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“S6 se pode alcangar um grande éxito quando nos
mantemos fiéis a né6s mesmos”

Friedrich Nietzsche



Resumo

A ativacao de receptores B+ de cininas no endotélio vascular desencadeia
vias de sinalizagdo que resultam na elevagdo do Ca*? intracelular e ativagdo da
enzima oxido nitrico sintase (NOS), seguido por producdo de NO e
vasodilatacdo. Embora a inducdo do receptor B: e sua funcdo durante a
inflamagao tenha sido abordada por diversos estudos, a importancia de
receptores B na homeostase vascular em condi¢des fisiologicas ndo esta
totalmente elucidada. Para esclarecer essa questdo, o presente estudo analisou
a funcéo endotelial e a produ¢cdo de NO em camundongos nocaute do receptor
B: (B:+") e selvagens (WT). O leito arteriolar mesentérico foi perfundido por
solucdo Krebs e respostas vasculares para Acetil-colina (ACh), nitroprussiato de
sédio (SNP) e norepinefrina (NE) foram analisadas por um sistema de aquisigao
de dados. Niveis plasmaticos de NO (umol/L) foram analisados por detec¢ao dos
derivados nitritos/nitratos através de método de quimioluminescéncia e a
producdo vascular de NO foi avaliada em cortes histoldgicos de arteriolas
mesentéricas incubadas com DAF-2 DA, um marcador fluorescente de NO
(unidades arbitrarias, u.a.). A atividade da NOS (pmol/mg.min) foi mensurada
através da conversdo bioquimica de L-[’H]arginina para L-[*H]citrulina em
homogenatos de vasos mesentéricos na presenga de substrato e co-fatores.
Células endoteliais primarias foram incubadas com DAF-2 DA e as imagens
obtidas em microscépio confocal foram analisadas por densitometria 6ptica (u.a.).
Células foram estimuladas com ACh [1 mmol/L] na presenga ou auséncia de L-
arginina, o substrato da NOS, ou tetrahidrobiopterina (BH4), co-fator da NOS, ou
acido ascérbico, composto antioxidante. Produgao de anion superdéxido (u.a.) foi
avaliada em células endoteliais incubadas com di-hidroetidina, um marcador
fluorescente de anion superdxido, na presenga ou auséncia de BH. ou acido
ascorbico. Arteriolas mesentéricas de B+” exibiram severo comprometimento da
vasodilatacdo mediada por ACh, sem alteracbes na resposta ao NPS e NE. Os
niveis circulantes de NO foram consideravelmente reduzidos em B:" (49,6 *
10,5%; n=6) vs WT (141,9 £ 17,3; n=6 ), acompanhado por redugéo da produgéo
basal de NO em arteriolas mesentéricas de B:" (0,16 + 0,03* n=6) quando
comparado a WT (0,58 + 0,08; n=4). A atividade da NOS foi elevada em
amostras de B:" (3,4 £ 0,58*; n=4) em comparagdo a WT (1,9 £ 0,05; n=5). A
producdo de NO mediada por ACh foi significantemente reduzida em células
endoteliais de B+ (35,8 + 3,1*; n=4) quando comparado a células de WT (66,9 +
3,2; n=4). A produgdo de NO em células endoteliais de B+" foi revertida por
incubagao com BH4 (54,3 + 1,7; n=4) e acido ascérbico (101,8 £ 6,0; n=4), mas
nao por L-arginina, enquanto incubagao de células endoteliais de WT com BHa,
acido ascérbico ou L-arginina nao teve efeito. A produgdo elevada de anion
superoxido em células endoteliais de B+ (77,1 + 2,5*; n=4) quando comparado a
WT (29,3 + 6,9; n=4) foi revertida pela incubagcdo com acido ascoérbico (35,3 +
6,4; n=3). O severo comprometimento da vasodilatacdo mediada pelo endotélio
acompanhado por reducido da biodisponibilidade de NO, apesar do aumento da
atividade da NOS, sugere a exacerbacao da inativagdo de NO em endotélio de
Bi*. A producdo elevada de anion superoxido em endotélio de B:"
provavelmente é responsavel pela exacerbacdo da inativagdo de NO nestes
animais. Adicionalmente, a inativagao de BH. por peroxinitrito pode acarretar em
desacoplamento da NOS e produgéo de anion superoxido pela enzima.



Abstract

Activation of B receptor in the vascular endothelium triggers diverse
signaling pathways that results in elevation of intracellular Ca?* and Nitric Oxide
Synthase (NOS) activation, followed by NO production and vasodilation. Although
much has been investigated about the Bi-induction and functionality during
inflammation, the importance of Bs subtype in normal vessels remains unclear. To
clarify this question, the present study analyzed endothelial function and
endothelial NO generation in B; receptor knockout (B1"") and Wild Type (WT)
mice. Mesenteric arteriolar bed was perfused with Krebs solution and vascular
responses to Acetilcholine (ACh), sodium nitroprusside (SNP) and norepinephrine
(NE) were evaluated by a data acquisition system. Plasmatic NO levels (umol/L)
were analyzed by NO derivatives nitrate and nitrite using NO Analyzer (NOA™?2%,
Sievers Instruments) and vascular NO generation was assessed in mesenteric
arterioles slices using DAF -2 DA, a fluorescent cell permeable dye for NO
(arbitrary units, a.u.). NOS activity (pmol/mg.min) was measured by the
biochemical conversion of L-[*H] arginine to L-[*H] citrulline in homogenates of
mesenteric vessels in the presence of optimal levels of substrate and co-factors.
Primary endothelial cells were incubated with DAF-2 DA and images obtained in a
confocal microscope were analyzed by optic densitometry (a.u.). Cells were
stimulated with ACh [1 mmol/L] in presence or absence of the NOS substrate L-
arginine, or the co-factor tetrahydrobiopterin (BH.4), or the antioxidant compound
ascorbic acid. Production of superoxide anion (a.u.) was assessed in endothelial
cells incubated with dihydroethidine, a fluorescent cell permeable dye for
superoxide anion, in the presence or absence of BH. or ascorbic acid. Mesenteric
arterioles from B:" exhibited a severe impairment of ACh-vasodilation for all
tested doses, with no changes in the response to SNP and NE. Circulating NO
was markedly decreased in B:" (49.6 + 10.5*; n=6) vs WT (141.9 + 17.3; n=6 ),
accompanied by reduced basal NO release in mesenteric arterioles from B"
(0.16 = 0.03*; n=6) when compared to WT (0.58 + 0.08; n=4). NOS activity was
elevated in mesenteric homogenates from B+” (3.4 + 0.58*; n=4) in comparison to
WT (1.9 £ 0.05; n=5). ACh-induced NO release was markedly reduced in primary
cultured endothelial cells from B+ (35.8 + 3.1*; n=4) in comparison to WT cells
(66.9 £ 3.2; n=4). NO release in endothelial cells from Bs" was reversed by
incubation with BH4 (54.3 £ 1.7; n=4) and ascorbic acid (101.8 £ 6.0; n=4), but not
by L-arginine, while incubation of endothelial cells from WT with BH4, ascorbic
acid or L-arginine had no effect. Elevated production of superoxide anion in
endothelial cells from B:" (77,1 + 2,5% n=4) in comparison to WT (29,3 * 6,9;
n=4) was reversed by incubation with ascorbic acid (35,3 £ 6,4; n=3). The severe
impairment in the endothelial-mediated vasodilation accompanied by decreased
NO bioavailability, despite the augmented NOS activity, strongly indicates an
exacerbation of NO inactivation. Reduced NO availability may be preceded by
exacerbation of NO inactivation by superoxide anion, which can leads to
inactivation of BH. in vascular endothelium, resulting in NOS uncoupling and NOS
derived production of superoxide anion.
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1. INTRODUGAO

O Sistema Calicreina-Cininas é um importante modulador das fungdes
cardiovasculares e suas acdes tém sido alvo de uma série de estudos envolvendo a
agao de drogas que afetam o coragdo, os rins e o sistema vascular. As cininas
abrangem um grupo de peptideos envolvidos numa série de processos fisioldgicos e
fisiopatoldgicos, como vasodilatagao, liberagdo de autacdides do endotélio vascular,
diurese e natriurese, inibicao de proliferacdo celular, recrutamento celular, aumento
de permeabilidade vascular e nocicep¢ao (Bhoola et al, 1992).

As cininas sao formadas em fluidos biolégicos pela agcdo da enzima calicreina
sobre o horménio precursor cininogénio, presente em duas formas distintas: o
cininogénio de baixo peso molecular (LK), capaz de atravessar a barreira capilar, e o
cininogénio de alto peso molecular (HK), confinada ao compartimento sanguineo.
Classicamente sao descritas duas vias de geragdo de cininas, uma plasmatica e
outra tecidual. A calicreina plasmatica, produzida no figado, pancreas e intestino na
forma do precursor inativo pré-calicreina, é ativada pelo fator de Hangeman quando
0 sangue entra em contato com superficies carregadas positivamente, e promove a
clivagem de HK para liberagcdo de bradicinina (BK). A geragao tecidual de cininas
ocorre através da agao da calicreina produzida por glandulas exdcrinas contidas em
diversos tecidos, incluindo vasos, rim e sistema nervoso central. A calicreina tecidual
€ sintetizada na forma de pro-calicreina e convertida a calicreina intracelularmente
por enzimas nao estabelecidas, ou no meio extracelular, pela calicreina plasmatica e
plasmina. A calicreina tecidual difere da forma plasmatica e promove
preferencialmente a conversao de LK em calidina (KD) (Regoli, 1980).

Os efeitos biolégicos exercidos pela BK e KD duram poucos segundos devido a

sua rapida metabolizagdo por enzimas denominadas cininases. A cininase Il, a
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principal via de metabolizagcdo de BK e KD, promove a remog¢ao do dipeptideo C-
terminal, tornando-as inativas. A cininase Il também é conhecida como Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA), pois cataliza a conversédo de angiotensina | (Ang
[) em angiotensina Il (Ang Il) (Erdds, 1975). Por sua vez, as carboxipeptidases N e M
(CPN e CPM), metalopeptidases com 41% de homologia entre si, promovem a
clivagem do aminodacido arginina C-terminal da BK e KD, gerando os metabdlicos
ativos des-Arg®-BK (DBK) e des-Arg'®-KD (DKD), respectivamente (Moreau et al,

2005; Sangsree et al, 2003).

L HK
KK = SR
PKK Iecsdua.f plasmaética
v }
BK \ <4
BK Fator de
CPN/CPM KD CPN/CPM  Hangeman
(Cininase I) \ (Cininase )
- DKD DBK
1 DBK
Cininase Il B «WS-DBK Cininase I
(ACE) = (ACE)
v

Sangue

Figura 1: Sistema de formagao de cininas. HK: cininogénio de alto peso molecular;
LK: cininogénio de baixo peso molecular; PKK: pré-calicreina; KK: callcrelna
CPN/CPM: carbox%)eptldase N e M; BK: bradicinina; KD: calidina; DBK: des-Arg®-
BK; DKD: des-Arg’

As acgdes biologicas das cininas sdo mediadas através da ativacao seletiva dos
receptores B1 e B, pertencentes a superfamilia de receptores acoplados a proteina

G com sete dominios transmembranicos. Estes receptores diferem quanto a

afinidade pelas diferentes cininas, sendo o receptor B, ativado preferencialmente por
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BK e KD, enquanto os metabdlitos ativos DBK e DKD s&o agonistas seletivos do
receptor B4y (Marceau, 1995). Apesar de apresentarem afinidade por agonistas
semelhantes, razdo pela qual sdo classificados farmacologicamente como subtipos
de receptores, ha uma baixa homologia (36%) entre os receptores By e B, (Leeb-
Lundberg et al, 2005). A resposta mediada pelo receptor B, é transitéria e
rapidamente induz taquifilaxia apés estimulo continuo. Isto se deve a presencga de
um cluster de serinas e treoninas no dominio intracelular C-terminal do receptor,
sitios importantes para a fosforilagado e a internalizagdo do receptor (Leeb-Lundberg
et al, 2005). Em contrapartida, a auséncia destes aminoacidos no dominio C-
terminal do receptor B4 confere um baixo grau de dessensibilizagcdo e atividade
constitutiva independente de agonista para este receptor (Leeb-Lundberg et al,
2001). Esses fatores, associados ao padrdo de expressdo dos receptores B
(induzivel) e By (constitutivo), sdo coerentes com o papel exercido por esses
receptores no contexto inflamatério. Nesse sentido, acredita-se que o receptor B,
seja o principal mediador dos efeitos biolégicos das cininas em condigdes
fisiolégicas e durante o estagio agudo do processo inflamatério, enquanto que o
receptor B4 estaria envolvido principalmente na regulagdo da resposta inflamatodria

cronica (Calixto et al, 2004).

A expressao funcional de receptores B, foi descrita em diversos tecidos,
incluindo vasos, coragao e rins. As vias de sinalizagao ativadas pelo receptor B, séo
bem elucidadas e envolvem a estimulacao da fosfolipase C e a producéo intracelular
de trisfosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol via ativacdo de proteinas Gy € Ggi
(Dendorfer et al, 1998). Por sua vez, o IP3 ativa receptores especificos no reticulo
endoplasmatico, promovendo a liberacéo intracelular de Ca*? seguido por influxo de

Ca*? extracelular através da abertura de canais de Ca*™. No endotélio vascular, o
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aumento dos niveis intracelulares de Ca*? promove a ativacdo da enzima o6xido
nitrico sintase (NOS) e fosfolipase A, (PLAZ), resultando em produgédo de o6xido
nitrico (NO) e prostaglandinas, respectivamente (Leeb-Lundberg et al, 2005).

O receptor B1 é ausente ou pouco expresso em condig¢des fisioldgicas, porém é
rapidamente induzido por injuria tecidual ou estimulo inflamatério. Classicamente, a
indugao do receptor B4 foi previamente descrita em aorta (Regoli et al, 1977) e veia
mesentérica (Regoli et al, 1978) de coelho, onde a resposta vascular induzida pela
DBK aumentou progressivamente em fungdo do tempo de incubagdo das
preparagdes isoladas in vitro. Posteriormente, um comportamento semelhante foi
observado em preparagdes isoladas de anéis de veia porta de rato (Campos et al,
1994). Adicionalmente, foi descrita a indugdo do receptor B;y em resposta a
administragao de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (Passos et al, 2004, McLean et
al, 1999) e exposigdo a radiagao ultra-violeta (Perkins et al, 1993, Perkins et al,
1995) através de mecanismos que envolvem a acado conjunta de citocinas pro-
inflamatdrias como as interleucinas (IL) 1, 2 e 8 (Perkins et al; 1993; Perkins et al,
1995), IL1g (McLean et al, 1999; Passos et al, 2004) e TNF-a (Passos et al, 2004).
Foi reportado ainda que a Ang Il, principal componente do Sistema Renina-
Angiotensina, promoveu a indugao de receptores By em células de musculo liso
vascular (Kintsurashvili et al, 2001). Esse efeito também pode ocorrer
sistemicamente, ja que a indugao do receptor B4 foi observada em ratos submetidos
a hipertensao renovascular (2 rins — 1 clip), modelo com altos niveis enddégenos de
Ang Il (Fernandes et al, 2006). Posteriormente, foi observado que a inducéo de
receptores B¢ por Ang Il é mediada através da estimulacéo de receptores AT4 e esta
relacionada a geragdo de anion superéxido, através da enzima NADPH oxidase

(Ceravolo et al, 2007). Surpreendentemente, foi reportado ainda que o tratamento
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crénico com inibidores da ECA resulta em indugao vascular e renal de receptores By,
fendbmeno que pode estar envolvido nas propriedades cardioprotetoras destes
farmacos (Marin-Castafo et al, 2002; Duguay et al, 2004). Nos casos descritos
anteriormente, a indugéo do receptor By depende da fosforilagdo e degradacdo da
proteina inibitdéria IkBa seguido por ativagdo e translocagdo do Fator Nuclear-kB
(NF- kB) para o nucleo (Calixto et al, 2004; Sabourin et al, 2001; Medeiros et al,
2004).

Apesar de sua propriedade induzivel, a expressao funcional de receptores B
foi demonstrada em uma série de leitos vasculares, e sua distribuicdo foi descrita em
células endoteliais e musculo liso vascular de veias e artérias de diferentes espécies
(McLean et al, 2000). Inicialmente foi reportado que a ativagao de receptores B4 por
DBK e DKD promove consistente vasoconstricdo em preparacgdes isoladas de aorta
de coelho (Regoli e Barabé, 1980). No endotélio vascular, o receptor B¢ interage
diretamente com as proteinas G, e Ga, promovendo a ativagao da fosfolipase C e
geracdo de IP;, resultando em elevacdo dos niveis de Ca*? intracelular.
Conseqiientemente, a ativacdo de enzimas dependentes de Ca*?, especialmente a
NOS endotelial e PLA,, promove a liberacdo de NO e eicosanoides mediados pelo
receptor By (Marceau et al, 1998) (Figura 2). Estudos reportaram ainda a ativagdo de
receptores B por inibidores da ECA em células endoteliais, resultando em aumento
dos niveis intracelulares de Ca*? e liberagdo de NO (Ignjatovic et al, 2002; Ignjatovic
et al, 2004), porém, estudos posteriores ndo confirmaram estes resultados (Fortin et
al, 2003).

O NO é um radical livre gasoso envolvido em diversas agdes bioldgicas,
incluindo relaxamento vascular, inibicdo da adesao leucocitaria, agregacao

plaquetaria e proliferagdo de musculo liso vascular (Moncada e Higgs, 1995). Além
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disso, o NO produzido por macrofagos participa dos mecanismos de defesa contra
microorganismos € como mediador biolégico de algumas terminagdes nervosas
(Moncada et al, 1991). O NO age como molécula central nas vias de sinalizagdo da
célula endotelial e contribui para a manutengdo da homeostase cardiovascular
(Tsuitsui et al, 2009). Apos ser sintetizado pelas células endoteliais, o NO difunde-se
para o musculo liso vascular e induz a ativagdo da enzima guanilato ciclase soluvel,
que cataliza a formagdo do segundo mensageiro 3°,5- monofosfato de guanosina

ciclico (cGMP), resultando em vasodilatagao (Moncada e Higgs, 1995).
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Figura 2: Representacdo esquematica de receptores B4 (B1R) e B, (B2R) e segundo
mensageiros liberados pela sua ativacdo. PLC: fosfolipase C; IPs: trifosfato de
inositol; DAG: diacilglicerol; PKC: fosfoquinase C; PLA;: fosfolipase Az; RE: reticulo
endoplasmatico; eNOS: NOS endotelial; NO: éxido nitrico.
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O NO é sintetizado enzimaticamente em diversos tipos celulares pela enzima
NOS, que catalisa a oxidagado do aminoacido L-arginina para formar L-citrulina e NO,
em uma complexa reacado que requer a presenca dos co-fatores tetrahidrobiopterina
(BH4), flavina mononucleotideo (FMN), flavina adenina dinucleotideo (FAD) e o
consumo de co-substratos (oxigénio molecular e NADPH) (Michel, 1999). Ao menos
3 isoformas distintas da NOS s&o descritas: NOS neuronal (nNOS ou NOS1), NOS
induzivel (INOS ou NOS 2) e NOS endotelial (eNOS ou NOS3) (Moncada e Higgs,
1995). A estrutura da NOS é composta por um dominio oxigenase, contendo sitios
de ligagcado para L-arginina, BH; e um grupo heme, e um dominio redutase, que
possui sitios de ligagdo para FAD, FMN e NADPH, acoplados entre si por um sitio de
reconhecimento da proteina regulatéria calmodulina (CaM) (Alderton et al, 2001).

A regulacao da atividade das isoformas da NOS é complexa e inclui alteragdes
pos-translacionais da enzima, interacdo com outras proteinas e fosforilacdo de sitios
especificos (Kone et al, 2003). Estudos recentes ofereceram indicios convincentes
de que ambos os receptores de cininas podem influenciar diretamente a atividade
enzimatica das isoformas da NOS, regulando a producdo endotelial de NO. Neste
sentido, estudos indicam a interagao fisica direta entre o receptor B, e a eNOS na
cavéola, formando um complexo inativo eNOS-B, que resulta em inibicdo da
atividade da enzima (Ju et al, 1998). A estimulagdo com BK induz a fosforilagédo de
sitios especificos do receptor By, resultando em diminuigao da afinidade do receptor
pela eNOS, dissociagdo do complexo B2-eNOS, seguido por ativagdo da enzima
(Marrero et al, 1999).

Na ocorréncia de processo inflamatério, células endoteliais também podem
expressar a INOS através da acao de mediadores inflamatérios como IL1z €

interferon y (IFN-y), reconhecidos como mediadores da inducdo do receptor Bj
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(Calixto et al, 2004). Inicialmente, acreditava-se que a atividade da iINOS era
regulada apenas em nivel de expressdo, j4 que a ativagdo desta enzima é
independente dos niveis intracelulares de Ca*?, gerando grandes quantidades de NO
na presenca de substrato e co-fatores. Entretanto, estudos recentes tém
demonstrado que o receptor By promove a fosforilacdo de residuos Ser’* da iNOS
através da ativagao da via de sinalizacdo da ERK, resultando em liberacdo adicional
de NO pela enzima (Zhang et al, 2007). Neste sentido, a B-arrestina 2, proteina
originalmente envolvida no processo de internalizagdo de receptores acoplados a
proteina G, parece desempenhar um importante papel na ativagao de iNOS induzida
por receptores B¢ (Kuhr et al, 2010). Adicionalmente, foi descrito que a ativagao da
INOS parece ser mediada principalmente por G4 e By, ndo sendo dependente da
ativagdo da PKC e dos niveis intracelulares de Ca*? (Brovkovych et al, 2011).
Recentemente, o desenvolvimento de camundongos nocaute para os
receptores de cininas tem permitido um melhor entendimento do papel do Sistema
Calicreina-Cininas em diversos eventos fisiologicos e patologicos (Pesquero e
Bader, 2006). Camundongos submetidos & delecdo genética do receptor B, (B,")
apresentam desenvolvimento normal (Borkowski et al, 1995), porém, apesar dos
inumeros estudos avaliando o fendtipo desses animais, ha discrepancias
significativas quanto a pressao arterial de B,". Alguns estudos descreveram um
ligeiro aumento na pressdo arterial de B,” (Maddedu et al, 1997; Emanueli et al,
1999; Madeddu et al, 1998; Maestri et al, 2003), porém, a maioria dos estudos nao
confirmou essas observagdes (Schanstra et al, 2003; Alfie et al, 1996; Alfie et al,
1997; Cervenka et al, 1999; Cervenka et al, 2001; Abadir et al, 2003; Milia et al,
2001; Trabold et al, 2002). Além disso, é descrito que B, apresentam sensibilidade

exacerbada em resposta a dieta hipersédica (Alfie et al, 1997), ao acetato de
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deoxicorticosterona (Emanueli et al, 1998) e a infusdo de Ang Il (Madeddu et al,
1997).

Camundongos nocaute para o receptor By (B;”") foram gerados e descritos
como saudaveis, férteis e normotensos, mas exibiram hipoalgesia e menor
susceptibilidade ao choque séptico induzido por administragdo de LPS (Pesquero et
al, 2000). Além disso, B apresentaram reduzido teor de gordura corporal e
protecao contra ingestao de dieta hiperlipidica, sugerindo a participagdo do receptor
B+ na regulacdo do balanco energético (Mori et al, 2005). Foi descrito ainda que a
agao relaxante do nitroprussiato de sédio (NPS) esta consideravelmente reduzida
em fundo de estdmago de B, apesar do aumento da atividade da iNOS e dos
niveis de cGMP neste tecido (Barbosa et al, 2009).

A geragdo de animais transgénicos com superexpressao do receptor B
forneceu uma ferramenta experimental interessante para o estudo das funcdes
biologicas exercidas por este receptor na auséncia de estimulo proé-inflamatoério.
Camundongos que superexpressam receptores B4 foram descritos como saudaveis
e normotensos, porém apresentaram maior susceptibilidade ao choque séptico
induzido por LPS (Ni et al, 2003). Curiosamente, a administragao sistémica de DBK
promoveu aumento na pressao arterial desses animais, provavelmente decorrente
da contragdo do musculo liso vascular e consequente aumento de resisténcia
periférica total (Ni et al, 2003). Em ratos que hiperexpressam o receptor B4
exclusivamente no endotélio vascular, observou-se aumento da mortalidade em
consequéncia do choque endotdxico induzido por LPS e efeito hipotensor em
resposta a administragéo sistémica de DBK (Merino et al, 2008).

Devido a natureza induzivel do receptor B4, pesquisadores tém focado suas

atengbes no entendimento dos mecanismos de indugéo dessa proteina e do seu
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envolvimento no processo inflamatério. Neste contexto, as vias de sinalizacdo do
receptor By parecem desempenhar um papel benéfico em alguns processos
patolégicos como na injuria renal induzida por isquemia/reperfusdo (Kakoki et al,
2007) e na proliferagao celular induzida por angioplastia (Agata et al, 2000) através
da liberacdo de NO. Por outro lado, existem evidéncias de que o receptor B4 possa
estar envolvido na regulagdo da pressédo arterial de ratos espontaneamente
hipertensos (Emanueli et al, 1999). Interessantemente, foi descrito que B,”
submetidos a hipertensdo sédio-dependente apresentaram consistente inducdo de
receptores B¢ (Duka et al, 2001). Além disso, a administracao de antagonistas do
receptor By promoveu consideravel aumento da pressdo arterial nesses animais
(Duka et al, 2001). Duka et al (2006) observaram ainda que somente o bloqueio
farmacolégico simultdneo dos receptores By e B, foi capaz de promover aumento
consistente da pressao arterial de ratos normotensos (Duka et al, 2006). Em
conjunto, estes estudos sugerem que o receptor By possa assumir parte das

propriedades hemodinamicas do receptor B, na auséncia deste.

Justificativa

Estudos anteriores relataram que a delegao genética de receptores B¢ causa
alteracdes na resposta inflamatéria (Pesquero et al, 2000) e em alguns parametros
metabdlicos (Mori et al, 2008); entretanto, o papel deste receptor na regulacédo do
tébnus vascular e na fungao endotelial ndo foi ainda investigado, especialmente em
condigbes fisiolégicas. Diante disso, o presente trabalho empregou técnicas de
estudos vasculares e celulares tendo como objetivo principal a elucidagdo da

influéncia de receptores B1 sobre processos envolvidos na geracao e degradacao do
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mediador NO. O presente estudo pretende contribuir para o esclarecimento mais

profundo da influéncia do Sistema Calicreina-Cininas na hemodinamica circulatodria.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O principal objetivo do presente estudo foi investigar a influéncia da delegéo
genética de receptores B4 sobre metabolismo vascular do NO, utilizando

camundongos nocaute (B;”") e camundongos selvagens (WT) como controle.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o relaxamento dependente e independente do endotélio em

preparacgdes isoladas de arteriolas do leito mesentérico;

- Determinar niveis basais de NO circulantes;

- Determinar a produgdo basal de NO em cortes histolégicos de arteriolas
mesentéricas;

- Determinar a atividade da NOS em homogenatos de leito vascular
mesentérico;

- Determinar a producdo de NO em culturas primarias de células endoteliais,
avaliando os efeitos de tratamentos com o substrato e co-fator da NOS (L-arginina e
BH,4, respectivamente), e do antioxidante acido ascorbico;

- Determinar a produgao de anion superoxido em culturas primarias de células

endoteliais, avaliando os efeitos de tratamentos com BH,4 e acido ascorbico.

12
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3. METODOS

3.1 Animais

Camundongos C57BI/6 nocautes para receptor By (B1”) e selvagens (WT),
machos, com 10-14 semanas de idade, foram obtidos do estoque do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME —
UNIFESP). Camundongos foram mantidos em cadmara com temperatura controlada e
ciclo de 12 horas de luminosidade, com 60% de umidade, alimentacdo padrédo e
agua ad libitum. Todos os procedimentos utilizados no presente estudo foram
aprovados de acordo com os protocolos do comité de ética da UNIFESP (numero de
protocolo 0928/05), de acordo com o guia para uso e cuidados de animais de
laboratério publicado pela US National Institutes of Health (Publicagdo NIH, N°. 85-

23, revisado em 1996).

3.2 Expressao de receptores B; em vasos mesentéricos de animais WT e
B

O RNA total foi obtido pelo uso de TRizol (Invitrogen Corp., CA, EUA) e
amostras de RNA foram tratadas com DNAse | Amplification Grade (Invitrogen).
cDNA foi sintetizado a partir de 5 yg do RNA total utilizando a enzima transcriptase
reversa M-MLV (Invitrogen), como recomendado pelo protocolo do fabricante. Para a
obtencao de controles RT negativos de cada amostra (RT-), 5 ug de cada RNA total
tratado com DNAse foi submetido ao mesmo protocolo de transcricao reversa sem a
adicdo da enzima M-MLV. Para deteccdo da expressao génica do receptor By em
mesentério de animais WT e B”, foi utilizada a enzima TAQ DNA polimerase

(Invitrogen), conforme sugerido pelo fabricante com o seguinte protocolo de ciclos de
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temperatura: 95° C durante 3 minutos seguidos por 35 ciclos de 95° C durante 15
segundos e 72° C durante 20 segundos. PCR foi realizado com 500 ng de cDNA
para receptor By e TATA Binding Protein (TBP), utilizado como padrao interno, com
volume final de reagao de 30 uL. Amplificacdo do cDNA foi realizada utilizando as
seguintes sequéncias de primers: 5° CCCTATCACTCCTGCCACACC 3’ (forward) e
5" CGAAGTGCAATGGTCTTTAGGTC 3° (reverse) para o gene TBP; e 5’
TGGAGTTGAACGTTTTGGGTT3" (forward) e 5 GTGAGGATCAGCCCCATTGT3’
(reverse) para o gene do receptor By (Bdkrb1). Em paralelo, foi realizado um PCR
com a substituicdo de amostras por agua e um PCR com 300 ng de DNA genbmico
de animais WT como amostra, utilizado como controle positivo da reagdao. As
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose corado com brometo
de etidio e as respectivas bandas foram visualizadas e fotografadas sob luz UV. A

Figura 3 mostra a baixa expressao de receptores B1 em vasos mesentéricos de WT

e auséncia total em B

Figura 3: Imagem de gel de agarose corado com brometo de etidio e visualizado
sob luz UV apés eletroforese. PCR realizado utilizando cDNA (+) ou respectivas
amostras ndo submetidas a reacdo de transcricao reversas (-). DNA genémico de
WT (C++) foi utilizado como controle positivo da reacdo. Reacéao realizada com a
substituicdo de amostra por agua (0) e o marcador Lambda Phi Hind DNA (M) estao
indicados.

14
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3.3 Reatividade vascular em leito vascular mesentérico

Leito vascular mesentérico isolado foi preparado como previamente descrito
para a preparagdo em ratos, com pequenas alteragbes para o camundongo
(McGregor, 1965). Camundongos foram anestesiados (hidrato de cloral, 450 mg/kg,
s.c.) e a artéria mesentérica superior foi canulada e dissecada da sua borda com o
intestino. O leito vascular mesentérico foi perfundido com solugdo Krebs-Henseleit,
pH 7.4, 37°C, aerado com 95% O, e 5% CO,, mantido a um ritmo constante de 2
mL/min utilizando uma bomba peristaltica e doses crescentes dos seguintes agentes
vasoativos foram testados: norepinefrina (NE), acetilcolina (ACh) e NPS. Estudos
preliminares foram realizados com o objetivo de estabelecer o fluxo de perfusao
ideal para realizacdo dos experimentos, onde a vasoconstricdo induzida por NE
(concentragao final de 10 pymol/L) foi monitorada com os fluxos de 0.5, 1, 1.5 e 2
mL/min. Sob estas condi¢cdes de fluxo, a pressdo de perfusdo basal foram as
seguintes (em mmHg): 25 + 3 a 0.5 mL/min (n=3); 30 £ 9 a 1.0 mL/min (n=4), 29 + 3
a 1.5 mL/min (n=4) e 28 + 1 a 2.0 mL/min. A concentragado de NE foi escolhida com
base na sua habilidade para induzir uma vasoconstricdo submaxima. A 0.5 mL/min,
nao foi observado resultado consistente (n=3). A contragdo induzida por NE
(aumento em mmHg) nos outros fluxos avaliados foram: 27 + 4 a 1.0 mL/min (n = 3);
66 £ 10 a 1.5 mL/min (n =4) e 81 £ 7 a 2.0 mL/min (n = 7). Desta forma, todos os
experimentos foram realizados utilizando um fluxo constante de 2 mL/minuto. Apos
30 minutos de estabilizagdo, drogas foram injetadas in bolus, com um volume final
entre 100 — 300 pL, com 3 minutos de intervalo entre cada dose. Para estudos com
ACh e NPS, preparacgdes foram pré-contraidas com a adicdo de NE (10 pymol/L) a

solugao de Krebs. As respostas vasculares foram avaliadas através de alteragdes na
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pressdao de perfusdao (mmHg) medidas por um sistema de aquisicdo de dados

(PowerLab 8/S, ADInstruments Pty Ltda, Castle Hill, Australia).

3.4 Mensuragao dos niveis plasmaticos de NO

Niveis plasmaticos de NO foram avaliados através da detec¢do de nitritos e
nitratos, compostos derivados de NO, como previamente descrito (Moriel et al,
2002). Animais foram sacrificados por deslocamento cervical, amostras de sangue
foram coletadas em tubos contendo EDTA e centrifugadas (1500 g). A concentragéo
de nitrito/nitrato no sangue foi determinada pelo método de quimiluminescéncia,
liberado pela reagcdo do NO com o ozbnio apds reducdo do nitrato com solucéo
saturada de VCL3; em HCI (1 mol/L), a 90° C, utilizando o equipamento NO analyzer
(NOA™?8 Sjevers Instruments Inc., Boulder, CO, EUA). Nitritos foram determinados
apo6s redugdo com solugdo de KCl (1%) em acido acético glacial para converter

nitrito em NO.

3.5 Produgao basal de NO em arteriolas mesentéricas

A producao basal de NO em arteriolas mesentéricas foi determinada utilizando
diacetato de 4,5 diaminofluoresceina (DAF -2 DA, Alexis, EUA), um marcador de NO
permeavel a membrana celular, como descrito previamente (Ceravolo et al, 2007).
No interior da célula, o composto DAF -2 DA é hidrolisado por esterases citosodlicas
liberando DAF-2. A reacao entre DAF-2 e NO promove a formacado de DAF — 2 T,
uma triazolofluoresceina fluorescente. Arteriolas mesentéricas foram dissecadas,
imersas em meio de congelamento e cortadas em fatias de 10 ym de espessura em

criostato (Leica CM 1850, Leica Instruments, Alemanha). L&minas foram pré-
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incubadas com solugdo tampao fosfato (PB) contendo CaCl, (0.45 ymol/L) e L-
arginina (100 ymol/L) durante 30 minutos a 37°C. Laminas foram lavadas, incubadas
com solugdo PB contendo DAF-2 DA (10 pymol/L) por 30 minutos a 37° C e
observadas em microscépio equipado com filtro de fluorésceina (Ex: 488 nm/Em:
515 nm) (Axiovert 100M — Carl Zeiss SMT, Alemanha). A fluorescéncia emitida em
resposta a producido de NO foi quantificada através de densitometria Optica
(unidades arbitrarias, u.a.) utilizando um programa de analise de imagem (AxioVision
4.8.; Carl Zeiss, Alemanha). A analise semi-quantitativa da produgao basal de NO foi

determinada em ao menos trés laminas de cada animal.

3.6 Deteccgao da atividade da NOS

A atividade da NOS foi mensurada através da conversdo bioquimica de L-[*H]
arginina para L-[°H] citrulina, de acordo com o método previamente descrito por
Rees et al (1996). Vasos do leito mesentérico foram dissecados e imediatamente
homogeneizados em tampéao gelado contendo (em mmol/L): Hepes (20); sacarose
(0.32); DTT (1.0); EDTA (0.1); pepstatin (1.0); PMSF (1.0); na presenca de 10 g/mL"”’
de leupeptina. Amostras foram incubadas (37° C/60 minutos) em um tampao
contendo: FAD/FMN (4 pmol/L); CaM (10 pg/mL™); Ca®* (1.25 mmol/L); NADPH (1
mmol/L); L-arginina (120 nmol/L); L-[*H] arginina [(50 nmol/L) atividade especifica:
452 Ci mmol": NEN Life Science Products, Inc., Boston, MA, EUA) e
tetrahidrobiopterina (BH4, 10 ymol/L). Um segunda etapa de ensaios foi realizada na
auséncia de Ca™ para a determinacdo da atividade de iNOS separadamente,
isoforma da NOS independente dos niveis intracelulares de Ca*>. Uma resina de

troca de cations (Dowex 50WX8-400, equilibrado com Hepes 50 mmol/L, pH 5.5) foi
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adicionada a reacdo para remocao do excesso de L-[3H] arginina. O sobrenadante
foi coletado e a radioatividade foi quantificada por cintilagdo. As leituras (cpm)
obtidas nas duas etapas experimentais (NOS total e iINOS) foram corrigidas pela

quantidade de proteina e expressas em unidades arbitrarias (u.a.).

3.7 Cultura primaria de células endoteliais

3.7.1 Isolamento de células endoteliais pulmonares

Culturas primarias de células endoteliais pulmonares foram estabelecidas de
acordo com a técnica descrita por Chen et al (1995), com pequenas adaptagoes
para camundongos. Pulmdes foram retirados, lavados com solugdo de tampao
fosfato (PBS), cortados em pedagos de 1x1x1 mm e colocados em uma placa de
cultura de 6 x 35 mm. Os tecidos foram recobertos com meio de cultura Dulbecco’s
modified Eagle’s médium (DMEM low glucose) contendo soro fetal bovino (20%) e
gentamicina (40 mg/L) (Gibco, Invitrogen), pH 7.4, e mantidas em incubadora de
CO, (5%) a 37° C. Apos 60 horas, os tecidos foram descartados e foi possivel
observar a presenga de células aderidas a placa, conforme demonstrado na Figura
4. A cada 48 horas, as culturas foram lavadas com PBS e o meio de cultura foi
trocado. As células endoteliais cresceram até a confluéncia e foram propagadas em
razao 1:2 utilizando tripsina (0,1%). Células foram utilizadas entre a quarta e sexta

passagens para a realizagao dos experimentos.
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Figura 4: [A] Imagem obtida 48 horas apds o plaqueamento, antes da remog¢ao do
tecido (aumento 100X); [B] células endoteliais 60 horas apds o plaqueamento, logo
apos a remogao do tecido (aumento 200x); [C] células endoteliais (42 passagem) em
confluéncia (aumento 100x).

3.7.2 Identificagcdo e caracterizagdao das culturas primarias de células

endoteliais

3.7.2.1 Marcacdo com Ulex Europaeus

A caracterizagao das culturas de células endoteliais foi realizada pela marcagao com
Ulex europaeus |, marcador especifico para células endoteliais. Ulex europaeus tem
sido amplamente utilizado como um marcador de células endoteliais ja que esta
lectina liga-se especificamente em residuos de L-fucose presentes na membrana do
endotélio (Jackson et al, 1990). Em nossos ensaios, utilizamos Ulex europaeus
conjugado ao FITC (fluoresceina isotiocianato), e a deteccdo das marcagdes foi
realizada em microscopio de fluorescéncia (AE31 — Motic®). Ao atingirem 70% de

confluéncia, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% (PFA) (30 min) e
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incubadas a 4° C (overnight) com o Ulex europaeus (5 a 100 pg/mL em
PBS/NONIDET 40 0,01%) (Vector Laboratories®). Apds a remogao da solugéo, as
culturas foram lavadas com PBS e incubadas (5 min) com 4’,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) [1:200] (Santa Cruz®), um marcador especifico para material genético.
Dessa forma, cada célula presente no campo de observacao foi identificada pela
marcagao em azul (DAPI), e todas as células endoteliais foram identificadas pela

marcagao com Ulex/FITC (verde) (Figuras 2A e 2B).

Figura 5: Imagens obtidas a partir de culturas confluentes (entre 42 e 62 passagens),
apo6s incubagao com DAPI 1:200 [A] e ULEX europeaus 100 mg/mL [B] (aumento
200X).

3.7.2.2 Imunohistoquimica

Ensaios de imunohistoquimica foram realizados para identificar a expressao do
fator de von Willebrand (vVWF), um tradicional marcador de células endoteliais (Wit e
Mourik, 2001). Em paralelo, linhagem celular de musculo liso vascular de aorta de
coelho foi utilizada como controle positivo para padronizagdo da marcacédo com

anticorpo anti-a-actina, uma proteina especifica do citoesqueleto de musculo liso
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vascular (Figura 6C). As células foram plaqueadas em laminulas estéreis (13 mm),
lavadas com solugao de PBS e fixadas com PFA 4% em temperatura ambiente por
30 minutos. As células foram lavadas (3 x 10 minutos), permeabilizadas com
Nonidet P 40 (1%) e bloqueadas com FBS (5%) durante 30 minutos, a 37° C.
Posteriormente, as amostras foram incubadas “overnight” a 4° C com anticorpo
primario policlonal de coelho anti VWF (Santa Cruz Biotechnology, EUA) em razao
de diluicdo 1:50. As laminulas foram entdo lavadas com PBS (3 x 15 minutos) e
incubadas com IgG conjugado a FITC anti-coelho (Santa Cruz Biotechnology, EUA),
na diluigdo de 1:100, durante 2 horas a 37° C. Apés estes procedimentos, imagens
foram obtidas por um microscépio confocal (Ex: 495 nm; Em: 521 nm para VWF)
(Figura 6A). Em outra etapa dos experimentos, as células endoteliais foram
incubadas com anticorpo primario monoclonal de camundongo anti a-actina (Santa
Cruz Biotechnology) em razédo de diluicdo 1:50, conforme protocolo estabelecido
para marcacao de células de musculo liso vascular (Figura 6C). As laminulas foram
entado lavadas com PBS (3 x 15 minutos) e incubadas com IgG conjugado a Texas
Red anti-camundongo (Santa Cruz Biotechnology, EUA), na diluicdo de 1:100,
durante 2 horas a 37° C (Ex.: 595 nm; Em.: 615 nm) (Figura 6D). Para ambas as
marcacodes, o nucleo celular foi corado com DAPI na diluigao de 1:200 por 5 minutos
a 37° C (Ex: 358 nm; Em: 461 nm). Imagens representativas das marcacdes das

células estdo demonstradas na Figura 6.
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Figura 6: Imagem representativa da marcagédo positiva de células endoteliais com
anticorpo anti-vWF [A] e localizagdo do nucleo celular com DAPI [B]. Imagem
representativa da marcacao positiva de células de musculo liso vascular [C] e
marcacao negativa de células endoteliais primarias [D] com anticorpo anti-a actina.

3.7.2.3 Expressao génica de ECA e vWF

Ensaios de RT-PCR foram realizados com o intuito de detectar a expressao
génica de VWF e da ECA, enzima localizada na superficie luminal da membrana
plasmatica do endotélio vascular (Ching et al, 1983). Células endoteliais foram
cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm? e RNA total foi obtido utilizando TRizol
(Invitrogen Corp., USA), seguindo especificagdes do fabricante. Amostras de RNA
foram tratadas com DNAse | Amplification Grade (Invitrogen) e cDNA foi sintetizado
a partir de 5 yg de RNA total utilizando enzima transcriptase reversa (M-MLV;
Invitrogen). O PCR foi realizado utilizando 2 ug do cDNA total obtido apds reacéo de
RT de cada amostra como “template”. Amostras foram submetidas a uma reacéao

com volume final de 50 pL conforme método utilizando Taq DNA Polimerase
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(Invitrogen). A amplificacdo do cDNA foi realizada utilizando os seguintes primers:
5'GGC TCC TGG AAA GAA AAT CA 3’ (forward) e 5° CAC CAC AAA AGC TTT
GAG CA 3’ (reverse) para VWF; 5" CTG CTA AGC AAC ATG AGC AG 3’ (forward)
e 5°GAT CCC CTG ATA CTT GGT TC 3’ (reverse) para ECA. Um total de 10 pL do
produto final da reacdo de PCR foi misturado a 2 pyL de loading buffer (5x), as
amostras foram submetidas a corrida em gel de agarose (1%) corado com brometo
de etidio (10 mg/mL) e as respectivas bandas foram visualizadas e fotografadas sob

luz ultra-violeta.

Figura 7: Expressdo de mRNA para vVWF [A] ou ECA [B] detectada através de RT-
PCR em células endoteliais primarias de WT e B4". Como controle negativo, foi
utilizado agua em substituicdo a amostra [-]. O marcador Lambda Phi Hind DNA esta
identificado como [MW]. DNA genémico de homogenatos de pulmao foi utilizado
como controle positivo [+] para detecgao de expressdo de mRNA para ECA.

3.8 Producgao de NO em cultura primaria de células endoteliais

A producdo de NO foi determinada em células endoteliais incubadas com
solugado Hanks contendo DAF-2 DA (10 umol/L) durante 30 minutos a 37° C. Células
foram estimuladas com ACh (1 mmol/L) e observadas em um microscépio confocal

(Axiovert 100M, Carl Zeiss SMT, Alemanha). Imagens foram obtidas a cada 15
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segundos durante 5 minutos (Exc.: 495nm; Em.: 515nm). Em outra etapa do
experimento, células foram co-incubadas em solugdo Hanks contendo DAF-2 DA e
L-arginina, substrato da NOS (1 mmol/L), ou L-NAME, inibidor da sintese de NO (1
mmol/L), ou des-arg®-leu®-BK (0.1 mmol/L), antagonista do receptor B;, ou BHs4, um
co-fator da NOS (0,1 mmol/L), ou acido ascorbico, um agente antioxidante (50
Mmol/L). A liberagdo de NO também foi analisada em células endoteliais incubadas
com DAF 2- DA e estimuladas com DBK, agonista seletivo do receptor B; (1
mmol/L). As imagens obtidas foram analisadas por densitometria éptica (AxioVision

Release 4.8, Zeiss Inc.) e expressas como unidades arbitrarias (u.a.).

3.9 Geragao de anion superoxido em células endoteliais

Células endoteliais foram semeadas em Ilaminulas estéreis (35 mm) e
cultivadas até atingirem a semi-confluéncia. A geragao basal de anion superéxido foi
determinada em células endoteliais incubadas em solugdo Hanks contendo
dihidroetidina (10 pmol/L) durante 30 minutos a 37° C. Em presengca do anion
superoxido, a dihidroetidina é convertida no composto fluorescente brometo de
etidio, o qual se intercala ao DNA da célula, sendo possivel a observacdo da
marcacao utilizando os parametros adequados. As células endoteliais foram
observadas e imagens da marcagao com dihidroetidina foram obtidas utilizando
microscopio confocal (Axiovert 100M — Carl Zeiss SMT — Alemanha). As condigbes
de configuragdo do sistema de aquisigdo de imagens foram mantidas iguais para a
comparagao da fluorescéncia entre os grupos analisados (Exc.: 518 nm; Em.: 605
nm). A formac&o basal de anion superoxido foi determinada em células endoteliais
pré-incubadas em solugdo Hanks contendo dihidroetidina na auséncia ou presenca

de BH4 (0.1 mmol/L) ou acido ascérbico (50 umol/L). As imagens obtidas foram
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analisadas por densitometria 6ptica (AxioVision Release 4.8, Zeiss Inc., Alemanha) e

expressas como unidades arbitrarias (u.a.).

3.10 Drogas e reagentes

NE, ACh, NPS, DBK, des-arg®-leu®-BK, L-NAME e L-arginina foram adquiridos
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA); DMEM e FBS de Gibco (Gaithersburg, MD,
EUA), DAF-2 DA de Alexis (Farmingdale, EUA) e Ulex europaeus de Vector
Laboratories (Burlingame, EUA). Todos os demais reagentes foram adquiridos de

Merck (Alemanha)

3.11 Analise estatistica
Comparacgoes foram feitas por ANOVA seguida de teste Tukey-Kramer ou test-t
de Student quando apropriado. Valores expressos representam a Média + EPM.

Significancia estatistica foi considerada quando P<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Reatividade vascular em leito arteriolar mesentérico

Preparagdes isoladas de leito vascular mesentérico provenientes de B e WT
foram testadas com doses crescentes de NE (5, 10, 50 e 100 nmols), um potente
vasoconstritor agonista a4. A administragdo de NE promoveu vasoconstricdo dose-
dependente em preparagbes de ambas as linhagens (Figura 8A). Como
demonstrado na Figura 8B, a vasoconstricdo (mmHg) induzida por NE foi

semelhante entre os grupos experimentais.
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Figura 8: [A] Imagem representativa do aumento de pressdo de perfusdo em
resposta a administragdo de NE. As setas indicam administragcdo de NE. [B] Efeito
vasoconstritor de NE em leito arteriolar mesentérico de WT (7)) e B1”([). Respostas
sdo expressas como aumento na pressao de perfusdo (mmHg). Resultados
representam a Média £ EPM, n = 5-7 para cada dose.

Em preparacgdes de leito vascular mesentérico, a fungao endotelial foi avaliada
pelo efeito de ACh (um agente relaxante dependente do endotélio) e NPS (um
agente relaxante independente do endotélio). Em todas as preparag¢des, ACh induziu
consistente vasodilatacdo dose-dependente. O relaxamento em resposta a ACh foi
consideravelmente reduzido em preparagdes de B quando comparados a WT. O
comprometimento da vasodilatacdo induzida por ACh em preparagbes de B." foi
constatado em todas as doses administradas (Figura 9A). Por outro lado, nao foram
detectadas diferencas entre os grupos experimentais quando o NPS foi administrado

as preparacgodes (Figura 9B).
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Figura 9: Efeito vasodilatador de ACh [A] e NPS [B] em leito arteriolar mesentérico

de WT(J) e B¢ (0)). Respostas sdo expressas como % de contracdo induzida por NE
(10 umol/L). Resultados representam média £+ EPM, n = 5-7 para cada dose. *P<
0.05 vs WT.

4.2 Niveis plasmaticos de NO

Niveis de NO circulante foram determinados através da mensuracdo da
concentragéo de nitritos/nitratos, derivados do metabolismo de NO, em amostras de
sangue de ambas as linhagens. Como demonstrado na Figura 10, foi detectada uma

reducao significativa nos niveis de NO circulante em amostras de B, (49,6 + 10,5
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