Oy € o primeiro intermedidrio da redu¢do monovalente do oxigénio até dgua, sendo
formadas a partir dele as demais EROs (BELLO, 2002). Em condig¢es fisiolégicas, a reagdo
favorecida é a dismutacdo, com a formagdo do H,0,. Entretanto, quando produzido em
excesso, uma quantidade significativa de "O, reage com o NO, produzindo assim o ONOO
(TOUYZ & SHIFFRIN, 2004). Além disso, essa espécie reativa € solivel em dgua e s6 é
capaz de atravessar membranas bioldgicas através de canais idnicos (SCHAFER &

BUETTNER, 2001; HAN et al., 2003).
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O H,0, é produzido principalmente pela dismuta¢do do "O,". Essa reagdo pode ser
espontinea ou catalisada pela superéxido dismutase (SOD). Diferente do ‘O;’, o H,O, nédo é
um radical livre, sendo assim uma molécula mais estivel. Além disso, € lipossoluvel,
atravessa membranas celulares e tem meia-vida maior que o ‘O, (TOUYZ & SHIFFRIN,
2004). Na presenca de ferro, essa espécie reativa pode ser reduzida e gerar OH" (Reagdo de
Fenton e Reacdo de Harber-Weiss) (FRIDOVICH, 1997). Em sistemas bioldgicos, é
removido pelas enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (SCHAFER &
BUETTNER, 2001).

O OH’ é extremamente reativo e induz dano no local onde é formado (TOUYZ &
SCHIFRIN, 2004). A sua combinacdo rapida com metais ou outros radicais no préprio sitio
onde foi produzido confirma sua alta reatividade (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

O NO € um abundante radical reativo que age como uma importante molécula de
sinalizacdo bioldgica, em uma grande variedade de processos fisioldgicos, incluindo
neurotransmissao, regulacdo da pressdo arterial, mecanismos de defesa e relaxamento do
musculo liso (BERGENDI et al., 1999). Entretanto, quando em excesso, pode levar a reagdes
de nitrosilagdo, o que acarreta alteracdes na estrutura de proteinas e consequente perda de
funcdo (VALKO et al., 2006). J4 o ONOO™ é um potente agente oxidante, que pode causar
fragmentacdo no DNA, oxidagio lipidica e protéica (CARR e al., 2000). E formado quando o
0O,’, em excesso, doa um elétron para o NO (TOUYZ & SHIFFRIN, 2004).

Em condicdes fisioldgicas, EROs sdo produzidas em baixas concentracdes e agem
como moléculas sinalizadoras no sistema cardiovascular, regulando a contracio e o
relaxamento, assim como o crescimento da célula do musculo liso vascular (RAO & BERK,
1992; COSENTINO, 1994; ZAFARI, 1998; TOUYZ & SCHIFFRIN, 1999). Em condi¢des
patolégicas, o aumento da producdo de EROs leva a disfun¢do endotelial, aumento da
contratilidade, crescimento e apoptose das células do musculo liso vascular, peroxidagdo
lipidica, inflamacdo e aumento da deposi¢do de proteinas da matrix extracelular, processos
que contribuem para o dano e conseqiiente doenca cardiovascular (RAO & BERK, 1992;
HARRISON, 1997).

O estresse oxidativo representa um desequilibrio entre a formagdo e a remog¢do dessas
espécies, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes endégenos ou, ainda, do aumento da

geracdo das espécies oxidantes (TOUYZ, 2004).
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Figura 3- Vias envolvidas da formagdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio e o
sistema antioxidante (adaptado de Touyz RM, Braz. J. Med. Biol. Res. 2004;
37(8): 1263-1273.

A principal fonte de EROs nos diversos tipos celulares ¢ a NADPH oxidase, mas hé
outras fontes enzimadticas capazes de gerar EROs como xantina oxidase, citocromo P450,
cicloxigenase e enzimas da cadeia respiratdria mitocondrial. A enzima NOS, responsdvel pela
formacdo do NO, quando desacoplada, pode formar ONOO™ (TOUYZ, 2004) (Figura 3).

Na vasculatura, essas espécies sdo produzidas em graus variados e sio reguladas por
sistemas antioxidantes enzimaticos € ndo enzimdticos. Entre os sistemas enzimdticos
destacam-se: SOD, CAT e GPx. Os sistemas ndo enziméticos sdo ex6genos em sua maioria,
dentre os quais se destacam as vitaminas lipossoliveis (vitamina A, E e betacarotenos), as
vitaminas hidrossoluveis (vitamina C e vitaminas do complexo B) e os oligoelementos (zinco,
cobre, selénio, manganés) (STRALIN et al., 1995; HALLIWELL, 1999; CHANNON &
GUZIK, 2002).

A SOD representa o maior sistema de defesa da célula vascular. Em mamiferos
existem trés isoformas: SOD-cobre-zinco (SOD1) estd presente principalmente no citosol,
SOD-manganés (SOD2) esta localizada primariamente na mitocondria e a SOD extracelular
(SOD3) (TOUYZ & PARAVICINI, 2008). Esta enzima tem papel antioxidante, pois catalisa
a dismutacdo do ‘O, em H,O, e O; na presenca do préton H" (ROSS & MOLDEUS, 1991;
ACHARYA et al., 1991).
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A CAT ¢é uma hemeproteina citoplasmatica, localizada nos peroxissomas e no citosol,
que catalisa a reducao do H,O, a H;O e O, (TOUYZ, 2004).

A GPx catalisa a reducdo do H,O, a H,O e O, utilizando a glutationa (GSH) como co-
substrato. A glutationa tem propriedade de doador de elétrons e pode ser regenerada através
da gluatationa redutase (GR), com a transferéncia do hidrogénio do NADPH (Figura 3). Neste
processo sdo transferidos dois hidrogénios dos grupamentos sulfidrilas para os perdxidos,
transformando-os em dlcool e/ou 4gua, resultando em glutationa dissulfeto (GSSH). A GPx
geralmente ocorre associada ao selénio. Embora tenha acdo fundamentalmente citosélica, in
vitro ela é capaz de reduzir hidroperéxidos de membrana (SHAN et al., 1990).

A fluidez das membranas celulares estd relacionada com a presenca de cadeias
insaturadas dos acidos graxos poliinsaturados. O ataque de algumas espécies reativas, que
abstraem um atomo de hidrogénio do grupo metileno das cadeias de &4cidos graxos
poliinsaturados, inicia o processo de peroxidagdo lipidica (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1991). Os radicais de carbono formados podem reagir espontaneamente com o 0xigénio
molecular, formando o radical peroxila, que propaga a cadeia de peroxidacdo lipidica
(JIALAL & GRUNDY, 1992).

O malondialdeido (MDA) é um aldeido de cadeia curta, sendo um dos compostos
medidos pela reagdo com o écido tiobarbitirico. Sua formacao ocorre pela decomposicdo dos
hidroperéxidos lipidicos e sua concentragdo tem sido utilizada para estimar a intensidade da
peroxidacdo lipidica em sistemas biolégicos (BONNES & GUERIN, 1992; COSTA et al.,
2009).

A maior fonte de EROs na parede dos vasos e nas plaquetas é a enzima NADPH
oxidase, que pode ser regulada por agentes vasoativos, dentre os quais destaca-se a Ang II
(RUECKSCHLOSS et al., 2002). A ativacao da enzima por Ang II e a consequente producao
de 'O, parecem estar aumentadas em algumas condi¢des patolégicas como hipertensio,
aterosclerose e diabetes (GRIENDLING et al., 2000; PLUMB et al., 2005). Estudo prévio
demonstrou que a inibi¢do da ECA, enzima que gera Ang II, diminui os niveis de ‘O, e
melhora a resisténcia plaquetaria ao NO (CHIRKOV et al., 2004). Em conjunto, esses dados
mostram a importante participacdo da Ang II no estresse oxidativo e, consequentemente, nas
condig¢des patoldgicas associadas. Além disso, trabalhos anteriores demonstraram que a Ang
1-7, um peptideo que desempenha fungdes opostas aquelas classicamente induzidas pela Ang
II, é capaz de modular negativamente o efeito pré-oxidante da Ang II em ratos e humanos

(POLIZIO, 2007; SAMPAIO, 2007). Na gestacdo normal ha aumento dos niveis plasméticos
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de Ang 1-7 (BROSNIHAN er al., 2005) e talvez um possivel efeito antioxidante do
heptapeptideo possa contribuir para a regulacio cardiovascular materna, levando a redugdo da

pressdo arterial. No entanto, nenhuma evidéncia nesse sentido foi descrita até 0 momento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a contribui¢cao do Sistema Renina-Angiotensina vascular, assim como, da via

L-arginina-NO plaquetdria para a regulacdo cardiovascular materna em ratas normotensas €

espontaneamente hipertensas.

2.2 Objetivos especificos

1-
2-

Investigar as respostas da Ang Il e Ang 1-7 em leito arterial mesentérico (LAM) isolado;
Investigar a expressdo das enzimas eNOS, ECA e ECA2, assim como dos receptores AT
e AT, da Ang Il no LAM;

Avaliar a peroxidagao lipidica e a atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx)
em LAM;

Estudar o transporte de L-arginina e a atividade da NOS em plaquetas;

Investigar a expressdao das isoformas eNOS e iNOS e das enzimas sGC e PDES em
plaquetas;

Avaliar a produ¢cao de GMPc em plaquetas e a agregacao plaquetdria;

Avaliar o efeito da Ang 1-7 sobre o transporte de L-arginina, atividade da NOS e

agregacao plaquetaria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais utilizados

Para este estudo foram utilizadas ratas virgens Wistar normotensas e espontaneamente
hipertensas (SHR), com 3 meses de idade, pesando entre 200 e 230 g. As ratas gravidas
normotensas e hipertensas foram obtidas colocando-se as fémeas com um macho da mesma
espécie para acasalar durante a noite e verificando a presenca do esperma no canal vaginal na
manhd seguinte. O primeiro dia da gestacdo foi determinado pela primeira detec¢do de
esperma no canal vaginal, pela manha. As ratas foram utilizadas com 20 dias de gravidez e as
ratas virgens em diestro com a mesma idade foram consideradas como controle.

Todos os animais sdo provenientes do biotério do Departamento de Farmacologia e
Psicobiologia, do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro. Os animais foram mantidos em ciclo de sono-vigilia de 12 horas, com
presenca de luz a partir das 6:00 horas da manha, sendo os experimentos realizados durante o
dia. Os animais tiveram livre acesso a racdo e dgua. Os experimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica para o cuidado e uso de animais experimentais da UER]J.

Portanto, foram utilizados quatro grupos experimentais: (i) Ratas normotensas em
diestro (ND); (ii) Ratas normotensas gravidas (NG); (iii) Ratas espontaneamente hipertensas

em diestro (HD) e (iv) Ratas espontaneamente hipertensas gravidas (HG).

3.2 Medida da pressao arterial sistélica

A PAS foi medida por método ndo invasivo de pletismografia de cauda (Letica LE
5000 - Panlab, Comella, Spain), em ratas acordadas de todos os grupos experimentais, por
meio de um garrote e de um sensor de pulso colocados em torno da cauda do animal. Estes
foram conectados ao registrador, o qual insufla e desinsufla automaticamente o garrote, e
detecta o desaparecimento e o aparecimento da onda de pulso na artéria caudal, e assim
determina a pressado arterial sistélica. As medidas foram realizadas 1 vez por semana, durante
a gestacdo e por igual periodo nas ratas ndo gravidas, e imediatamente antes do sacrificio.

Os animais foram treinados por 2 semanas, antes do periodo experimental, para

minimizar o estresse durante a medida da pressdo arterial.
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3.3 Protocolos experimentais com leito arterial mesentérico

3.3.1 Isolamento do leito arterial mesentérico (LAM)

As preparacdes de LAM foram isoladas de ratos dos 4 grupos experimentais,
conforme descrito por McGregor (1965). Os ratos foram anestesiados com tiopental (70
mg/Kg) e, em seguida a laparotomia, o LAM foi estendido para o exterior da cavidade
abdominal e envolto em gaze umedecida com solucdo de Krebs [composi¢cdo em mM: NaCl

(118.3); KCI (4.7); CaCly.2H0 (2.5); MgS04.6H50 (1.2); NaHCO3 (25.0); KHoPOy (1.2);

glicose (11.1); acido etilenodiamino tetra acético — EDTA (0.026)]. Os ramos pancreatico,
duodenal, ileo-célico e coélico direito da artéria mesentérica superior foram ligados e
seccionados. O intestino delgado foi ligado e seccionado a altura do jejuno proximal e do ileo
distal. A artéria mesentérica superior foi isolada na sua origem, a altura da artéria aorta
abdominal e canulada com um tubo de polietileno (PE 50, Clay Adams Brand CA — Becton
Dickinson) preenchido com solu¢do de Krebs heparinizada. Em seguida, o intestino delgado
foi separado do leito vascular, cortando-se rente a borda intestinal, e a preparacdo lavada com
solucdo de Krebs para os experimentos de reatividade vascular ou PBS para os experimentos

de atividade enzimadtica, substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico e Western Blotting.

3.3.2 Reatividade do leito arterial mesentérico

ApOs o isolamento, a preparagcdo vascular foi colocada em uma cuba (volume de 10
mL) e constantemente perfundida por meio da canula inserida na artéria mesentérica superior,
que foi conectada a uma bomba peristdltica (Abbott’Shaw Lifecare Model 4, North Chicago,
IL, USA). A solucao de Krebs, mantida a 37°C e aerada com mistura carbogénica (95% O, e
5% COy) foi infundida em fluxo constante de 4 mL/min e a pressdo de perfusdo registrada
continuamente em poligrafo (7754A; Hewlett-Packard, Lexington, MA, USA), por meio de
um transdutor de pressao (1280; Hewlett-Packard, Lexington, MA, USA) (Figura 4).

Os experimentos foram precedidos de um periodo de 30 minutos de estabilizacdo da
preparacdo, durante o qual a pressdo de perfusdo basal manteve-se proxima de 20 a 40 mm Hg
(Resende et al, 1997). Em seguida, testou-se a viabilidade dos vasos mesentéricos por meio de
injecdo “in bolus” de 120 pmol de KCl. Logo apds, iniciou-se o periodo de sensibiliza¢do da

preparacdo vascular, no qual a norepinefrina (NE) foi adicionada a solu¢do de perfusdo, em
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concentracdo suficiente (30 uM) para que a pressdao de perfusdo fosse mantida estdvel em
torno de 80-100 mm Hg. Logo apds a obtencdo de uma resposta pressora constante da NE,
testamos a viabilidade do endotélio vascular, com a injecdo de acetilcolina (10 pmol), que
produz um efeito vasodilatador que é dependente da liberacdo de NO pelas células
endoteliais. Testamos também a capacidade dilatadora direta do musculo liso vascular com a
injecdo de nitroglicerina (10 nmol), substincia que atua diretamente no musculo liso vascular,
liberando NO de sua estrutura, sendo seu efeito independente do endotélio.

Uma vez confirmada a presenca do endotélio e do musculo liso vascular funcionantes,
foram injetadas doses crescentes de Ang II (10; 30; 100 e 300 nmol) e posteriormente de Ang
1-7 (10; 30; 100 e 300 nmol).

A resposta vasodilatadora foi expressa em termos de % de queda da resposta pressora
induzida pela NE. Todas as injecdes foram realizadas imediatamente antes da canula arterial,
em um injetor acoplado ao sistema de perfusdo, por meio de micro-seringas de 10 e 100 uL
(Hamilton). O intervalo entre as injecdes foi de aproximadamente 5 minutos, permitindo

sempre o retorno e estabilizacdo da pressdo de perfusdo aos niveis anteriores.

Transdutor de
pressao

(registro) ¢

Ligado ao poligrafo

\ o Entrada
Injegdes da agua
“in bolus” ¢
Tl

Escape do
/ v < Liouidode
Liquido de NS
) Paﬁsagem / / N oo Perfusdo
perfusdo  Saida da da agua - )~
agua
Aquecimento do circuito Bomba de
perfusdo

Figura 4 — Esquema de perfusdo do leito arterial mesentérico.

3.3.3 Western Blotting em leito arterial mesentérico

As artérias mesentéricas isoladas foram lavadas com tampdo salina fosfato gelado
(PBS) e homogeneizadas com tampao de lise contendo PBS, Tryton X-100 (1 %), NaF (1 M),
NaPPi (100 mM), NazVO, (1 M), pepstatina (10 pg/ mL), leupeptina (10 pg/mL) e aprotinina



36

(10 pg/mL), seguido de centrifugacdao (13000 rpm por 20 min) a 4°C. A concentracdo de
proteina foi determinada pelo método de Lowry (Bio-Rad Laboratérios, Mildo, Itdlia). Apds
desnaturagdo a 100 °C por 5 min, 30 ug de proteina foram depositadas em um gel de
poliacrilamida-sulfato dodecil de sddio (8-10%), separadas por eletroforese (150V, 50mA por
1 hora) e transferidas para uma membrana de polivinilidina (15 V, 328mA por 1 hora). As
membranas foram bloqueadas durante 1 hora com tampao de bloqueio (PBS, 0.1% Tween-20,
ph 7.4 + 3% albumina) e, em seguida, incubadas “overnight” a 4° C com anticorpo primario
policlonal (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) contra a enzima eNOS (=140
kDa; diluicao 1:500), receptor AT; (=43 kDa; diluicdo 1:200) e receptor AT, (=44 kDa;
diluicao 1:200), ECA (= 195 kDa; 1:1.000) e ECA2 (= 90 kDa 1:1.500) diluidos em solu¢do
de bloqueio. As membranas foram lavadas em solucdo de PBS-Tween-20 (0.1%), incubadas
com anticorpo secundario (dilui¢do 1:10.000 - 1:20.000) conjugado a peroxidase (incubagdo
em 5% de leite), durante 1 hora a temperatura ambiente, e novamente lavadas.
Posteriormente, as membranas foram incubadas com ECL (Amersham-Biosciences,
Buckinghamshire, UK) durante 4 minutos e expostas a um filme auto-radiogrifico
(Amersham-Biosciences, Buckinghamshire, UK). Apos a revelagdo do filme, a densitometria
das bandas foi medida por andlise de computador, utilizando o programa Adobe Photoshop

7.0.

3.3.4 Substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

Este método € utilizado para a avaliacdo do estado de oxidagcdo dos dcidos graxos em
sistemas bioldgicos. O dano em lipideos de membrana é determinado pela formacdo de
subprodutos da lipoperoxidacdo (p. ex. malondialdeido - MDA), que sdo substancias reativas
ao aquecimento do acido tiobarbiturico (TBA). MDA reage com o TBA gerando um produto
colorido réseo lido em espectrofotometro (532nm).

A andlise de TBARS foi avaliada em homogenato de vasos mesentéricos preparados
em tampao fosfato. As amostras foram incubadas com 4cido tricloroacético, centrifugadas a
1.000 rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado em um tubo de ensaio e
posteriormente foi adicionado TBA (0.67%). Os tubos foram colocados em um banho seco
(100°C) por 30 minutos. Apds o resfriamento, foi realizada a leitura em espectofotometro
(532nm; Ultrospec 2100 Pro - Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). Esta

padronizacao foi realizada utilizando a técnica descrita por Draper & Hadley (1990).
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3.3.5 Atividade das enzimas antioxidantes

A medida da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx foi realizada em

homogenato de vasos mesentéricos preparados com tampao fosfato.

3.3.5.1 Medida da Superéxido Dismutase

A enzima SOD catalisa a dismuta¢do do ‘O, em O, e H,O,. A determinagdo da
atividade da enzima baseou-se na medida da concentragdo de adenocromo, resultante da
oxidag¢do da noradrenalina pelo ‘O,". Este ensaio foi realizado utilizando a técnica descrita por
Bannister & Calabrese (1987) e adaptada para o tecido vascular.

As amostras foram incubadas com tampao glicina (2 mM) e noradrenalina (I mM). A
enzima CAT (1.2 mg/ml) também foi adicionada ao meio para retirar o H,O, formado pela
reacdo catalisada pela SOD. A concentragio de adenocromo foi medida
espectrofotometricamente (480 nm; Ultrospec 2100 Pro — Amersham Biosciences,

Buckinghamshire, UK) em um intervalo de 180 segundos.

3.3.5.2 Medida da catalase

A catalase € uma hemeproteina que catalisa a degrada¢cdo do H,O,, formando oxigénio
molecular e H,O. A atividade da enzima foi avaliada através do consumo de H,O; pela
reacao.

As amostras foram incubadas com PBS e H,O, (0.16%). A concentracdo de H,O, foi
avaliada por espectrofotometria (240 nm; Ultrospec 2100 Pro — Amersham Biosciences,

Buckinghamshire, UK) em um intervalo de 60 segundos (AEBI, 1984).

3.3.5.3 Medida da Glutationa Peroxidase

A GPx é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducdo do H,0O, e
hidroperéxidos organicos (ROOH) para H,O e élcool, usando a glutationa (GSH) como
doador de elétrons. A determinagdo da atividade da GSH-Px foi realizada a partir da taxa de

decaimento da NADPH.
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As amostras foram incubadas com tampao fosfato (PBS), glutationa reduzida (2 mM),
glutationa redutase (0.11 mg/mL) e azida sédica (0.065 mg/mL) durante 10 minutos. Apds o
tempo de incubagdo, NADPH (10 mM) foi adicionada ao meio e foram realizadas leituras em
um intervalo de 180 segundos. Posteriormente, H,O, (3%) foi adicionado e uma nova leitura
foi realiza por 240 segundos. O decaimento da NADPH foi determinado por
espectrofotometria (340 nm; Ultrospec 2100 Pro — Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK). Esta padronizacdo foi realizada utilizando a técnica descrita por

Flohé & Gunzler (1984) e adaptada para o tecido vascular.

3.4 Protocolos experimentais com plaquetas

3.4.1 Transporte de L-areinina em plaquetas

O influxo de L-arginina foi realizado de acordo com um protocolo previamente
estabelecido (MENDES RIBEIRO et al., 1999).

Para os experimentos de transporte de L-arginina em plaquetas, o sangue foi coletado
em tubos contendo [4cido citrico (73.7 mM), citrato de trissédico (85.9 mM) e glicose (111
mM); pH=4] através de uma cénula introduzida na aorta descendente. Apds centrifugacdo a
1.200 rpm por 10 minutos (Eppendorf Centrifuge 5804 R), o plasma rico em plaquetas (PRP)
foi retirado e centrifugado novamente a 2520 rpm por 10 minutos (Eppendorf Centrifuge 5804
R). As plaquetas isoladas foram resuspensas em soluc¢do de Krebs [composicao em mM: NaCl
(119), MgCl, (1.2), KCl (4.6) CaCl, (1.5), NaHCOs (15), Glicose (11), NaH,PO4 (1.2);
pH=7.4]. O transporte de L-arginina foi avaliado na condi¢do basal ou na presenca de pré-
incubacdo por 15 minutos com L-Nitro-Arginina (L-NA) (1 mM), Ang 1-7 (100 nM) ou L-
NA + Ang 1-7. Em seguida, L-arginina tritiada (100 pM) foi adicionada a suspensio de
plaquetas e incubada por 5 minutos a 37°C. Apds a incubagdo, a amostra de plaquetas
resuspensas foi centrifugada a 14.000 rpm por 15 segundos (Eppendorf Centrifuge 5417 C). O
sobrenadante foi removido e o pellet de plaquetas resuspenso em 1 mL de solucdo de Krebs,
seguido por nova centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 segundos (Eppendorf Centrifuge 5417
C). As células foram lisadas com Tryton X-100 (0.1%), e a radioatividade medida em um
contador de cintilagdo B (LS 6500 Liquid Scintillation Counter, Beckman Counter Inc.,

Fullerton, CA, USA).
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3.4.2 Atividade da NOS plaquetaria

A atividade total da NOS, na condi¢do basal, foi avaliada pela conversao de L—[3H]—
arginina em L—[3H]—citrulina (BRUNINI et al., 2003).

L[ H]-arginina (1 uM) foi adicionada a suspensdo de plaquetas e incubada a 37 °C por
15 minutos na auséncia ou na presenca de incubag¢do concomitante com L-nitro arginina (L-
NA; 1 mM), Ang 1-7 (100 nM) ou L-NA + Ang 1-7. Apds a incubacdo, a amostra de
plaquetas resuspensas foi centrifugada a 14.000 rpm por 15 segundos (Eppendorf Centrifuge
5417 C). O sobrenadante foi desprezado e o pellet de plaquetas resuspenso em 1 mL de
solucdo de Krebs, seguido por nova centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 segundos (Eppendorf
Centrifuge 5417 C). As plaquetas foram lisadas com Tryton (0.1%) e transferidas para uma
coluna contendo a resina catidnica Dowex. L—[3H]—citrulina foi removida para tubos de
cintilacdo, o liquido cintilante foi adicionado e a radioatividade medida em um aparelho de
cintilacao B (LS 6500 Liquid Scintillation Counter, Beckman Counter Inc., Fullerton, CA,
USA).

3.4.3 Western Blotting em plaquetas

A expressao intraplaquetaria de eNOS, iNOS, GC e PDES foram avaliadas através de
Western Blotting.

As proteinas foram extraidas a partir da suspensdo de plaquetas, obtida como descrito
anteriormente. O pellet de plaquetas foi dissolvido em tampdo de extracdo de proteinas
contendo inibidores de proteases (Protease inhibitor Cocktail — Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), seguido por rdpido congelamento em nitrogénio liquido. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a um banho de ultrassom por 15 minutos (MaxiClean 1400),
centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C (Eppendorf Centrifuge 5417 C) e o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C até a sua utilizacdo.

Ap6s desnaturagdo a 90°C por 10 minutos, 10 pg de proteinas dos lisados de plaquetas
suspensas foram aplicadas em gel de poliacrilamida NuPAGE® Novex Bis-Tris 10%
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), separadas por eletroforese (200V, 50mA por 45 minutos) e
transferidas para membranas de polivinilidina (15V, 328mA por 1 hora).

Foram utilizados anticorpos primarios monoclonais para eNOS (=140 kDa; 1:1.000)

e INOS (= 130 kDa; 1:1.000) (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) e anticorpos primarios
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policlonais para PDES5 (= 95 kDaj; 1:500) e subunidade 3; da GC solivel (= 65 kDa; 1:1.000)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). O procedimento para deteccao
empregado foi o sistema cromogénico Western Breeze (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As

bandas foram quantificadas por densitometria, utilizando-se o programa Adobe Photoshop

7.0.

3.4.4 Mensuracao de GMP ciclico intraplaquetario

Para a mensuracio de GMPc em condi¢do basal, a suspensdo de plaquetas dos
diferentes grupos experimentais foi incubada por 30 minutos com 200 uM de IBMX (inibidor
inespecifico de fosfodiesterases). Em seguida, foi adicionado acido perclérico (150 mM) as
amostras, que foram submetidas a um banho de ultrassom por 15 minutos (MaxiClean 1400) e
congeladas rapidamente em nitrogénio liquido. Apds centrifugacdao a 14.000 rpm por 10
minutos (Eppendorf Centrifuge 5417 C), os sobrenadantes contendo GMPc foram coletados e
estocados a -80°C até a leitura por um ensaio enzimdtico utilizando o método ELISA

(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA).

3.4.5 Ensaio de agregacao plaquetaria

A funcdo plaquetdria foi avaliada nos 4 grupos experimentais por método previamente
descrito (DE MEIRELLES et al., 2007).

No protocolo utilizado nesse estudo, inicialmente, o sangue coletado foi anticoagulado
com citrato trissédico a 3,8% e posteriormente centrifugado a 1.200 rpm por 10 minutos em
temperatura ambiente (Eppendorf Centrifuge 5804 R). O sobrenadante, contendo o plasma
rico em plaquetas (PRP) foi removido. O remanescente foi centrifugado a 3.000 rpm por 15
minutos (Eppendorf Centrifuge 5804 R) para obten¢do do plasma pobre em plaquetas (PPP).
A concentracdo plaquetédria do PRP foi ajustada com o PPP para uma contagem constante de
250 x 10° plaquetas/uL. A agregacdo foi induzida por difosfato de adenosina (ADP; 12 uM)
em preparacOes de plaquetas, na auséncia ou presenga de pré-incubacdo por 3 minutos com
Nitroglicerina (Nitro) (100 uM), Ang 1-7 (100 nM) ou Nitro + Ang 1-7, e a resposta
monitorada por 5 minutos em um agregémetro de 4 canais (Chrono-Log, Havertown, PA). Os
testes foram feitos a 37°C com uma velocidade de rotacdo de 1.200 rpm e a agregacdo

maxima foi expressa em percentual.
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3.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média acompanhada do erro padrao da média (X
+ e.p.m). O programa Prisma 5.0 foi utilizado para a andlise estatistica e confeccdo dos
graficos. Todos os resultados foram analisados por meio de “One-way analysis of variance”
(ANOVA), com posterior utilizacio do teste de Tukey, exceto a pressao arterial sist6lica, que
foi analisada por meio de “Two-way analysis of variance” com medidas repetidas. As

diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando P<0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Medida da pressao arterial sist6lica

A PAS dos grupos HD e HG foi significativamente maior (p<0.05) do que aquela
apresentada pelos grupos ND e NG no 1° dia de afericdo. Os grupos ND e HD ndo
apresentaram modificacdes no decorrer dos 20 dias. A PAS manteve-se elevada em HG no
14° dia de efericdo. No entanto, no final da gestacdo, os grupos NG e HG apresentaram
diminuicdo significativa da PAS (P<0.05), sendo que o grupo HG obteve valores que foram

similares aqueles apresentados pelos animais normotensos.

Tabela 1 — Pressao arterial sistélica (mm Hg).

Grupos 1° dia 7° dia 14° dia 20° dia
ND 137£19 13215 12527 128+3.0
NG 131+23  124+37 126+£26 110+2.7*
HD 182+49 % 170+£3.1 1 180+2.6F 179+£3.7 7
HG 183+54F 174+387F 172+4.67F 128+34*

Legenda: ND, normotensa em diestro (n=7); NG, normotensa gravida (n=8); HD, hipertensa
em diestro (n=6); HG, hipertensa gravida (n=6). Os valores representam a média *
erro padrao da média. *P<0.05 comparado ao 1° dia do grupo; ¥P<0.05 comparados
aos grupos normotensos no mesmo dia de aferi¢do.



43

4.2 Estudo da resposta vasodilatadora induzida por Ang II em LAM de ratas

Em preparacdes contraidas com norepinefrina (30 uM), a Ang II (30-300 nmol)
produziu uma resposta vasodilatadora de maneira dose-dependente.
O efeito vasodilatador induzido pela Ang II foi significativamente maior no grupo de

ratas HG quando comparado aos demais grupos na dose de 300 nmol (Figura 5).

0 -

10 -
L
o 20 -
S
c_>t<s 30 -
(O] +
C 40 { —0— ND
B —o— NG

50 { —4O— HD

—a— HG ’
60 e —
30 100 300
Ang Il (nmol)
Figura 5 - Efeito vasodilatador induzido por Ang II em LAM pré-contraido com

norepinefrina (30 uM) de ratas ND (n=5), NG (n=5), HD (n=6) e HG (n=5).

Legenda: Os valores representam a média * erro padrdo da média. *P<0.05 em relagdo aos
demais grupos; +P<0.05 em relacdo aos grupos ND e HD. ND (normotensa em
diestro); NG (normotensa grdvida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa
gravida).
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4.3 Estudo da resposta vasodilatadora induzida por Ang 1-7 em LAM de ratas

Em preparacdes contraidas com norepinefrina (30 uM), a Ang 1-7 (30-300 nmol),
produziu uma resposta vasodilatadora de maneira dose-dependente.
O efeito vasodilatador induzido pela Ang 1-7 foi significativamente maior no grupo de

ratas HG quando comparado aos demais grupos nas doses de 30 e 300 nmol (Figura 6).
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Figura 6 — Efeito vasodilatador induzido por Ang 1-7 em LAM pré-contraido com
norepinefrina (30 uM) de ratas ND (n=5), NG (n=5), HD (n=6) e HG (n=5).

Legenda: Os valores representam a média * erro padrdo da média. *P<0.05 em relacdo aos
demais grupos. ND (normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD
(hipertensa em diestro) e HG (hipertensa gravida).
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4.4 Expressao de eNOS em LAM de ratas

A expressdo de eNOS foi avaliada através de Western Blotting. Em preparacdes de
LAM de ratas gravidas, normotensas e hipertensas, foi observada uma maior expressao da
enzima, quando comparada aos respectivos grupos de ratas em diestro. A hipertensao,

isoladamente, nao modificou a expressao (Figura 7).
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Figura 7 — Expressdao da eNOS em LAM de ratas ND, NG, HD, HG (n=3).

Legenda: Os dados estido expressos como média + erro padrdo da média. *P<0.05 em relacdo
ao grupo ND; +P<0.05 em relacdo ao grupo NG; #P<0.05 em relacdo ao grupo HD.
ND (normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro)
e HG (hipertensa gravida).
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4.5 Expressao de receptores AT, da Ang II em LAM de ratas

A expressao dos receptores AT foi avaliada por Western Blotting. Em preparacdes de
LAM de ratas HD houve uma maior expressdo de receptores AT, quando comparado aos
grupos de ratas normotensas. A gravidez associada a hipertensdo foi capaz de reduzir essa

expressao aos niveis observados nos grupos normotensos (Figura 8).
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Figura 8 — Expressao de receptores AT, em LAM de ratas ND, NG, HD, HG (n=3).

Legenda: Os dados estido expressos como média + erro padrao da média. *P<0.05 em relacdo
ao grupo ND; +P<0.05 em relacdo ao grupo NG; #P<0.05 em relagdo ao grupo HD.
ND (normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro)
e HG (hipertensa gravida).
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4.6 Expressao de receptores AT, da Ang II em LAM de ratas

A expressdo dos receptores AT, foi avaliada por Western Blotting. A expressido de
receptores AT, ndo diferiu entre os grupos. A gravidez e a hipertensdo, isoladamente ou

associadas, ndo modificaram a expressao desse subtipo de receptor (Figura 9).
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Figura 9 — Expressao de receptores AT, em LAM de ratas ND, NG, HD, HG (n=3).

Legenda: Os dados estdo expressos como média * erro padrao da média. ND (normotensa em
diestro); NG (normotensa grdvida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa
gravida).



48

4.7 Expressao da enzima ECA em LAM de ratas

A expressdo da enzima ECA foi avaliada por Western Blotting. Em preparacdes de
LAM de ratas HD houve uma maior expressao dessa enzima, responsdvel pela conversio de
Ang I em Ang II, comparada a de preparacdes de ratas ND e NG. Entretanto, em HG foi
observada uma menor expressdao dessa enzima comparada a HD, mas que nado foi similar ao

grupo ND (Figura 10).
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Figura 10 — Expressdo da enzima ECA em LAM de ratas ND, NG, HD, HG (n=3).

Legenda: Os dados estio expressos como média + erro padrdo da média. *P<0.05 em relacdo
ao grupo ND; +P<0.05 em relacdo ao grupo NG; #P<0.05 em relacdo ao grupo HD.
ND (normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro)
e HG (hipertensa gravida).
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4.8 Expressao da enzima ECA2 em LAM de ratas

A expressdo da enzima ECA2 foi avaliada por Western Blotting. A expressdo dessa
enzima, responsdvel por converter Ang II em Ang 1-7, foi maior nos grupos de ratas
hipertensas do que nos grupos de ratas normotensas. A gravidez, isoladamente, ndo alterou a

expressao (Figura 11).
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Figura 11 — Expressdo da enzima ECA2 em LAM de ratas ND, NG, HD, HG (n=3).

Legenda: Os dados estido expressos como média + erro padrdo da média. *P<0.05 em relacdo
ao grupo NDj; +P<0.05 em relacdo ao grupo NG. ND (normotensa em diestro); NG
(normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa gravida).
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4.9 Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

O dano em lipideos de membrana foi determinado pela formagdo de subprodutos da
lipoperoxidagdo, que sdo substincias reativas ao aquecimento do dcido tiobarbitdrico (TBA).

Em preparagdes de LAM de ratas grdvidas, normotensas e hipertensas, houve uma
menor formacdo de TBARS, quando comparada aos respectivos grupos em diestro. A

hipertensao isoladamente ndo alterou a resposta (Figura 12).

£ 101

O S——

£ 08

<

f_ﬂ 0.6- .
© .
£ 0.4

£

¢ 0.2-

<

m 0.0 T T
- ND NG

Figura 12 — Medida de Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico em LAM de ratas ND,
NG, HD e HG (n=5).

Legenda: Os dados estio expressos como média + erro padrdo da média. *P<0.05 em relacdo
ao grupo ND; +P<0.05 em relacdo ao grupo NG. ND (normotensa em diestro); NG
(normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa gravida).
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4.10 Medida da superoéxido dismutase

A atividade da superéxido dismutase, em preparagdes de LAM, ndo diferiu entre os
grupos normotensos. No entanto, ratas HG apresentaram uma menor atividade da enzima do

que ratas HD. A hipertensdo isoladamente ndo modificou a atividade (Figura 13).
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Figura 13 — Atividade da Superéxido Dismutase em LAM de ratas ND (n=13), NG (n=13),
HD (n=12) e HG (n=8).
Legenda: Os dados estdo expressos como média + erro padrao da média. *P<0.05 em relacdo

ao grupo ND; #P<0.05 em relagdo ao grupo HD. ND (normotensa em diestro); NG
(normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa gravida).
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4.11 Medida da catalase

A atividade da Catalase, avaliada em preparagdes de LAM, foi significativamente
maior no grupo de ratas NG, quando comparada ao respectivo grupo em diestro. Entretanto, a
hipertensdo isoladamente ou a gravidez associada a hipertensdo ndo modificaram a atividade

da enzima (Figura 14).
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Figura 14 — Atividade da Catalase em LAM de ratas ND (n=7), NG (n=5), HD (n=8) e HG
(n=5).

Legenda: Os dados estio expressos como média + erro padrdao da média. *P<0.05 em relacdo
ao grupo ND. ND (normotensa em diestro); NG (normotensa grdvida); HD
(hipertensa em diestro) e HG (hipertensa gravida).
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4.12 Medida da glutationa peroxidase

A atividade da Glutationa Peroxidase, avaliada em preparacdes LAM, ndo diferiu entre
os grupos normotensos. No entanto, a atividade da enzima foi significativamente maior no
grupo de ratas HG, quando comparada ao respectivo grupo em diestro. A hipertensdao

isoladamente ndo alterou a atividade da enzima (Figura 15).
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Figura 15 — Atividade da Glutationa Peroxidase em LAM de ratas ND (n=7), NG (n=8), HD
(n=8) e HG (n=5).

Legenda: Os dados estio expressos como média + erro padrdao da média. *P<0.05 em relacdo
ao grupo ND; +P<0.05 em relacdo ao grupo NG; #P<0.05 em relagcdo ao grupo HD.
ND (normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro)

e HG (hipertensa gravida).
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4.13 Transporte de L-arginina em plaquetas

O transporte de L-arginina em plaquetas foi menor no grupo de ratas HG do que no
grupo de ratas HD. Entretanto, o grupo de ratas NG nao apresentou diferenca no transporte
basal de L-arginina com relacdo ao seu respectivo grupo em diestro. A hipertensio por si sé

nao modificou o transporte (Figura 16).
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Figura 16 — Transporte de L-arginina em plaquetas de ratas ND (n=7), NG (n=8), HD (n=8) e
HG (n=5).
Legenda: Os dados estdo expressos como média *+ erro padrio da média. *P<0.05. ND

(normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro) e
HG (hipertensa gravida).
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4.14 Efeito da Ang 1-7 sobre o transporte de L-arginina em plaquetas

O transporte de L-arginina em plaquetas foi avaliado na condi¢do basal ou na presenca
de tratamento com L-NA (1 mM), Ang 1-7 (100 nM) ou L-NA + Ang 1-7. O transporte de L-
arginina em plaquetas foi reduzido com a utilizagdo de L-NA, mas ndo foi alterado pela

incubagdo com Ang 1-7, isoladamente, em todos os grupos experimentais (Figura 17).
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Figura 17 — Efeito da Ang 1-7 sobre o transporte de L-arginina em plaquetas de ratas ND
(n=7), NG (n=8), HD (n=8) e HG (n=5).

Legenda: Os dados estdo expressos como média + erro padrao da média. *P<0.05 em relacdo
ao transporte basal do respectivo grupo controle. #P<0.05 em relacdo ao transporte
basal do grupo. ND (normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD
(hipertensa em diestro) e HG (hipertensa grivida).
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4.15 Expressao de eNOS em plaquetas

A expressao de eNOS foi avaliada por Western Blotting. Em preparacdes de plaquetas
de ratas NG houve uma menor expressao de eNOS quando comparada ao grupo controle. Em
plaquetas de ratas HD e HG também houve uma menor expressdo dessa isoforma quando
comparada as ratas ND, indicando que a hipertensdo reduz a expressdao da eNOS em ratas ndo
griavidas. Entretanto, a gravidez associada a hipertensdo nao alterou a expressao observada em

ratas HD, como ocorreu entre os grupos normotensos (Figura 18).
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Figura 18 — Expressdo da eNOS em plaquetas de ratas ND, NG, HD e HG (n=3).

Legenda: Os dados estdo expressos como média * erro padrio da média. *P<0.05. ND
(normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro) e
HG (hipertensa gravida).
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4.16 Expressao de iNOS em plaquetas

A expressao de iNOS foi avaliada por Western Blotting. Em plaquetas de ratas NG e
HG houve uma menor expressao dessa enzima quando comparada aos respectivos grupos em
diestro. Logo, a gravidez, em condi¢cdo de normotensao ou hipertensdo, foi capaz de reduzir a
expressdo de iNOS. Entretanto, a hipertensdo isoladamente nio alterou a expressdo da enzima

(Figura 19).
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Figura 19 — Expressdo da iNOS em plaquetas de ratas ND, NG, HD e HG (n=3).

Legenda: Os dados estdo expressos como média * erro padrio da média. *P<0.05. ND
(normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro) e
HG (hipertensa gravida).
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4.17 Atividade basal da NOS plaquetaria

A atividade basal da NOS em plaquetas, medida através da conversdo de L-[*H]-
arginina em L-[*H]-citrulina, foi menor em ratas NG e HG do que nos respectivos grupos em

diestro. A hipertensao ndo modificou a atividade da enzima (Figura 20).
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Figura 20 - Produgdo de L[3H]—citrulina em plaquetas de ratas ND (n=6), NG (n=8), HD (n=5)
e HG (n=5).

Legenda: Os dados estdo expressos como média * erro padrio da média. *P<0.05. ND
(normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro) e
HG (hipertensa gravida).
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4.18 Efeito da Ang 1-7 sobre a atividade da NOS plaquetaria

A atividade da NOS em plaquetas, medida através da conversao de L—[3H]—arginina em
L-[*H]-citrulina, foi avaliada na condi¢do basal, assim como na presenc¢a de tratamento com
L-NA (1 mM), Ang 1-7 (100 nM) ou L-NA + Ang 1-7. A atividade da enzima foi reduzida na
presenca de L-NA, mas ndo foi alterada pela incubagdo com Ang 1-7, isoladamente, em todos

os grupos experimentais (Figura 21).
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Figura 21 - Efeito da Ang 1-7 sobre a producio de L[*H]-citrulina em plaquetas de ratas ND
(n=6), NG (n=8), HD (n=5) e HG (n=5).

Legenda: Os dados estido expressos como média + erro padrdo da média. *P<0.05 em relacdo
a atividade enzimatica basal do respectivo grupo controle. #P<0.05 em relacio a
atividade enzimdtica basal do grupo. ND (normotensa em diestro); NG (normotensa
gravida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa gravida).
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4.19 Mensuracao do GMP ciclico intraplaquetario

A producdo basal de GMPc intraplaquetério foi significativamente maior no grupo de
ratas HG, quando comparada aos grupos normotensos. A gravidez em condicdo de

normotensao e a hipertensao isoladamente ndo alteraram a producao de GMPc (Figura 22).
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Figura 22 - Producdo de GMPc em plaquetas de ratas ND (n=4), NG (n=5), HD (n=4) e HG
(n=4).

Legenda: Os dados estdo expressos como média * erro padrio da média. *P<0.05. ND

(normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro) e
HG (hipertensa gravida).
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4.20 Expressao da subunidade B; da guanilato ciclase solivel (GCs) em plaquetas

A expressdo da subunidade ; da guanilato ciclase soldvel, enzima responsavel pela
producdo de GMPc, foi maior em plaquetas de ratas HD, quando comparada aos grupos de
ratas normotensas. Em plaquetas de ratas HG foi observada uma menor expressdao da enzima
quando comparada a HD e que ndo diferiu daquela observada nos grupos normotensos (Figura

23).
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Figura 23 — Expressdo da subunidade 3; da enzima guanilato ciclase soliivel em plaquetas de
ratas ND, NG, HD e HG (n=3).

Legenda: Os dados estdo expressos como média * erro padrio da média. *P<0.05. ND
(normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro) e
HG (hipertensa gravida).
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4.21 Expressao de fosfodiasterase 5 (PDES) em plaquetas

A expressdao de PDES, uma enzima que metaboliza GMPc em plaquetas, foi maior em
ratas HD, quando comparada aos grupos de ratas normotensas. Em plaquetas de ratas HG foi
observada uma menor expressdo da enzima quando comparada a HD e que ndo diferiu

daquela observada nos grupos normotensos (Figura 24).
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Figura 24 — Expressdo de PDES em plaquetas de ratas ND, NG, HD e HG (n=3).

Legenda: Os dados estdo expressos como média *+ erro padrio da média. *P<0.05. ND
(normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro) e
HG (hipertensa gravida).
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4.22 Andlise da agregacao plaquetaria

A agregacdo plaquetéria (%) em plasma rico em plaquetas, em resposta ao ADP (12
uM), ndo diferiu significativamente entre os grupos experimentais. Tanto a gravidez, quanto a

hipertensio, isoladamente, ndo modificaram a agregacdo plaquetdria (Figura 25).
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Figura 25 — Agregacdo plaquetéria (%) induzida por ADP (12 uM) em plaquetas de ratas ND
(n=7), NG (n=7), HD (n=8) e HG (n=8).

Legenda: Os dados estdo expressos como média * erro padrao da média. ND (normotensa em
diestro); NG (normotensa grdavida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa
gravida).
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4.23 Efeito da Ang 1-7 sobre a agregacao plaquetaria

A agregacdo plaquetdria (%) em PRP, em resposta ao ADP (12 uM), foi avaliada na
auséncia e na presenca de incubacdo com Nitro (100 uM), Ang 1-7 (100 nM) ou Nitro + Ang
1-7. A agregacdo plaquetdria foi reduzida com a utilizagdo de Nitroglicerina em todos os
grupos experimentais, mas nao foi alterada pela incubacdo com Ang 1-7 isoladamente ou

associada a Nitroglicerina (Figura 26).
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Figura 26 — Efeito da Ang 1-7 sobre a agregacdo plaquetdria induzida por ADP (12 uM) em
plaquetas de ratas ND (n=7), NG (n=7), HD (n=8) e HG (n=8).

Legenda: Os dados estdo expressos como média + erro padrao da média.*P<0.05 em relagdo a
agregacdo plaquetdria induzida por ADP do grupo. +P<0.05 em relacdo a agregacdo
plaquetdaria induzida por ADP na presenca de Nitroglicerina do grupo. ND
(normotensa em diestro); NG (normotensa gravida); HD (hipertensa em diestro) e HG
(hipertensa gravida).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos a contribuicdo do SRA vascular para a regulacio
cardiovascular materna no final da gravidez em ratas normotensas e espontaneamente
hipertensas. Paralelamente, investigamos o impacto da gravidez e hipertensdo sobre a via L-
arginina-NO-GMPc em plaquetas e sua correlacdo com a fun¢do plaquetéria.

A gravidez € caracterizada por importantes modificacdes hemodinamicas. H4 reducio
da resisténcia vascular periférica e queda da pressdo arterial, enquanto hd aumento do débito
cardiaco e da contratilidade cardiaca (ROBSON et al., 1989). Os mecanismos responsaveis
pela vasodilatacdo durante a gravidez ndo sdo completamente entendidos, mas alguns dados
sugerem que o NO € o principal mediador na queda da resisténcia vascular (DORUP et al.,
1999). Em modelos animais e em humanos a sintese de NO torna-se elevada durante a
gravidez (CONRAD et al., 1996; COCKELL & POSTON, 1997), podendo contribuir para a
expansao da circulagdo tutero-placentdria.

Inicialmente, constatamos que tanto ratas normotensas quanto hipertensas, no final da
gestacdo, apresentaram uma reducdo significativa da pressdo arterial sistélica. Os niveis
obtidos em ratas gravidas hipertensas ndo diferiram significativamente daqueles encontrados
nos grupos de ratas normotensas, o que corrobora dados prévios do nosso grupo e de outros
grupos de pesquisa (CHUNG et al., 2004; RESENDE et al., 2004; RACASAN et al., 2005).
Estes resultados poderiam ser explicados, em parte, por um aumento da producdo de NO e
PGI, pelo endotélio vascular, e que contribuem para a vasodilatagdo e consequente queda na
resisténcia vascular (BALLEJO et al., 2002).

Na gestacdo, o estrogénio e/ou progesterona promovem um aumento na atividade do
SRA pelo aumento dos niveis circulantes e teciduais de angiotensinogénio e renina
(OELKERS, 1996) e, consequentemente, do peptideo vasoconstritor Ang II. Por outro lado, o
estrogénio também aumenta a expressao de importantes enzimas relacionadas a vasodilatagdao
como a eNOS (WEINER ez al., 1994a,b). Estudos em culturas de células demonstraram que
concentracgdes fisiolégicas de estrogénio promovem a liberagdo de NO através da ativacdo
direta de eNOS, sem envolver alteracido da expressdo génica (HISAMOTO et al., 2001). De
fato, nossos estudos em LAM demonstraram que ratas gravidas, tanto normotensas quanto
hipertensas, apresentaram maior expressao de eNOS, que pode contribuir com uma maior

producdo de NO relacionada a gravidez.
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Evidéncias crescentes sugerem que os mecanismos inflamatérios e de estresse
oxidativo estdo envolvidos na fisiopatologia da hipertensdao. A Ang II parece estar envolvida
na inflamacdo vascular associada a hipertensdo (CHENG et al., 2005) e, ainda, a inibicdo dos
receptores AT; ndo somente normaliza a pressdo arterial, como também reduz o estado
inflamatdrio em ratos espontaneamente hipertensos (SANZ-ROSA et al., 2005). Além disso, a
reducdo significativa da pressdo arterial induzida pela gravidez na linhagem SHR pode estar
relacionada a queda dos indicadores de estresse oxidativo nos rins (IACONO et al., 2009).
Em nosso estudo, o dano oxidativo também estd reduzido na gravidez, acompanhada de
hipertensdo ou ndo. Esse fendmeno estd relacionado ao aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, mas parece ocorrer de maneira distinta entre os grupos. Enquanto ratas
normotensas gravidas apresentaram aumento da atividade da catalase, em ratas hipertensas
gravidas houve aumento da atividade da enzima glutationa peroxidase. Cabe ressaltar que a
atividade da SOD, uma das principais enzimas antioxidantes, estd reduzida em ratas
hipertensas grdvidas, entretanto, o significativo aumento da atividade da GPx nesse grupo
parece compensar a deficiéncia antioxidante da SOD, permitindo que os niveis de TBARS
permane¢am reduzidos como nas ratas normotensas gravidas. Portanto, a maior expressdo da
eNOS e a diminui¢do do estresse oxidativo poderiam explicar, em parte, uma maior produgdao
e maior biodisponibilidade de NO nos vasos e conseqiiente queda na pressdo arterial na
gravidez, em condi¢des de normotensao e hipertensao.

A queda da pressdo arterial no final da gravidez pode envolver outros mecanismos.
Além de uma reducao do estresse oxidativo, o SRA parece desempenhar um papel importante
nas alteracOes vasculares associadas a gravidez. Nossos resultados demonstraram que em
preparagdes de LAM pré-contraidas, a Ang Il e a Ang 1-7 produziram respostas
vasodilatadoras em ratas virgens e gravidas, normotensas e hipertensas. Cabe ressaltar que
esta € a primeira descricdo sobre o efeito vasodilatador induzido pela Ang II em preparacdes
pré-contraidas de fémeas normotensas e hipertensas. Estes dados estdo de acordo com os
achados anteriores de Soares de Moura et al. (2004) em LAM de ratos normotensos adultos,
que demonstraram ainda que a resposta vasodilatadora da Ang II é dependente de endotélio e
da ativag¢do da via NO-GMPc. Da mesma forma, o efeito vasodilatador induzido pela Ang II
foi demonstrado recentemente por nosso grupo em LAM de ratos espontaneamente
hipertensos (OGNIBENE et al., 2009), sugerindo que a expressdo aumentada de receptores
AT,, mantida com a idade, representa um beneficio adicional para os efeitos hemodinamicos

dos antagonistas AT, utilizados como terapia anti-hipertensiva. Este efeito vasodilatador
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dependente de endotélio também foi demonstrado em arteriola aferente de coelho (ARIMA et
al., 1997) e em artéria mesentérica isolada de rato (KATADA E MAJIMA, 2002).

Esta também € a primeira evidéncia mostrando o efeito vasodilatador induzido pela
Ang 1-7 em ratas hipertensas gravidas e ndo gravidas. Outros estudos demonstraram que o
heptapeptideo promove relaxamento em preparagdes de artérias corondrias e mesentéricas de
animais normotensos (GORELIK et al., 1998 BROSNIHAN et al., 2004) e estimula a
liberacdo de NO e prostaglandinas (RAJENDRAN et al., 2005).

No presente estudo foi demonstrado que as respostas vasodilatadoras induzidas por
Ang II ou Ang 1-7 foram similares em LAM de ratas normotensas ndo gravidas e gravidas.
Esta observagdo confirma os dados de diferentes grupos, que nio observaram diferenca entre
as respostas induzidas por agentes vasodilatadores dependentes do endotélio, como BK e ACh
(RESENDE et al., 2004; BALLEJO et al., 2002), sugerindo que a funcdo endotelial nio é
alterada durante a adaptacdo normal da gravidez. Os estudos de Brosnihan et al. (2004)
demonstraram que hd um aumento dos niveis plasmdticos e urindrios de Ang 1-7 e um
aumento da resposta vasodilatadora promovida pelo heptapeptideo em artérias mesentéricas
isoladas de ratas normotensas gravidas. Em nosso estudo ndo foi observado o aumento da
resposta vasodilatadora da Angl-7 em LAM na gravidez de ratas normotensas, mas a
utilizacdo de preparagdes vasculares distintas pode justificar a diferenga de resultados.

Nossos dados também demonstraram que o LAM de ratas hipertensas gravidas
apresenta maior resposta vasodilatadora induzida por Ang Il e Ang 1-7 do que o LAM de
ratas hipertensas nao gravidas. Essa resposta parece ser especifica para os peptideos do SRA,
pois estudo prévio do nosso grupo demonstrou uma reducdo da resposta vasodilatadora
induzida por BK em artérias mesentéricas de SHR grdvidas quando comparada a SHR nao
gravidas, enquanto as respostas vasodilatadoras induzidas por ACh e nitroglicerina foram
similares entre os grupos (RESENDE e al., 2004). Esses dados mostram a provavel e
importante participacdo dos peptideos do SRA nas modificacdes hemodinamicas e reducdo da
pressdo arterial durante a gravidez em ratas geneticamente hipertensas.

As agdes da Ang II s3o mediadas pela ativacdo de dois subtipos de receptores, AT e
AT,. O receptor AT; é amplamente distribuido nos adultos, enquanto o receptor AT, é
altamente expresso durante o desenvolvimento fetal, mas reduz progressivamente apds o
nascimento (DE GASPARO et al., 2000). Além disso, ja foi demonstrado que a expressao
aumentada do receptor AT, na vasculatura de camundongos trangénicos induz vasodilatacdo e

neutraliza o efeito pressor mediado pelo receptor AT, (TSUTSUMI et al., 1999). Isto sugere
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que a expressdo modificada dos receptores da Ang II pode estar envolvida na regulacdo da
pressdo arterial e da homeostase cardiovascular. Os resultados do presente estudo
demonstraram que ndo houve uma alteracao significativa na expressao de receptores AT; em
LAM de ratas normotensas gravidas e ndo gravidas. No entanto, SHR grdvidas apresentaram
uma expressao reduzida desse receptor em comparacdo as ratas SHR ndo gravidas. A reducgdo
significativa da expressdo de receptores AT; em LAM de SHR grdvidas observada neste
estudo sustenta o papel protetor do receptor AT, que apresentou uma expressao inalterada na
gravidez e que deve estar associada a resposta vasodilatadora aumentada da Ang Il e Ang 1-7.
Nossa hipétese € de que na vigéncia de uma expressao reduzida de AT, em vasos de ratas
SHR grividas, a Ang Il promova preferencialmente vasodilatacio mediada por AT,. Dados
recentes do nosso grupo mostram que a Ang II induz vasodilatacio em LAM de ratos
normotensos e hipertensos mediada por AT,. Esta resposta também é mediada por ativacao de
receptor de Ang 1-7, ja que é parcialmente reduzido pelo inibidor A779 do receptor mas
(OGNIBENE et al., 2009). Portanto, a Ang 1-7 parece contribuir para a resposta
vasodilatadora da Ang II. Além disso, o heptapeptideo por si s6 produz resposta
vasodilatadora ligando-se a seu receptor especifico mas (GIRONACCI et al., 1999). Nossos
resultados em LAM estdo de acordo com o estudo de lacono et al. (2009), que demonstraram
uma significativa reducio na expressao renal de receptores AT; que, no entanto, foi associada
ao aumento do subtipo AT, em SHR gravidas. Portanto, um aumento na relacdo AT,/AT, nos
rins e na vasculatura pode contribuir para o controle da hemodinamica glomerular e redugdo
da resposta vasoconstritora induzida pela Ang II, resultando em um efeito benéfico sobre a
pressdo arterial sistémica em SHR grividas.

O SRA € um regulador central dos eventos cardiovasculares. Enquanto a atividade do
eixo vasoconstritor e proliferativo ECA/Ang II/AT; tem sido relacionada a complicagdes
cardiovasculares como a trombose, a atividade do eixo ECA2/Ang 1-7/mas parece atuar de
maneira contra-regulatéria, estando envolvida em agdes protetoras do SRA, como
vasodilatacdo e efeito anitrombogénico (SANTOS et al., 2008; FRAGA-SILVA et al., 2010).
Diversas observacdes e evidéncias experimentais sugerem um papel benéfico da ECA2 sobre
a funcdo cardiovascular. Evidéncias demonstram que a expressdo de ECA2 ji se encontra
elevada nos estdgios iniciais da hipertensio, o que pode indicar um papel protetor da ECA2
(SANTOS et al., 2005). Além disso, estudos indicam um aumento da expressao de receptores
mas em animais adultos, enquanto a expressao dos receptores AT, € reduzida (ALENINA et

al., 2002; DE GASPARO et al., 2000), sugerindo que a acdo contra-regulatoria exercida pelos
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receptores AT, nas fases iniciais do desenvolvimento é progressivamente substituida pelo
eixo ECA2/Ang 1-7/mas em fases posteriores.

Nossos dados demonstraram que em LAM de SHR ndo grividas ha uma maior
expressdo das enzimas ECA e ECA2, responsdveis pela geracdo de Ang II e Ang 1-7,
respectivamente. No entanto, no final da gravidez em SHR, houve uma reducdo significativa
nos niveis de ECA, enquanto a expressao de ECA2 permaneceu aumentada. Estes resultados
mostram uma importante regulacdo dos eixos do SRA, sugerindo um deslocamento para o
eixo ECA2/Ang 1-7 como uma resposta adaptativa e a provavel relacdo com a redugdo da
pressdo arterial na gravidez de animais espontaneamente hipertensos.

Portanto, os resultados sugerem que a redugdo da pressao arterial para valores normais
no final da gravidez em SHR pode estar relacionada ao aumento da produ¢do de NO e das
respostas vasodilatadoras induzidas por Ang Il e Ang 1-7, assim como a redu¢do da expressao
de ECA e receptores AT e do estado oxidativo.

Diversos estudos tém investigado o metabolismo do aminodcido precursor L-arginina
na gestacdo, no entanto esta € a primeira evidéncia de que plaquetas de ratos
constitutivamente expressam tanto eNOS quanto iNOS, que s3o capazes de gerar ativamente
NO a partir do aminodcido semi-essencial L-arginina. Evidéncias anteriores sustentam um
papel importante do NO derivado de plaquetas como anti-agregante plaquetirio e no
impedimento das propriedades de adesdo em humanos (MONCADA & HIGGS, 1993). O
primeiro passo para a producdo de NO € o transporte transmembrana de L-arginina através de
sistemas transportadores de aminoacidos (DEVES & BOYD, 1998). Os resultados de nosso
estudo mostraram que o transporte total de L-arginina e a atividade da NOS diminuiram em
plaquetas de ratas hipertensas grdvidas em comparacdo com hipertensas nio grividas.
Evidéncias recentes demonstraram que o transporte de L-arginina na aorta materna &
profundamente atenuada na gravidez, sustentando que hd um deslocamento de arginina
preferencialmente para o feto (RESHEEF er al., 2008). Estes dados podem explicar a redugao
no transporte de L-arginina em plaquetas de ratas grdvidas hipertensas. Tanto o influxo
quanto a disponibilidade intracelular de L-arginina sdo fatores limitantes para a producao de
NO (GOUMAS et al., 2001). Portanto, é possivel que a diminui¢ido da atividade enzimatica
observada neste estudo esteja relacionada a menor quantidade de substrato, juntamente com a
diminuicdo da expressao da iNOS.

Neste estudo, verificamos que os niveis de GMPc intraplaquetério sdo iguais em ratas

SHR ndo gravidas e normotensas. No entanto, neste estdgio de hipertensdo, a expressao da
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PDES5, que metaboliza o GMPc, estd aumentada em ratas SHR comparada com as
normotensas, mas a expressdo aumentada de GCs parece compensar o metabolismo
aumentado neste grupo. Por outro lado, observamos uma maior producio de GMPc e
manutencdo de uma agregacdo plaquetdria dentro da normalidade na gravidez associada a
hipertensdo. Apesar da diminui¢do do transporte de L-arginina e da atividade da NOS, e
ainda, da menor expressao da GCs, um dos fatores que podem contribuir para o aumento dos
niveis de GMPc € a reducdo da expressio da proteina PDES. Este dado sugere uma
importante resposta regulatéria para a modulacdo da agregacdo plaquetdria durante a
gravidez. Outra explicagdo seria a redugdo do estresse oxidativo durante a gravidez, levando a
manutencdo da biodisponibilidade de NO e consequentemente dos niveis de GMPc. A
hipertensdo tem sido associada ao estresse oxidativo, o que foi demonstrado em machos
(GRUNFELD et al., 1995) e fémeas SHR (IACONO et al., 2009). Recentes evidéncias t€m
demonstrado que os niveis de malondildeido (MDA), gerado pela peroxidacgao lipidica, estao
elevados nos rins de fémeas SHR e que a gravidez diminui esses niveis (IACONO et al.,
2009).

Em contrapartida, o transporte total de L-arginina foi mantido na gravidez na condi¢ao
de normotensdo. Mas, semelhante as ratas hipertensas, a atividade da enzima NOS, medida
pela conversdo de L-arginina em L-citrulina, foi reduzida. Também foi observado que a
expressdo das isoformas eNOS e iNOS foram reduzidas na gestacdo normal. Embora seja
aparente uma inibicdo da via de producdo de NO, a producdo de GMPc e a agregacdo
plaquetdria foram similares ao grupo controle. Portanto, a atividade reduzida da NOS em
plaquetas de ratas normotensas gravidas pode estar relacionada a menor expressdo de ambas
as isoformas. No entanto, a agregacdo plaquetdria normal também é sustentada pelos niveis
inalterados de GMPc. Alternativamente, além do NO, outros fatores podem regular a
atividade da enzima GCs, como o monoéxido de carbono (CO) e o OH, afetando assim os
niveis de GMPc. Estudos prévios demonstraram que o CO e o NO t€m efeitos semelhantes
sobre a agregacao plaquetdria (BRUNE & ULRICH, 1987), a fun¢do do musculo liso vascular
e o nivel intracelular de GMPc. Além disso, o OH foi sugerido como um mediador fisiol6gico
do relaxamento vascular dependente do endotélio (SCHMIDT et al., 1993). Assim, além do
NO, tanto o CO quanto o OH podem representar potenciais mediadores da fun¢do plaquetaria.

A interacdo da NOS com uma variedade de proteinas tem um papel importante na
regulacdo da produgdo de NO. Uma das proteinas que interagem com a NOS € a proteina de

choque térmico 90 (HSP90), que parece exercer um importante papel na funcdo e na
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estabilidade da enzima (PRESLEY et al., 2008). Entretanto, a degradacdo da NOS tem sido
proposta como um mecanismo regulatério em condi¢des de elevada produgcdao de NO para
prevenir os efeitos téxicos desse composto (BENDER et al., 2000; MUSIAL & EISSA, 2001)
e parece estar associada a menor interagdo com HSP90 (AVERNA et al., 2007). Como a
gestacdo € caracterizada pela elevada produ¢do de NO, principalmente pelas células
endoteliais, o excesso desse composto poderia levar a degradacdo das isoformas da enzima
NOS em plaquetas. Dessa forma, a menor expressao de NOS promove a menor atividade da
enzima e como conseqiiéncia a menor producdo de NO. Outra possibilidade € que o aumento
da producio de NO e PGI, pelo endotélio na gravidez (VALDES ez al., 2009) possa participar
da manuten¢do da agregacao normal, mesmo na presenca de uma producao intraplaquetdria de
NO reduzida. Portanto, embora a via L-arginina-NO esteja inibida durante a gravidez, com a
conseqiiente diminui¢do da producdo do NO enddgeno, provavelmente hd uma compensagdo
pelo NO produzido pelas células endoteliais.

Os antagonistas plaquetdrios aumentam os niveis de AMPc e GMPc através da
ativacdo das respectivas ciclases. Em contrapartida, os niveis desses nucleotideos ciclicos sdo
reduzidos através da degradagdo pelas PDEs. As plaquetas contém principalmente PDE3, que
hidrolisa preferencialmente AMPc, e PDES, que catalisa preferencialmente a degradacao de
GMPc (HASLAM et al., 1999). Além disso, o GMPc parece modular os niveis de AMPc e a
atividade da PKA através da inibicdo da atividade da PDE3 (VASDECASTEELE et al.,
2001).

Relevantes estudos t€ém demonstrado uma importante participagdo da Ang 1-7 sobre a
funcdo plaquetdria. O heptapeptideo é capaz de potencializar o efeito anti-agregante
plaquetdrio induzido pelo nitroprussiato de sédio, um doador de NO, e também apresenta
efeito antitrombdtico (RAJENDRAN et al., 2005; FRAGA-SILVA et al., 2008). No presente
estudo, a incubagdo de plaquetas com Ang 1-7, na concentragdo de 100 nM, nio foi capaz de
potencializar o efeito anti-agregante da nitroglicerina, um doador de NO, ou ainda, alterar o
transporte de L-arginina e a atividade da NOS em plaquetas. Um estudo mais detalhado do
papel da Ang 1-7 na funcdo plaquetdria precisa ser realizado, utilizando diferentes
concentracdes de Ang 1-7 e maior tempo de incubacdo das plaquetas com o peptideo.

Similarmente aos humanos, este estudo revela a presenca da via L-arginina-NO-GMPc
em plaquetas de ratos. Além disso, a gravidez diminui o transporte de L-arginina, a atividade
da NOS e a expressao da INOS em plaquetas de ratas hipertensas em comparagdo com

hipertensas ndo gravidas. Apesar da reduzida biodisponibilidade de NO plaquetario em ratas
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hipertensas, a agregacdo plaquetdria permanece inalterada, o que pode estar relacionado ao
aumento dos niveis de GMPc e a menor expressdo de PDES. Esses dados podem contribuir

com o estudo sobre a complexa fisiopatologia da hipertensdo gestacional.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que a redugcdo da pressdo arterial para
valores normais no final da gravidez em SHR pode estar relacionada ao aumento da producao
de NO e das respostas vasodilatadoras induzidas por Ang Il e Ang 1-7, assim como a redu¢do
da expressdo de ECA e receptores AT, e do estado oxidativo no LAM. Além disso, este
estudo revela a presencga da via L-arginina-NO-GMPc em plaquetas de ratos. Apesar de uma
reduzida biodisponibilidade plaquetdria de NO, a agregacio plaquetdria permanece inalterada
em SHR gravidas, o que pode estar relacionado ao aumento dos niveis de GMPc a a reduzida

expressao de PDES.
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Characterization of the L- arglnlne—NO—cGMP
pathway in spontaneously hypertensive rat platelets:

the effects of pregnancy

Dayane Teixeira Ognibene, Monique Bandeira Moss, Cristiane Matsuura, Tatiana M Brunini,
Roberto Soares de Moura, Antonio Claudio Mendes-Ribeiro and Angela de Castro Resende

Nitric oxide (NO) is a short-lived intercellular messenger that provides an efficient vascular regulatory mechanism to support
homeostasis and prevent thrombosis. Endothelial dysfunction and reduced NO bioavailability have a central role in hypertension
associated with pregnancy. The purpose of this study was to investigate the impact of pregnancy on the L-arginine~-NO-cGMP
pathway in platelets and its correlation to platelet function and blood pressure in normotensive rats and spontaneously
hypertensive rats (SHRs). Platelets were obtained from blood on the 20th day of pregnancy from female SHRs (SHR-P) and
normotensive controls (P) or age-matched nonpregnant rats (SHR-NP and NP). Intraplatelet NO synthase (NOS) activity was
reduced in P compared to NP, despite unchanged v-arginine influx. The expression levels of endothelial NOS (eNOS) and
inducible NOS (iNOS) were diminished during pregnancy in normotensive rats. Paradoxically, cyclic guanosine monophosphate
(cGMP) levels were similar between NP and P, as were phosphodiesterase type 5 (PDE5) expression and platelet aggregation
induced by adenosine diphosphate. In SHRs, L-arginine influx was reduced in SHR-P compared to SHR-NP. SHR-P exhibited
impaired NOS -activity and reduced iNOS expression compared with SHR-NP. Soluble guanylyl cyclase and PDES expression

in platelets were lower in SHR-P than in SHR-NP, whereas fo differences were noted between groups with respect to cGMP
levels. However, increased levels of cGMP were observed in SHR-P compared to normotensive groups and platelet aggregability
remained unaltered. In conclusion, these observations prompted the hypothesis that normal platelet aggregation in pregnant
SHRs may be related to a reduction in PDE5 expression and consequently the maintenance of ¢cGMP levels, independently of

reduced platelet NO bioavailability.
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INTRODUCTION

Chronic hypertension imposes a high risk of developing adverse
obstetric outcomes in humans and rats, such as abruplio placenta,
superimposed preeclampsia, fetal loss, preterm labor, low birth weight
and perinatal death.’? It is also well known that hypertensive patients
are at a high risk of developing thrombotic events,® and it has
been suggested that platelet activation together with endothelial
dysfunction may prov1de an important link between pregnancy and
hypertension.?

.In human platelets, nitric oxide (NO) is formed {rom the cationic
amino-acid t-arginine by inducible NO synthase (iNOS} and endothe-
lial NOS (eNOS).> Extracellular t-arginine transport into human
platelets is mediated by systemic y*1L, which modulates NO produc-
tion in these cells. The majority of NO effects occur through a highly
regulated interplay of cyclic guanosine monophosphate (cGMP)
formation mediated by the activation of soluble guanylyl cyclase
(sGC) and degradation by phosphodiesterase type 5 (PDE5).?

Previous studies by our group have shown that a reduction in
intraplatelet NO biocavailability associated with platelet hyperaggreg-
ability might be involved in thrombotic events in patients with
essential hyperlension“'“’ because NO inhibits platclet adhesion,"
aggregation’? and recruitment,'® as well as the formation of leuko-
cyte—platelet aggregates.'?

In spontaneously hypertensive rats (SHRs), s )'itollt. blood pressure
(SBP) is reduced to normal values at the end of pregnancy,’3!® even
though cardiac output and total blood volume are increased. This
phenomenon has been associated with decreases in responsiveness to
vasoconstrictor agents and systemic blood pressure.””-1 Tt has also
been suggested that there is substantial production of NO and
prostacyclin by the endothelium,2° Converscly, the responsiveness to
vasodilators such as bradykinin is decreased in resistance arteries of
pregnant SHRs?' as well as in small subcutancous arteries and
myometrial resistance arteries from women with preeclampsia.22=*
Because bradykinin endothelium-dependent relaxation is mediated
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by NO and endothelium-derived hyperpolarizing factor, these lindings
suggest that endothelial dysfunction may contribute to the altered
wvasoreaclivity seen in pregnant SHRs,2' Lo preeclampsia and to
decreased placental perfusion and its associated intrauterine growlh
restriction. 4
The endathelium has a key role in maintaining blood fluidity and in
preventing thrombus formation. NO contributes to such physiological
f=ztures by inhibiting platelet aggregation and adhesion and inducing
wsodilation.2%26 Endothdlial dysfunction is widely thought to have a
=iz in the hypertensive discase associated with pregnancy. To date,
there is no evidence of the role of the t-arginine-NO-cGMP pathway
= platelets and their activation in pregnant SHRs. Using SHRs as a
model of pregnancy associated with preexisting hypertension, we
studied the intraplatelet r-arginine-NO—cGMP pathway and its cor-
relation with platelet function and blood pressure at the end of
gestation in normotensive rats and SHRs.

METHODS

Animals

All experiments were reviewed and approved by the ethics committee of
Animal Experiments at Rio de Janeiro State University. The experiments were
conducted in accordance with the National Institutes of Health Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals. The animals were maintained under
dard conditions (12h light/dark cycles, 21 £2°C, humidity 60 £ 10% and
minh~! air exhaustion cycle). Twenty-week-old female Wistar normotensive
=== (body weight 212+7.2¢; n=7) and SHRs (body weight 200 £ 10g; n=6)
we=== matched with respective male strains, and day 1 of pregnancy was
ented by the presence of spermatozoa after a vaginal smear. The animals
sed at the end of pregnancy (20th day). Age-matched virgin Wistar
ensive rats (body weight 201 +4.7g; n=9) and SHRs (body weight
6 g; n=0) in the diestrus cycle from each group served as controls, which
ded four groups: nonpregnant normotensive rat (NP), SHR (SHR-NP),
szgnant normotensive rat (P) and SHR (SHR-P). Body weight was also
Zetermined at the end of pregnancy.

Measurement of SBP

557 was measured by the tail-cuff method using a Letica LE 5000 device
Panlab, Comella, Spain). Rats were trained for 2 wecks before starting the
=xperimental protocol so that blood pressure could be recorded consistently
with minimal restraint and stress to the animals. SBP was mcasured after
mating and at 7, 14 and 20 days of pregnancy and in control nonpregnant rats;
wust before measurement of SBP, the rats were kept at 30-32°C for 15 min to
render the tail artery pulsations detectable. When three consccutive blood
pressure values were obtained without disturbance of the signal, SBP was
recorded.

Platelet suspension

Animals were anesthetized with thiopental (70mgkg™'), and blood was
collected by puncture of the descending aorta, with citric acid-dextrose
{mmoll™": citric acid (73.7), trisodium citrate (85.9), dextrose (111); pH
4.0) to prevent coagulation. Blood samples were centrifuged at 200g for
15min. The supernatant was collected and centrifuged again at 900g for
10 min and then the pellet was resuspended in Krebs buffer (mmoll~": NaCl
(119), KCl (4.6), CaCly (1.5), Nal,PO, (1.2), MgCly (1.2), NalICO; (15),
glucose (11); pll 7.4).

Mcasurement of total 1-[3H]arginine influx in platelets
The platelet suspension was incubated with -[3H]arginine (100 pmol1-!),
followed by two washes in Krebs buffer, centrifugation (2000g for 15s) and
fysis by Triton X-100 (0.1%) for f-scintillation counting (LS 6500 Liquid
Scintillation Counter; Beckman Coulter, TFullerton, CA, USA).27
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Measurement of platelet NOS activity

Total NOS activity was determined from the conversion of t-[3H Jarginine to 1 -
[3H)citrulline.”2 The platelet suspension was incubated at 37 € in the
presence of 1-| 3H Jarginine (1 pmoll~") for 15 min. All reactions were stopped
by rapid centrifugation (2000y, 15s), followed by two washes with Krebs
buffer. The platelet pellet was lysed with 0.1% Triton X-100 and applied to a
Dowex cation exchange resin column. The t-[3Hcitrulline was eluted and
radioactivity measured by liquid scintillation counting (LS 6500 Liquid
Scintillation Countes; Beckman Coulter).

Assay of platelet cGMP levels .

Basal ¢<GMP content was determined in washed platelets using a commercial
enzyme-linked immunosorbent assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, M1,
USA). The platelet suspension was incubated with 200 pmoll ! of 3-isobutyl-
l-methylxanthine  (a phosphodicsterase inhibitor) for 30min. [ce-cold
perchloric acid (150 mmoll ') was added to the samples, and platelets were
lysed by sonication for 15 min followed by rapid freezing in liquid nitrogen.
Cell debris was centrifuged at 2000g for 10 min and supernatants containing
¢GMP were collected and stored at —80"C until the enzyme-linked immuno-

sorbent assay was performed 3303

Platelet aggregation protocol

Platelet aggregation was evaluated in platelet- nch plasma by optical densito-
metry.*? First, blood samples were anticoagulated with 3.8% trisodium citrate
and centrifuged at 200¢ for 15 min at room temperature. Platelet-poor plasma
was obtained by centrifuging the remaining blood at 900¢ for 10min. The
platelet concentration in platelet-rich plasma was adjusted with platelet-poor
plasma to achieve a constant count of 250 10° per |. Aggregation was induced
by adenosine diphosphate (12umoll~!) and responses were monitored for
5min in a four-channel optical aggregometer (Chrono-Log, Havertown, PA,
USA). Tests were performed at 37°C with a stirring speed of 1200 r.p.m.
Maximal aggregation was expressed as a percentage.

Western blot

Platelets were isolated from the platelet-rich plasma by centrifugation,
washed and lysed with lysis butfer. Protein was quantitied using the BCA
protein assay reagent (Thermo Fisher Scientific Pierce Protein Research,
Rockford, 1L, USA). Amounts of 10pg protein were loaded on the gel,
subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 1096 (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA) and then translerred to polyvinylidene fluoride membranes.
The membranes were incubated at room temperature overnight with mouse
monoclonal antibodies (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) against ¢eNOS
(1:1000) and iNOS (1:1000) or rabbit polyclonal antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) against PDES (1:500) and sGC f,
subunit (1:1000). The WesternBreeze chromogenic system (Invitrogen) was
used for detection of the proteins.

Statistical analysis

All data are expressed as mean  s.c.m of measurements in 4-8 rats. Statistical
analysis of all data was performed by one-way analysis of variance test, followed
by Bonferroni’s test, except for SBP, which was tested by a two-way analysis of
variance with repeated measures. Statistical significance was set at P<0.05.

RESULTS

Body weight and SBP

As expected, there was a significant increase in body weight at
the end of pregnancy as compared to day 1 of pregnancy in
normotensive rats (295.0 £ 12,3 vs, 212.1 £ 7.2 g) as well as in SHRs
(265.0+£17.4 vs. 2000£10.2g). SBP (mmHg) measurements
during the experimental period for both normotensive and hyperten-
able 1. The SBIP was increased in SHR-NP
compared 1o NP rats. The SBP in P rats ag well as in SHR-P rats
was significantly reduced at the end of pregnancy. The levels obtained
from SHR-P were not significantly different from those of the
NOrmMotensive proups.

sive rats are shown in ‘1



Table 1 Measurements of systolic blood pressure (mm Hg)

Day 20 .

Group Day 1

NP 137+1.9 128+3.0

P 131+2.3 110+£2.7*

SHR-NP 182+4.9¢ 179+3.7¢
183+ 5.4 128+3.4*

SHR-P

Abbreviations: NP, nonpregnant normotensive (n=7); P, pregnant normotensive (n=8); SHR-NP,
nonpregnant spontaneously hypertensive rat (n=6); SHR-P, pregnant SHR (n=6).
*P<0.05 compared to day 1.
1P .05 compared 1o NP and P on (he same day of measurement,
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Figure 1 -[3H]arginine transport in platelets from
nonpregnant (NP; n=7) and pregnant (P; n=8) or hypertensive nonpregnant
(SHR-NP; n=8) and pregnant (SHR-P; n=5) rats. Values are reported as
mean ts.e.m. (*P<0.05).

Total 1-[3H]arginine transport in platclets

Total t-arginine transport in platelets is mainly mediated by system
v'L and diffusion. System y*L transports cationic amino acids
independent of Na* (for example, L-lysine and L-arginine) and neutral
amino acids in the presence of Nat (for example, L-leucine) with high
affinity, as described in classic experiments on human red blood cells
and platelets.?”??

Total 1-[3H]arginine influx in platelets from SHR-P was signifi-
cantly reduced when compared to SHR-NP rats, but no differences
were observed between platelets from NP and P rats. L-[3H]arginine
transport in platelets from SHR-NP was not significantly different
from that in NP rats (Figure 1).

Basal activity and expression of ¢eNOS and iNOS in platelets
Platelets from P and SHR-P rats showed decreased NOS activity, as
measured by the conversion of L-[3H]arginine to i-{3H]citrulline,
when compared to NP and SHR-NP rats, respectively. NOS activity in
platelets from SHR-NP was not significantly different from that
observed in NP rats (Figure 2a). In normotensive animals, there was
a significant decrease in platelet eNOS expression at day 20 of
pregnancy. SHR-NP had a lower expression of eNOS in platelets
than NP, but no significant change was observed for platelet ¢eNOS
expression in SHR-P as compared to SHR-NP (Figure 2b). The
inducible isoform of NOS expression was decreased in platelets
from P compared to NP rats. Similarly, in the SHR-P animals as
compared to SHR-NP, a significant reduction in iNOS was observed.
INOS expression did not differ between the NP and SHR-NP groups
Figure 2¢).
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Figure 2 Total NOS activity (a), eNOS expression (b) and iNOS expression
(c) in platelets from normotensive nonpregnant (NP; n=7) and pregnant
(P; n=8) or hypertensive nonpregnant (SHR-NP; n=8) and pregnant
(SHR-P; n=5) rats. Values are reported as mean £s.e.m. (*P<0.05).

Intraplatelet cGMP levels and expression of sGC and PDE5

Intraplatelet cGMP levels did not differ among NP, P and SHR-NP
groups. However, cGMP levels were increased in the SHR-P group
compared (o the normotensive groups but not to the SHR-NP group
(Figure 3a). Expression levels of sGC (Figure 3b) and PDES
(Figure 3¢) were increased in the SHR-NP group as compared 1o
NP and P rats. Pregnancy decreased the expression of both sGC and

"PDES in SHR rats. :

Platelet aggregation

Platelet aggregation in platelet-rich plasma was induced by adenosine
diphosphate and responses were monitored for 5min. There was
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Figure 3 Basal cGMP levels (a), sGC expression (b) and PDES expression (c)
in platelets from normotensive nonpregnant (NP; n=-3-4) and pregnant (P;
-3 5) or hyperlensive nonpregnant (SHR NPy o 34) and pregnant (SHR
P; n-3-4) rats. Values are reported as mean £ s.e.m. (*P<0.05).

no significant difference in platelet aggregation among the groups
(Figure 4).

DISCUSSION

This study investigated the impact of pregnancy on the r-arginine—

‘NO-cGMP pathway in platelets from SHRs. The results show that,

despite an inhibition of the intraplatelet 1-arginine-NO pathway,
platelet aggregation from pregnant hypertensive rats remained normal,
which may be due to increased ¢cGMP levels and decreased PDES
expression.

Initially, we found that in normotensive and hypertensive ras,
blood pressure was reduced at the end of pregnancy. The levels
obtained from pregnant hypertensive rats were .not significantly
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Figure 4 Platelet aggregation induced by adenosine diphosphate (ADP) .
(12 pm) from normotensive nonpregnant (NP; n=7) and pregnant (P; n—7) or

hypertensive nonpregnant (SHR-NP; n=8) and pregnant (SHR-P; n=8) rats.
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different from those obtained from the normotensive groups, which
were in agreement with previous findings.'>'2! These results might
be partially explained by an increased production of NO and prosta-
cyclin from vascular endothelium?® and a hyporeactivity to vasocon-
strictors,> which may contribute to vasodilation and consequent
reduction in peripheral vascular resistance. Although a specific role
for NO in the induction of hemodynamic alterations in pregnancy is
somewhal controversial, it is widely accepted that an excess of NO is
generated by endothelial cells during normal pregnancy.336

Several studies have investigated 1-arginine metabolism at gestation,
but there was no evidence of NO synthesis in rat platelets. This is the
first evidence that rat platelets, similar to human platelets, constitu-
tively express both eNOS and iNOS, which actively generate NO from
the semi-essential amino-acid vL-arginine. Previous observations sup-
port a role for platelet-derived NO production in antiplatelet aggrega-
tion and adhesion properties.’” The first step for NO production is the
cellular uptake of vr-arginine through amino-acid transporter sys-
tems.?® Results from our study showed that total 1-arginine transport
and NOS activity were decreased in platelets from pregnant hyperten-
sive rats as compared to nonpregnant hypertensive rats. Recent
evidence has come to light that maternal aortic 1-arginine uptake is
profoundly attenuated in pregnancy, and the researchers of that study
assume that rather than supplying its own endothelium, maternal
1-arginine stores are depleted due to a preferential shift to the fetus.??
These data could explain the reduction in -arginine transport in
platelets from pregnant hypertensive rats, Both influx and availability
of intracellular L-arginine are limiting factors in NO production.™
Therefore, it is possible that the reduced enzyme activity observed here
is related to reduced levels of substrate together with decreased
expression of iINOS. Nevertheless, we observed higher production of
c¢GMP and no change in platelet aggregation during pregnancy in the
hypertensive condition compared to the normotensive condition.
Despite decreased activity of the t-arginine transporter and NOS,
and the reduced expression of sGC, responsible for converting GTP in
c¢GMP, one of the factors that could contribute to the increased cGMP
levels is the reduction in PDES protein expression, an enzyme
responsible (or ¢cGMP metabolism. There is evidence that oxidative
stress markers are increased in maternal bload, urine, placenta and
placental trophoblast cells, and that this state of oxidative stress is
heightened in pregnancies complicated by preeclampsia and intrau-
terine growth restriction.! These findings suggest that pregnancy
per se is a state of oxidative stress due to the high metabolic activity



of the placenta and the maternal metabolism during pregnancy.
However, there are few reporls about oxidative damage in pregnant
SHRs associated with the preexisting hypertension that persists mid-
way through pregnancy. There is recent evidence that the increased
proinflammatory and oxidative markers (malondialdehyde content
znd protein nitrosylation) seen in SHRs are greatly ameliorated by
oregnancy.'® Together with changes in the renin—angiotensin system in
the kidney, reduction of oxidative markers seems Lo contribute to the
reduction of blood pressure near term in SHRs, as observed in our
study. Future studics on oxidative stress in pregnant SHRs should be

carried out in other tissues and platelets to support the hypothesis that:

2 decrease in oxidative stress ncar term may contribute to ‘the
maintenance of NO and ¢cGMP bioavailability.

Total 1-arginine transport was maintained during pregnancy in the
normotensive condition. However, similar to hypertensive rats, NOS
sctivity, measured by the conversion of t-arginine to L-citrulline, was.
reduced. In addition, we observed that the expression of eNOS and
iNOS isoforms was reduced in normal pregnancy. Aside from an
pparent decrease in NO - production, ¢GMP levels and platelet

aggregation were not affected in this group. Therefore, reduced activity |

of NOS in platelets from normotensive pregnant rats may be related to
ower expression of both NOS isoforms. Nevertheless, normal platelet
aggregation is also sustained by unaltered ¢cGMP levels. sGC is also

~ regulated by a family of enzymatically formed guanylyl cyclase-

activating factors that includes carbon monoxide and OH, which
affect ¢cGMP levels. Previous studies have shown that carbon mon-
oxide and NO have similar effects on platelet aggregation,*? vascular
smooth muscle function and intracellular ¢cGMP levels. OH™ was
suggested to function as a physiological mediator of endothelium-
dependent relaxation.*® Thus, aside from NO, both carbon monoxide
and OH™ may represent potential mediators of platelet function.
The interaction of NOS with a variety of proteins has an important
role in regulating NO production. One of the proteins that interacts
with NOS is heat shock protein 90, which appears to have an
important role in the function and stability of the enzyme. However,

' d tion of NOS has been proposed as a regulatory mechanism to

prevent

the toxic effects of this compound in conditions of high NO
-'odmfuorrh 46 and appears to be associated with less interaction with
heat shock protein 90.*7 As pregnancy is characterized by high' NO
production, mainly by endothelial cells, an excess of this compound
could lead to degradation of NOS isoforms in platelets. Thus, reduced
expression of NOS promotes reduced enzyme activity and conse-
quently decreased intraplatelet NO production. Another possibility is
that the increase of NO and prostacyclin production in pregnancy by
endothelium?® could participate in the maintenance of normal aggre-
gation, even in the presence of reduced intraplatelet NO production.
Therefore, even though the L-arginine pathway is inhibited in
pregnancy with a consequent decrease in production of endogenous
NO, there is probably compensation for the NO produced by
endothelial cells.

Platelet antagonists inhibit platelet function by increasing intracel-
lular levels of the cyclic nucleotides cAMP and ¢cGMP through the
aclivation of the respective cyclases. Cyclic nucleotide levels are

. downregulated by phosphodiesterase-mediated degradation. Platelets

contain mainly PDE3, which preferentially hydrolyzes ¢cAMP as a
substrate, and PDES, which preferentially catalyzes the breakdown of
<GMP* In addition, the effects of cGMP could involve the modula-
tion of cAMP levels and PKA activity through inhibition of cAMP-
hydrolyzing PDE3 activity.>

Finally, NO-independent mechanisms of ¢GMP formation in

response (o platelet agonists have been recently described,*! which

L-arginine-NO-cGMP in platelets from pregnant SHR
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supports NO-mediated activation of ¢cGMP in human platelets. These
studies provide evidence that sGC can be activated independently of

- increased NO synthesis in response to the platelet activator adipo-

nectin, leading to elevated ¢GMP levels and activation of ¢GMP-
protein kinase G. The platelet ¢<GMP signaling cascade seems to be
activated by a novel tyrosine kinase-dependent mechanism in the
absence of NO. Therefore, this novel mechanism may also explain the
maintenance of ¢cGMP levels in normal pregnancy or the increased
production of c<GMP associated with hypertension.

In conclusion, this study provides evidence for an active 1-arginine—
NO-cGMP pathway in rat platelets. Morcover, pregnancy decreases 1.-
arginine transport, NOS activity and iNOS expression in platelets
from hypertensive rats as compared to nonpregnant hypertensive rats.
Despite reduced platelet NO bioavailability in pregnant hypertensive
rats, platelet aggregability remains unaltered, which may be related to
increased levels of ¢cGMP and reduced expression of PDES. This
research provides new insights into the complex pathophysiology of
gestational hypertension.
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