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Prefacio




A tese intitulada: “Efeitos da doxiciclina relacionados a inibicdo das metaloproteinases
em modelo de pré-eclampsia induzida por L-NAME em ratas

Primeiramente a tese consta de uma introducéo a respeito da gestacdo e das desordens
hipertensivas gestacionais. S&o resumidamente abordados alguns fatores de predisposicao que
levam ao processo de ma formacdo placentaria e posterior disfuncdo endotelial caracteristicas
da hipertensdo gestacional e posteriormente, descreve os principais efeitos da doxiciclina
como inibidor de metaloproteinases associada a desordem hipertensiva gestacional.

O segundo capitulo traz o artigo entitulado “Hypertension, augmented activity of
matrix metalloproteinases-2 and -9 and angiogenic imbalance in hypertensive pregnancy are
attenuated by doxycycline” publicado na revista European Journal of Pharmacology onde nos
descrevemos os efeitos do tratamento com um inibidor de metaloproteinases, num modelo
experimental de hipertenséo gestacional induzida pelo inibidor da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) No-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME).

O capitulo trés traz o manuscrito “Nitric oxide downregulates activity of matrix
metalloproteinases-2 and -9 during pregnancy, but reduced-nitric oxide-induced hypertensive
pregnancy increases activity of these gelatinases” submetido para publicacdo a revista Nitric
Oxide. Neste manuscrito, avaliamos a atividade das MMP-2 e -9 em diferentes periodos da
gestacdo e mudancas nas atividades de MMPs com diminui¢do da biodisponibilidade do NO
ao longo da prenhe em ratas com hipertensao gestacional induzida por (L-NAME).

A quarta parte consta de uma breve discussdo dos achados nos dois artigos que foram
anteriormente apresentados e a Ultima parte da tese apresenta algumas considerac@es finais e
conclusdes a respeito do estudo descrito na tese.

Também, no decorrer deste curso de doutoramento, outras atividades foram
desenvolvidas com o objetivo de enriquecer a formacdo académica e estas sdo apresentadas a

sequir:
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Resumo

O oxido nitrico (NO) é um gas produzido principalmente por células endoteliais, e durante a
época gestacional, contribui para evitar aumento exacerbado da resisténcia vascular sistémica
(RVS), uma vez que, durante esse periodo, aumenta-se o volume sanguineo e a frequéncia
cardiaca. Quando, ha disfuncbes endoteliais, reduz-se a biodisponibilidade de NO,
provocando vasoconstricdo e esta, por sua vez, consequentemente aumenta atividade das
MMPs. Essa queda do NO e aumento das MMPs culminam em desordens hipertensivas
gestacionais. Segundo estudos anteriores realizados em modelos de hipertensdo em machos a
doxiciclina, um antibiotico derivado das tetraciclinas, diminuiu a pressdo arterial sistolica
devido a sua capacidade de inibir a atividade das MMPs. No entanto, hé escassez de trabalhos
que desenvolveram estudos sobre os efeitos da doxicicilina em modelos animais de
hipertensdo gestacional. Por esse motivo, investigamos os efeitos da doxiciclina na inibigdo
das MMPs na hipertensdo gestacional, induzida pelo Nw-nitro-L-arginina-metil éster (L-
NAME) em ratas. Para tanto, realizamos zimografia para avaliar a atividade da MMP-2 e -9
na placenta, no Utero e na aorta toracica. Ainda avaliamos a pressdo arterial sistolica, o
desenvolvimento feto-placentario e os metabdlitos do NO. Também foi avaliada a capacidade
antioxidante plasmatica, os niveis plasmaticos de soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) e
o fator de crescimento placentario (PLGF). Nossos dados mostram que o tratamento com L-
NAME aumentou a pressdo arterial e diminuiu a prole destes animais. Por outro lado, a
doxiciclina preveniu a hipertensdo gestacional induzida por L-NAME sem afetar a prole.
Observou-se também uma diminuicdo da biodisponibilidade de NO em ratas hipertensas. O
tratamento com doxiciclina atenuou o aumento da atividade da MMP-2 e -9, provocados pela
hipertensdo induzida por L-NAME. Concomitantemente, a doxiciclina restaurou o equilibrio
angiogénico por meio do aumento dos niveis de PLGF e reducdo dos niveis de sFlt-1. A

doxiciclina também aumentou a capacidade antioxidante do plasma nas ratas hipertensas. Por
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causa disso, compreendemos que 0 aumento da atividade da MMP-2 e -9 deveu-se a uma
reducdo do NO, causada pelo tratamento com L-NAME. Cabe ressaltar que o aumento da
ativacdo de MMPs e o desequilibrio angiogénico causados pelo modelo de hipertensdo
gestacional induzido por L-NAME estdo associados ao aumento da presséo arterial sist6lica,
enquanto a doxiciclina restabeleceu todos esses parametros. Visto a importancia do NO
durante a gestacdo saudavel, quanto durante a gestacdo hipertensiva devido a sua diminuicao,
realizamos um segundo estudo, em que avaliamos a atividade de MMP-2 e -9 em trés
diferentes periodos gestacionais: inicial (Early), intermediario (Mid) e tardio (Late). Nesse
segundo estudo, observamos que a pressao arterial sistolica apresentou-se elevada nos trés
periodos gestacionais propostos, evidenciando-se principalmente nos dois Gltimos periodos
(intermediario e tardio) em ratas hipertensas. Paralelamente, nesse mesmo grupo de animais,
os niveis de NO plasmatico apresentaram-se insuficientes, principalmente nos periodos
gestacionais intermediario e tardio, em que ha uma maior demanda de NO. Além disso, 0s
parametros feto-placentarios foram comprometidos em ratas hipertensas. Os niveis
plasmaticos de malondialdeido e a atividade da MMP-2 e -9 apresentaram aumentos ao longo
dos periodos gestacionais previamente adotados em ratas hipertensas. Em suma, os dados
apresentados tanto no primeiro quanto no segundo estudo sugerem que o processo gestacional
por si requer uma maior biodisponibilidade de NO e atuacdo do NO na modulacdo da
atividade das MMPs ao longo da gestacao, sendo essa demanda maior nos periodos finais da

gestacao.

Palavras chaves: Hipertensdo gestacional; doxiciclina; metaloproteinases; 6xido nitrico; ratas
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Abstract

Nitric oxide (NO) is a gas produced mainly by endothelial cells, and during the gestational
period contributes to avoid an exacerbated increase in systemic vascular resistance (SVR),
since during this period, there is a rise in blood volume and heart rate. When there are
endothelial dysfunctions, the bioavailability of NO is reduced, causing vasoconstriction and
this, in turn, consequently increases the activity of MMPs. This decrease in NO and increase
in MMPs culminates in gestational hypertensive disorders. According to previous studies in
non-gestational hypertension models, doxycycline, an antibiotic derived from tetracyclines,
lowered systolic blood pressure due to its ability to inhibit MMP activity. However, there is a
shortage of works that have developed studies on the effects of doxycycline in animal models
of gestational hypertension. For this reason, we investigated the effects of doxycycline on the
inhibition of MMPs in gestational hypertension, induced by Nw-nitro-L-arginine-methyl ester
(L-NAME) in rats. We performed a zymography to evaluate the activity of MMP-2 and -9 in
the placenta, uterus and thoracic aorta. We also evaluated systolic blood pressure, fetal-
placental development and NO metabolites. Plasma antioxidant capacity, plasma levels of
soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) and placental growth factor (PLGF) were also
evaluated. Our data shows that the treatment with L-NAME increased blood pressure and
decreased the offspring of these animals. On the other hand, doxycycline prevented L-
NAME-induced gestational hypertension and the reduction of offspring. A decrease in NO
bioavailability in hypertensive rats was also observed. Treatment with doxycycline attenuated
the increased activity of MMP-2 and -9, caused by L-NAME-induced hypertension.
Concomitantly, doxycycline restored the angiogenic balance by increasing PLGF levels and
reducing levels of sFIt-1. Doxycycline also increased plasma antioxidant capacity in
hypertensive rats. For this reason, we understand that the increased activity of MMP-2 and -9

was due to a reduction of NO caused by the treatment with L-NAME. It should be noted that
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the increase in MMP activation and angiogenic imbalance caused by the L-NAME-induced
gestational hypertension model are associated with increased systolic blood pressure, while
doxycycline reestablished all of these parameters. Considering the importance of NO during a
healthy gestation and during a hypertensive pregnancy due to its decrease, we performed a
second study, in which we evaluated the activity of MMP-2 and -9 in three different
gestational periods: initial, intermediate and late. In this second study, we observed that
systolic blood pressure was elevated in the three proposed gestational periods, evidencing
mainly in the last two periods (intermediate and late) in hypertensive rats. At the same time,
in this same group of animals, plasma NO levels were insufficient, especially in the
intermediate and late gestational periods, where there is a greater demand for NO. In addition,
the fetal-placental parameters were compromised in hypertensive rats. Plasma levels of
malondialdehyde and MMP-2 and -9 activity increased gradually over the gestational periods
previously adopted in hypertensive rats. In summary, the data presented in both the first and
second studies suggests that the gestational process itself requires a greater bioavailability of
NO, and NO action in the modulation of the MMP activity during pregnancy, being this

demand is greater in the final periods of gestation.

Keywords: Gestational hypertension; doxycycline; metalloproteinases; nitric oxide; rats
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1 Introdugéo
1.1 A gestagdo e as mudancgas hemodinamicas

Devido a ocorréncia da gestacdo, ha inimeras mudancgas ocorrendo no corpo da mée,
ocasionadas, sobretudo por alteragdes hormonais. Relaciona-se com esse processo 0
remodelamento vascular e mudangas hemodindmicas na circulagio materna para o
desenvolvimento fetal (Majed e Khalil, 2012), incluindo o aumento do volume sanguineo, do
débito cardiaco (Lopes Van Balen et al., 2013) e do volume plasmético (Rodger et al., 2015).

No primeiro trimestre, durante a sexta semana gestacional, o volume sanguineo
comeca a aumentar, isso é notavel até o inicio do segundo trimestre (Pisani et al., 2017). O
aumento de volume sanguineo chega a progredir 50% entre 34 semanas gestacionais e o final
do terceiro trimestre e o volume plasmatico aumenta mais que 50-60% (Soma-Pillay et al.,
2016). O volume sanguineo atinge em media 73-96 mL/kg a mais do que os valores normais
de uma mulher ndo gestante (Ouzounian e Elkayam, 2012). Além disso, as mulheres no
terceiro trimestre podem apresentar aumento do volume intersticial e plasmatico, com maior
volume de liquido extracelular no espaco intravascular em gestantes comparadas as ndo
gestantes (Bird, Zhang e Magness, 2003).

O débito cardiaco atinge um aumento de 20% ainda na oitava semana gestacional e
atinge 40% de aumento entre a vigésima e a vigésima oitava semana (Soma-Pillay et al.,
2016), podendo alcancar os 100%, no final do periodo gestacional, quando comparado a uma
mulher ndo gestante (Lopes VVan Balen et al., 2013).

Esses parametros aumentados consequentemente poderiam promover o0 aumento da
pressdo arterial, no entanto, concomitantemente a essas varias mudancas, ocorrem também no
sistema cardiovascular, durante toda a gestacdo, modificacGes para dilatar os vasos e diminuir

a resisténcia (Dang et al., 2013).
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A reducdo da resisténcia vascular tem sido atribuida principalmente ao remodelamento
das artérias espiraladas (James, Saghian et al. 2018), realizado por meio da migragdo dos
trofoblastos, que substituem as células endoteliais da artéria espiralada uterina (Whitley and
Cartwright 2010). Essa diferenciacdo dos citotrofoblastos deve-se ao papel das
metaloproteinases (Zhang, Qi et al. 2010). Essas alteracfes dilatam o0s vasos de alta
resisténcia, transformando-os em grandes vasos, com um fluxo sanguineo aumentado e uma
pressdo bem reduzida.

A reducdo da resisténcia vascular sisttmica deve-se ao aumento de agentes
vasodilatadores como oOxido nitrico e prostaciclinas (Gongora and Wenger 2015). A
resisténcia vascular reduzida é uma importante adaptacdo para manter a pressao arterial
sanguinea em niveis normais (Burton et al., 2009; Ouzounian e Elkayam, 2012).

Dentre os mediadores envolvidos no ténus vascular, o principal € o dxido nitrico (NO)
(Furchgott e Zawadzki, 1980). O NO é um mediador gasoso que esta envolvido em diversos
processos fisioldgicos, ele é produzido enzimaticamente no endotélio, principalmente pela
isoforma endotelial da NO sintase (eNOS), enzima ativada pelo célcio intracelular. Essa
ativacdo converte o aminoacido L-arginina em NO e citrulina, com isso, 0 NO produzido na
célula endotelial vascular difunde-se para a célula muscular lisa, ativando a enzima guanilato
ciclase soltvel a qual converte guanosina trifosfato em guanosina monofosfato ciclico (GMF).
A GMF em seguida ativara a Proteina Kinase dependente do guanosina monofosfato ciclico,
promovendo a reducdo de calcio intracelular de trés formas: aumento do recrutamento de
calcio para o reticulo endoplasmatico, ativacdo do efluxo de célcio intracelular e inibicdo dos
canais para entrada de célcio, resultando em vasodilatacdo (Takimoto, 2012). No entanto,
estudos sugerem que havendo comprometimento dessa via do NO, podera haver a ocorréncia

de hipertensdo, durante a gestacdo.
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1.2 ComplicagGes Hipertensivas Gestacionais

O periodo gestacional pode ser o tempo mais propenso a complicacbes

hemodindmicas (Santos e Couto, 2018), tendo sido associado a varios disturbios materno-

fetais,

como parto prematuro, complicagdes vasculares e o desenvolvimento de doenca

cardiovascular a longo prazo (Rich-Edwards et al., 2014; Wu et al., 2017). Desordens

hipertensivas gestacionais afetam até 10% das maes em todo o mundo (Sutton, Harper e Tita,

2018). Elas séo classificadas como:

v

Hipertensdo cronica/pré-existente: hipertensdo (sistolica > 140 ou diastolica > 90
mmHg), diagnosticada antes da gestacdo ou antes da 20* semana gestacional ou
durante a gestacéo e ndo regride apos o parto (Maloney, Heller e Baergen, 2012).
Hipertensdo gestacional: hipertensdo diagnosticada apds a 20* semana gestacional,
sem presenca de proteindria ou complicacfes sistémicas. H& a regressdo do quadro
hipertensivo em aproximadamente 12 semanas apés o parto (Sibai, 2003).
Pré-eclampsia: hipertensdo (sistolica > 140 ou diastolica > 90 mmHg) diagnosticada
apos a 20" semana de gestacdo com presenga de proteintria (>0,3g/24h) (Roberts et
al., 2003).

Hipertensdo cronica/pré-existente sobreposta por pré-eclampsia: mulheres com
hipertensdo crénica que desenvolvem proteiniria ou outra alteracdo clinica ou
laboratorial caracteristica da pré-eclampsia (Tuuli et al., 2011)

Eclampsia: é definida como a ocorréncia de consequéncias neurologicas causadas
como convulsGes em associagdo com a pré-eclampsia (Mahran et al., 2017).

Sindrome HELLP: apresenta caracteristicas severas de pré-eclampsia com hemdlise,
niveis elevados de enzimas hepéticas, e baixos niveis de plaquetas (Kongwattanakul et

al., 2018).
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1.3 Fisiopatologia da PE

A PE esté entre as complicacdes médicas mais comuns da gravidez (Lavie et al.,
2018). E uma sindrome exclusiva da gestacdo humana e sua fisiopatologia ainda nfo esta
completamente elucidada (Kallela et al., 2016). A PE continua a ser uma das principais causas
de morbidade e mortalidade materna e perinatal (Spracklen et al., 2016), sendo a principal
causa de parto prematuro, a fim de proteger a mée e o feto (Hashemi et al., 2017). Atualmente
ndo existe tratamento eficiente para PE, a ndo ser a retirada da placenta (Bortolotto, Francisco
e Zugaib, 2018). Os médicos realizam esse procedimento porque, apesar da PE ndo ter
etiologia totalmente esclarecida, ha o alivio dos sintomas ap0s o parto. 1Sso nos sugere que a
placenta tem um papel importante associado a esta desordem.

A placenta é o0 rgdo materno-fetal que comeca a se desenvolver nos periodos iniciais
da gestacdo e tem a funcdo de realizar as trocas de nutrientes e gases entre a mée e o feto.
Estudos sugerem que diversos fatores de risco podem estar relacionados a ocorréncia de uma
falha no processo de placentacdo e ao desenvolvimento de desordens hipertensivas da
gestacdo. Entre esses fatores, estudos mostram que a genética tem se mostrado importante no
desenvolvimento da PE (Founds et al., 2009), com uma maior incidéncia em mulheres afro-
americanas do que em mulheres asiaticas (Rosenberg et al., 2005).

De acordo com Lamminpaa., et al (2012), a idade também parece ser um fator de
risco, uma vez que mulheres gestantes mais velhas tém apresentando maior prevaléncia de PE
do que mulheres jovens. Além disso, 0 aumento de resposta imune pode causar a apoptose de
células trofoblasticas e prejudicar a invasdo trofoblastica, com inadequado remodelamento das
artérias espiraladas e consequente ma formacéo placentaria (Redman e Sargent, 2010; Negishi
et al., 2018).

O desenvolvimento anormal da placenta e consequente isquemia/hipdxia placentaria

se relacionam com o primeiro estagio do desenvolvimento da PE (Rodriguez et al., 2018). A
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isquemia/hipdxia placentaria propicia o segundo estagio do desenvolvimento da PE por
promover a liberacdo de diversos fatores bioativos circulantes que atuam sobre o endotélio e
desencadeiam a disfungdo endotelial sistémica, causando a vasoconstricdo generalizada,
aumento da resisténcia vascular periférica e hipertensdo como ocorre na PE (Ali e Khalil,
2015).

Dentre os diferentes fatores ativos que podem contribuir para o dano endotelial
durante a hipertensdo gestacional, foi identificado o fms-like tirosina quinase-1 soltvel (sFlt-
1), o qual é um receptor sollvel para o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF). O
sFlt-1 se liga as moléculas de VEGF e do Fator de Crescimento Placentario (PLGF)
circulantes, impedindo que esses fatores angiogénicos se acoplem aos seus receptores usuais
na membrana celular (Di-Marco et al., 2009). Por esse motivo, estudos sugerem que o sF1t-1
possui papel importante no dano as células endoteliais e que o excesso de sFlt-1 poderia ter
papel na fisiopatologia da PE por abolir as respostas vasodilatadoras mediadas por VEGF e
pelo PLGF (Maynard et al., 2003).

Estudos experimentais mostraram que o0s niveis de sFlt-1 encontram-se elevados em
modelos animais de hipertensdo gestacional (Agunanne et al., 2010; Baijnath et al., 2017) e
também em mulheres com PE (Bian, Shixia e Duan, 2015). Ainda, devido a um aumento de
espécies reativas de oxigénio (ROS), ha a rapida reacdo do O% (anion superéxido) com NO
para formar peroxinitrito (OONQ") e diminui¢do da biodisponibilidade de NO (Di Marco et
al., 2009).

Como a disfuncdo endotelial é caracterizada por uma diminuicdo da liberacdo de
fatores de relaxamento e um aumento da liberacdo de fatores de contracdo derivados do
endotélio, a diminuicdo do NO, um importante fator de relaxamento do endotélio vascular,

pode estar relacionada, conforme estudos experimentais em ratas do modelo de hipertensédo
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gestacional (Baijnath, Soobryan et al. 2014) e em mulheres com PE (Ehsanipoor, Fortson et
al. 2013), com essa diminuicdo do relaxamento vascular.

E claramente notavel o importante o papel do NO e de suas interagbes com diversas
substancias de interesse na hipertensdo gestacional. Uma maneira de modular
farmacologicamente a sintese endégena do NO é utilizando  ®-Nitro-L-
arginine methylester (L-NAME), um inibidor ndo seletivo da sintese de NO. O mecanismo de
acdo do L-NAME consiste em um falso substrato para sintase NO, ou seja, 0 L-NAME
compete com a L-Arginina pela Nos. Dessa maneira, ndo ha a sintese de NO e citrulina.

Tem-se utilizado o L-NAME como agente farmacoldgico indutor de hipertensao
arterial em ratas prenhes por causad-la e por restringir o crescimento fetal, mimetizando

exatamente o que ocorre na PE.

1.4 Metaloproteinases

Assim como o NO, as metaloproteinases também se mostram alteradas durante a
hipertensdo gestacional. Elas sdo enzimas envolvidas na degradacdo de componentes da
matrix extracelular, exercendo remodelamento e reparacdo tecidual nos processos
fisiologicos, como a angiogénese e a morfogénese (Stamenkovic, 2003; Theocharis et al.,
2016).

Atualmente sdo identificados 28 tipos de metaloproteinases, que sdo classificadas em
seis grupos: (1) colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18), (2) gelatinases (MMP-2
ou gelatinase A e MMP-9 ou gelatinase B), (3) estromelisinas (MMP-3 ou estromelisina 1 e
MMP-10 ou estromelisina 2), (4) matrilisinas (MMP-7 ou matrilisina 1 e MMP-26 ou
matrilisina 2), (5) MMPs de membranas (MT1-MMP(MMP-14), MT2- MMP (MMP-15),

MT3-MMP (MMP-16), MT4-MMP, [MT5-MMP e MT6-MMP (MMP- 25)] e (6) outras
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MMPs (MMP-12, MMP-20, MMP-21, MMP-23, MMP-27 e MMP-28) (Visse e Nagase,
2003).

As MMPs sdo secretadas como zimogénios inativos e requerem uma ativacdo
proteolitica a qual ocorre apds a remogdo do pro-peptideo que disponibiliza o sitio ativo para
catélise (Lu et al., 2011; Khokha, Murthy e Weiss, 2013). As MMPs podem ser ativadas por
varios fatores, dentre eles, hormdnios, estresse oxidativo e estresse de cisalhamento (Rizzi et

al., 2009).

1.5 O papel das MMP-2 e MMP-9 em doengas cardiovasculares:

As metaloproteinases estdo envolvidas em muitos processos fisiologicos, entretanto
essas mesmas enzimas participam de processos patoldgicos (Barbosa, Gerlach e Tanus-
Santos, 2006), e de diversos eventos cardiovasculares (Castro e Tanus-Santos, 2013),
especificamente MMP-2 e MMP-9, que se destacam nas doengas cardiovasculares (\Wang e
Khalil, 2018).

As gelatinases sdo capazes de clivar diferentes tipos de colageno, incluindo o tipo 1V,
V e Xl (Xu et al., 2001). O colageno tipo IV é o componente mais importante da membrana
basal vascular (Hudson, Reeders e Tryggvason, 1993). Em modelo experimental com ratos
espontaneamente hipertensivos, houve mudancas morfoldgicas na parede aortica, com
significativo aumento da atividade e expressdo da MMP-2 (Antonio et al., 2014). Neste
contexto, estudos tém mostrado que a atividade excessiva ou desequilibrada de MMP-2 e
MMP-9 estdo associadas a patogénese de hipertensao e remodelamento vascular em modelos
animais (Pereira et al., 2018) e em humanos (Kostov et al., 2016).

Curiosamente, estudos experimentais mostraram MMP-2 aumentada em tecidos de
Utero e aorta de ratas prenhas (Dang et al., 2013) e em todas as regides da placenta de

mulheres gestantes hipertensas (Sahay et al., 2018b). Além disso, um estudo clinico observou
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mulheres em diferentes periodos de gestacdo e mostrou uma aumentada concentracdo de
MMP-2 no plasma sanguineo de gestantes a partir da vigésima segunda semana gestacional
(Myers et al., 2005). Foi demonstrado que a MMP-2 também se encontra em concentracfes
elevadas na urina de gestantes prestes a desenvolver a PE (Martinez-Fierro et al., 2018).
Ademais, aumentada atividade de MMP-9 tem sido correlacionada de forma positiva com 0s
sintomas de hipertensdo gestacional (Xiao et al., 2018). Alguns estudos também mostraram
aumentados niveis circulantes de ambas gelatinases MMP-2 e MMP-9 em mulheres com pré-
eclampsia, quando comparado a gestantes normais (Eleuterio et al., 2015).

Pelo exposto, fica claro a escassez de estudos e o importante papel desempenhado
pelas MMPs durante desordens hipertensivas da gestacdo e que a inibicdo dessas enzimas
pode ser uma estratégia terapéutica interessante para essa patologia. Estudos utilizando
modelos animais de hipertensdo mostraram que a doxiciclina atua inibindo as MMPs e por
consequéncia impede alteracdes anormais na estrutura vascular associadas a hipertensdo

arterial (Castro, Tanus-Santos e Gerlach, 2011).

1.6 Doxiciclina, uma estratégia para inibir as metaloproteinases aumentadas durante a
hipertenséo gestacional

A doxiciclina é um antibiotico semi-sintético derivado das tetraciclinas, capaz de inibir a
atividade das MMPs, entretanto o mecanismo de acdo dessa inibicdo ndo esta totalmente
esclarecido. Sabe-se que as tetraciclinas sdo quelantes de Zn?*, sugere-se assim que a
doxiciclina possa se ligar préximo ao Zn?*, bloqueando o sitio catalitico e inibindo a atividade
de MMPs (Garcia et al., 2005). Especula-se ainda que o mecanismo de acdo da inibicdo de
MMPs ocorra por meio da inducéo da atividade de inibidores enddgenos teciduais (Yao et al.,

2007).



Em modelos experimentais com ratos, a doxiciclina inibiu a atividade da MMP-9 na
dosagem de 5mg/dia e sua expresséo foi coibida na dose de 10 mg/dia (Lee et al., 2006). Em
humanos, a atividade da MMP-2 foi reduzida pela doxiciclina na dose de 20mg/dia (Schulze
et al., 2013).

A doxiciclina é considerada o inibidor mais potente e ndo seletivo de MMPs (Castro et
al., 2012). Além disso, em estudos experimentais, ndo foi encontrada teratogenicidade em
ratos com dose superior a 100 vezes a dose humana de doxiciclina (Nahum,et al., 2006).

A doxiciclina é de baixa toxicidade oral, em um estudo experimental de toxicidade
crénica com diversas doses de doxiciclina em ratos, hamsters, porcos, cées e macacos, notou-
se um efeito NOEL (nenhum nivel de efeito observado) na dose 25mg/kg (figura 1), durante
um més de tratamento. Por esse motivo, concluiu-se que ndo ha evidéncias de toxicidade
reprodutiva ou de desenvolvimento como também nenhuma evidéncia de potencial

genotoxico, (EMA/MRL, 1997).

Doxicicling
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Figura 1: Gréfico do Efeito versus dosagem recebida. Sendo NOEL nenhum nivel de efeito observado; LOEL
baixo nivel de efeito observado; NOAEL nenhum nivel de efeito adverso observado; LOAEL baixo nivel de

efeito adverso observado e FEL Franco nivel de efeito.
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5 Concluséo

Os nossos achados estdo de acordo com as nossas hipoteses de que redugdes na
formacdo de NO podem estar correlacionadas ao aumento das atividades de MMP-2 e -9,
sugerindo que pode haver um crosstalk entre reducdo da sintese de NO e aumento da
atividade de MMPs na hipertensdo durante a gravidez. Além disso, nossos estudos sugerem
também que apds a inibicdo da NOS, a doxiciclina reduz a pressdo arterial sistolica e atenua
0s aumentos das atividades de MMP-2 e -9.

Em resumo, nossos dados indicam que a demanda por NO pode ser maior durante 0s
periodos finais da gestacdo e que o NO pode modular negativamente as MMPs durante a
gestacdo saudavel, uma vez que, quando a biodisponibilidade de NO é reduzida, observamos
aumentos na atividade das MMP-2 e -9. Portanto, nossos resultados estdo de acordo com a

hipotese de que o NO modula a atividade das MMPs durante a gestacéo.
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