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RESUMO

A Pré-eclampsia (PE) € uma desordem hipertensiva gestacional, cuja fisiopatologia tem sido atribuida a
forte resposta inflamatéria, disfungcdo endotelial, agregacdo plaquetaria e aumento da resisténcia vascular.
Estudos com PE relatam inadequado aumento na acdo de varios vasoconstritores, incluindo endotelina,
adenosina, angiotensina Il, e noradrenalina ocasionando aumento da presséo arterial. De fato, o sistema nervoso
autondmo simpatico através do neurotransmissor noradrenalina regula a presséo arterial mediante a ativagédo dos
adrenoceptores-oi1 (ARs-au1). No presente estudo, foi investigado através do uso de agonistas e antagonistas
seletivos os subtipos de ARs-a1 envolvidos na contragé@o da aorta abdominal de ratas prenhes submetidas @ um
modelo experimental de PE por reducéo da pressdo de perfusédo uterina (RUPP), e esses receptores foram
comparados com aqueles envolvidos na contragdo da artéria de ratas virgens. Os resultados indicam que as
contragdes da artéria aorta abdominal de ratas virgens em resposta @ noradrenalina resultam da ativagéo de AR-
oA € AR-aup, mas que na artéria da fémea ha uma maior contribuicdo de AR-oui1a do que na respectiva artéria de
machos. Além disso, a prenhez induziu plasticidade nos subtipos de ARs-ou1 envolvidos na contragdo da artéria
aorta abdominal, uma vez que houve menor participacdo de AR-aia nas contragdes de ratas prenhes do que
aquela observada na artéria de ratas virgens. Por outro lado, na artéria aorta abdominal de fémeas submetidas a
RUPP agonistas e antagonistas seletivos mostraram comportamento complexo que, apesar de indicar o
envolvimento de AR-aua e AR-aup, indica algum tipo de interagdo proxima entre esses subtipos. O presente
estudo mostra que tanto a prenhez quanto a cirurgia de reducdo da pressdo de perfusdo uterina induz
plasticidade nos ARs-ou1 envolvidos na contragéo da artéria aorta abdominal ressaltando a necessidade de que o
estudo de drogas potencialmente Uteis no tratamento de uma determinada patologia seja feito em modelos
experimentais que mimetizem a situacéo terapéutica. Portanto, sera importante investigar a capacidade de
diferentes antagonistas de ARs-ou reduzirem a presséo arterial elevada das ratas submetidas & esse modelo

experimental de pré-eclampsia.
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ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is a gestational hypertensive disorder, for which the physiopathology has been
attributed to an intense inflammatory response, endothelial disfunction, platelet aggregation and increased
vascular resistance. Previous studies reported that in PE there is an inadequate increase in the action of several
vasoconstrictors, including endothelin, adenosine, angiotensin Il and noradrenaline. In fact, the sympathetic
nervous system by releasing the neurotransmitter noradrenaline regulates the arterial pressure through activation
of ai-adrenoceptors (au-ARs). The present study investigated the a.i—ARs subtypes involved in the contractions
of the abdominal aortae from pregnant rats submitted to an experimental model of PE, the reduced in uterine
perfusion pressure (RUPP), compared these receptors with those involved in the contractions of abdominal aortae
from non-pregnant (virgin) and pregnant female rats. The results indicate that there are both ai1ia—ARs and oip—
ARs in abdominal aortae from non pregnant females, but that the ai1a—ARs is more important in the contraction of
the female than in the contraction of the respective artery from male rats. Pregnancy induces plasticity in the o1 —
ARs of the abdominal aortae, since there was a less significant participation of aa-AR in the contraction of
abdominal aortae from pregnant rats than in the artery of virgin females. In the other hand, selective agonists and
antagonists presented complex behaviours in the abdominal aorta from pregnant females submitted to the RUPP
model, indicating that there must be a close interaction between aua-AR € aiip-AR in the contraction of this artery.
The present study shows that either pregnancy or RUPP model induces plasticity in the o1-ARs of the abdominal
aortae highlighting the need that the study of potentially useful drugs to treat a certain disease must be performed
in experimental models that mimic the therapeutic condition. It will be important to investigate the ability of ci1-ARs

antagonists to reduce the arterial pressure of rats submitted to this experimental model of PE.

Keywords: Preeclampsia, oi1-Adrenoceptors, Abdominal Aortae
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15

INTRODUGAO
Pré-eclampsia

A Pré-eclampsia (PE) é uma desordem gestacional multisistémica, cujo diagnéstico baseia-se em
hipertensao arterial (Presséo Arterial (PA) = 140 x 90 mmHg) e ocasionalmente proteinuria (=300 mg / 24 hs) a
partir da 202 ou 30? semana de gestacdo (National High Blood Pressure Education Program Working Group on
High Blood Pressure in Pregnancy, 2000; Roberts et al., 2012). Na auséncia de proteinuria, o diagnéstico baseia-
se em hipertensdo arterial e evidéncias de doengas sistémicas, tais como: trombocitopenia, coagulacao
intravascular disseminada, insuficiéncia renal, edema pulmonar, distirbios visuais ou cerebrais e restrigdo de
crescimento fetal (Lowe et al., 2015). A PE atinge 5% a 8% da popula¢do mundial (ACOG Committee on Obstetric
Practice., 2002), sendo uma importante causa de morbidade materna e perinatal, uma vez que cerca de 76.000
mortes maternas e 500.000 mortes perinatais por ano sao relacionadas a esta patologia (Duley L., 2009). Dados
do Sistema Unico de Satde (SUS) apontam que no Brasil cerca de trés gestantes morrem por dia vitima das
complicagbes causadas pela PE (Brasil. Ministério da Saude.DATASUS [Internet], 2008).

A fisiopatologia da PE tem sido relacionada a rigorosa resposta inflamatoria (Szarka et al., 2010; Regal et
al., 2015; van Rijn et al., 2016), disfun¢do endotelial (Sandrim et al., 2008; Kao et al., 2016), agregacdo
plaquetéria (Dogana et al., 2015; Tannetta et al., 2015) e aumento da resisténcia vascular (LaMarca et al., 2009;
George e Granger, 2011; Lamarca et al., 2012). No entanto, mesmo com esta pluralidade de sistemas envolvidos,
a fisiopatologia da PE ainda n&o esta completamente elucidada.

A classificacdo da PE é baseada em sinais clinicos e laboratoriais, sendo caracterizada como: precoce
em razao de sinais pro- e anti-angiogénicos que antecedem os sinais clinicos (Lambert-Messerlian et al., 2009) e
tardia quando héa interagdo de produtos da placenta com o endotélio vascular induzindo lesdes endoteliais
sistémicas, aumento da resposta inflamatoria materna e liberagcdo de agentes vasopressores (Cowans et al.,

2010)
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E interessante notar que, fisiologicamente durante a gravidez ha elevacdo do volume sanguineo total,
ocasionando acréscimo de cerca de 30% a 50% do débito cardiaco e, consequentemente, aumento da frequéncia
cardiaca (Hytten, 1985). Entretanto, mesmo com estas alteragdes hemodinamicas, a gravidez normal é
caracterizada por diminuigdes da pressdo arterial média (PAM) (Morris et al., 2015), decorrente de redugéo
significativa da resisténcia vascular periférica devido tanto ao intenso processo angiogénico quanto a redugao da
resposta aos agentes vasoconstritores (Bardin et al., 2015). No entanto, ha estudos relatando que durante a PE
ha inadequado aumento da sensibilidade a varios vasoconstritores, como endotelina (Celik et al., 2013; Verdonk
et al., 2015), adenosina (Yoneyama et al., 2002; Espinoza et al., 2011; Iriyama et al., 2015), angiotensina I
(Novak et al., 1997; Herse et al., 2007; Pulgar et al., 2014) e noradrenalina (Bottalico et al., 2004; Na et al., 2013;
Lampinen et al., 2014) ocasionando aumento da resisténcia vascular periférica e, consequentemente aumento da
PA.

De fato, a hiperatividade do Sistema Nervoso Autbnomo Simpatico (SNAS), o qual tem como principal
neurotransmissor a noradrenalina, ocorre em diversas desordens hipertensivas gestacionais e sua importancia na
instalacdo dessas doencgas vem sendo relatada durante anos e por diversos grupos de pesquisas (Schobel et al.,
1996; Khatun et al., 1998; Maeda, 2014).

Diante dessa exacerbada atividade do SNAS, as principais abordagens farmacolégicas empregadas sao
os anti-hipertensivos, dentre os quais estdo a hidralazina, a nifedipina, a a-metildopa e o labetalol. A hidralazina é
um potente vasodilatador, cujo mecanismo permanece pouco compreendido, mas parece envolver a liberagdo
intracelular de célcio (Ca?*) induzida pelo 2° mensageiro inositol (1,4,5)-trisfosfato ([Ins(1,4,5)P3] ou IP3) (Gurney
e Allam, 1995; Ellershaw e Gurney, 2001; Dulce et al., 2013), a nifedipina, age bloqueando canais de Ca2*
voltagem-dependentes do tipo L, impedindo que ocorra o influxo Ca2?* para dentro da célula de musculo liso
vascular e reduzindo a contragéo induzida por vasoconstritores (Schimann et al., 1975). A a-metildopa é um
analogo da L-dopa que é convertido em a-metildopamina e subsequentemente em o-metilnoradrenalina por agao

da dopamina f-hidroxilase na terminag¢do nervosa adrenérgica; apos sua sintese em vesiculas dos neurdnios
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adrenérgicos, a a-metilnoradrenalina substitui esteiquiometricamente a noradrenalina, atuando como um falso
neurotransmissor, pois tem eficacia desprezivel nos adrenoceptores adrenoceptores (ARs)-ou (pds-sinapticos)
sendo incapaz de promover vasoconstricdo. Por outro lado, a o-metilnoradrenalina comporta-se como um
agonista de ARs-o2 (pré-sinépticos) diminuindo a liberagdo da noradrenalina, ocasionando diminuigdo da PA
(Schafers et al., 1999) . O labetalol, € um farmaco formado a partir de uma mistura racémica de quatro compostos
isdbmeros; dois desses isbmeros — o (S,S)- e (R,S)- sdo inativos, o terceiro (S,R) € um potente antagonista de
ARs-a, € o Ultimo (R,R) é um potente antagonista de ARs-B (B1=B2), por causa desta combinagdo ocorre
reducdo da resisténcia vascular sistémica e do débito cardiaco (Quyyumi et al., 1985; Neal e Benowitz, 2001).

Diante disso, nota-se que ARs s&o uns dos principais alvos farmacoldgicos para o tratamento anti-hipertensivo na

PE.

Adrenoceptores (ARs)

Os ARs s&o receptores com sete dominios transmembranares (7TM ou GPCR), membros da classe da
Rodopsina da superfamilia dos receptores acoplados proteinas G (Fredriksson et al., 2003), e sdo os alvos
através dos quais o neurotransmissor autonémico e central noradrenalina e o horménio adrenalina regulam
diferentes fungdes fisioldgicas. Em raz&o de sua ampla distribuicdo no organismo, os ARs regulam diversas
fungdes incluindo o controle do ténus da musculatura lisa vascular e ndo-vascular, o inotropismo € cronotropismo
cardiaco, e uma variedade de atividades metabolicas e de neurénios do SNC. Devido as suas extensas fungdes
no organismo, 0s ARs sdo alvos de diversas terapias farmacolégicas para o tratamento de condigbes como asma
brénquica, choque séptico, depressdo do humor, glaucoma, angina pectoris, hipertrofia cardiaca e hipertensao
arterial. Segundo suas propriedades estruturais, farmacologicas e acoplamento a proteina G, os ARs sdo
divididos em trés subfamilias, denominadas a1 (oua, aus, o), o2 (owa, ozs, ozc), B (B1, B2 € P3) (Zhong e

Minneman, 1999) (Figura 1).
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Figura 1: llustragdo das subfamilias dos ARs: ou, a2, B, conforme seu acoplamento
a proteina G e seus respectivos subtipos.

Caracteristicas dos subtipos ARs-a1

Os trés subtipos de ARs-a1 acoplam-se preferencialmente a proteina Gg11 € sdo formados por uma
cadeia polipeptidica Unica que apresenta sete grandes dominios hidrofébicos em forma de sete hélices
transmembranares interligadas por algas hidrofilicas que se estendem para os meios intracelular e extracelular
(Wheatley et al., 2007; Deupi and Standfuss, 2011). De acordo com essa conformag&o, a por¢édo amino-terminal
que contém sitios consensuais de N-glicosilacdo € localizada no meio extracelular e tem sequéncias de
aminoacidos e tamanhos variados entre os subtipos, sendo consideravelmente maior no ARs-aup (= 90
aminoacidos) em relagdo ao ARs-au1a (= 25 aminoacidos) e ARs-auig (= 42 aminoacidos); € interessante notar que
a diferenca na sequéncia de aminoacidos na por¢do N-terminal extracelular do ARs-auip parece ser importante
para a insergao apropriada do receptor na membrana plasmatica (Pupo et al., 2003; Hague et al., 2004) (Figuras
2, 3 e 4). A regido carboxi-terminal dos ARs-ou1 esta localizada no compartimento intracelular e contém sitios

consensuais para a fosforilagéo de serina/treonina quinases levando a dessensibilizagéo do receptor (Akinaga et
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al., 2013; O-Uchi et al., 2013).Em humanos, os ARs-ct1a, ARs-au1b, ARs-au1¢ S80  codificados por genes diferentes

localizados nos cromossomos 8, 5, 20, respectivamente (Hieble et al., 1995).
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Figura 2: llustragdo do AR-oua, demonstrando os amino&cidos (aa) que o constitui, sendo
em vermelhos os aa comuns entre os subtipos, além do compartimento extracelular com a
regido amino-terminal e o compartimento intracelular com a regido carboxil-terminal. Cada
compartimento contém algas hidrofilicas de conexao entre as hélices.
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Figura 3: llustracdo do AR-aus, demonstrando os aminoacidos (aa) que o constitui, sendo em
vermelhos os aa comuns entre os subtipos, além do compartimento extracelular com a regiéo
amino-terminal e o compartimento intracelular com a regido carboxil-terminal. Cada compartimento
contém algas hidrofilicas de conexao entre as hélices.
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Figura 4: llustragcdo do AR-aup, demonstrando os aminoacidos (aa) que o constitui, sendo em
vermelhos 0s aa comuns entre os subtipos, além do compartimento extracelular com a regido
amino-terminal e o compartimento intracelular com a regi&o carboxil-terminal. Cada
compartimento contém algas hidrofilicas de conexao entre as hélices.
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Apesar dos subtipos de ARs-oi possuirem diferengas consideraveis tanto na sequéncia como na
quantidade de aminoacidos, todavia apresentam semelhanga quanto ao sitio de ligagao das catecolaminas e alta
conservagao em suas terceiras algas intracelulares, que é a principal regido responsavel pela ativagdo da
proteina Gg11 (Weis e Kobilka, 2008; Campbell et al., 2014).
Os ARs-au1 sdo acoplados a uma variedade de sistemas de segundo mensageiros e entre as principais
vias de sinalizagdo encontra-se a via Gg;11 que ao ser ativada leva a ativagdo da fosfolipase C do tipo 3 (PLC) e a
subsequente hidrolise do fosfolipidio de membrana fosfatidil inositol bisfosfato (PIP2), gerando dois segundos
mensageiros: IP3 e o diacilglicerol (DAG). O IP3 se difunde pelo citoplasma e se liga a seus receptores presentes
em organelas intracelulares que estocam Ca?* aumentando as concentragdes citosélicas livres deste cation
levando a contragdo em diversos tecidos vasculares e ndo vasculares (Wu et al., 1992; Nojimoto et al., 2009;
Westcott et al., 2012). O DAG juntamente com o calcio ativa a proteina quinase C (PKC) responsavel pela
fosforilacdo de proteinas alvo causando diversas respostas bioldgicas celulares como: proliferacdo celular,

apoptose e metabolismo de glicogénio (Cotecchia, 2010; Akinaga et al., 2013) (Figura 5).
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Figura 5: Via de sinalizag&o candnica da noradrenalina ou adrenalina. Em 1 é demonstrado a ligagdo do agonista ao AR-au1, em seguida
ocorre troca de GDP por GPT, levando a dissociagdo do trimero (ofy) que compdem a proteina Gq (2;3). Em 3 demonstra-se a
subunidade oy ativando a fosfolipase C do tipo B com subsequente hidrélise do fosfolipidio de membrana, fosfatidil inositol bisfosfato
(PIP2) (4) em dois segundos mensageiros: o inositol (1,4,5)-trisfosfato ([Ins(1,4,5)P3] ou IP3) e o diacilglicerol (DAG) (5). O IPs, por ser
hidrossoluvel, difunde-se pelo citoplasma e liga-se aos receptores presente organelas intracelulares que estocam Ca2*aumentando as
concentragdes citosdlicas livres deste cation (5,6), em sequéncia, o Ca?* intracelular liga-se a calmodulina causando modificacdes em
diversas atividades de enzimas-alvos (6') e juntamente com o DAG, ativa a proteina quinase C (PKC) que é responsavel pela
fosforilagdo de diversas proteinas-alvos.

Além da ativagdo da proteina Ggu1, 0S trés ARs-ou1 ativam outras vias de sinalizagdo que incluem a
fosfolipase Ay, fosfolipase D, liberagao de acido araquidonico, estimulagéo da produgdo de AMPc, ativagao de
proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK) e inibi¢do de sinalizagéo reguladas pelas RhoA/ROCK (Nishio
et al., 1996; Kleine-Brueggeney et al., 2014; O'Connell et al., 2014; Yu et al., 2014). Além disso, 0s ARs-ai1
interagem de forma subtipo especifica com outras proteinas intracelulares como a sintase neuronal de 6xido

nitrico (NNOS) através do dominio PDZ da enzima (Pupo e Minneman, 2002) e a regido globular do receptor para
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fator de complemento C1q (gC1qR) através de um grupamento de aminoacidos carregados positivamente
localizados no inicio da cauda C-terminal de ARs-ou1s € ARs-ap, mas ndo de ARs-aura (Pupo e Minneman, 2003).

Em razéo das diversas vias de sinalizagfes potencialmente disparadas pela ativagao dos ARs-a1, € facil
compreender a importancia desses receptores tanto na regulagdo de fungdes fisiolégicas como possiveis alvos
terapéuticos para diversas patologias.

A capacidade de diferentes ligantes de ARs-o.1 promoverem contragdes (agonistas de ARs-cu1) ou inibi-
las (antagonistas de ARs-oi1) mostrando diferentes poténcias e eficAcias em diversos vasos sanguineos
fundamenta o uso desses ligantes como ferramentas farmacoldgicas para caracterizar funcionalmente os
diferentes subtipos de ARs-au1 envolvidos numa dada fungéo (Bishop, 2008). Assim, o subtipo AR-au1a caracteriza-
se por apresentar afinidades cerca de 30-100 vezes maiores pelos antagonistas silodosina (Goi et al., 2013), 5-
metilurapidil (Abdulla et al., 2011) e RS 100329 (Williams et al., 1999; Martinez-Salas et al., 2007) do que os dois
outros subtipos. Ja o agonista seletivo A 61603 é cerca de 100-300 vezes mais potente que a noradrenalina em
diversos tecidos cujo subtipo envolvido é 0 AR-aua (Knepper et al., 1995). Por outro lado, 0 AR-aurL (um suposto
estado conformacional do AR-au1a) € caracterizado por baixa afinidade ao prazosin, 5-metilurapidil, RS-17053,
BMY 7378 e alta afinidade (= 300 vezes) a silodosina e tamsulosina (Morishima et al., 2008; Muramatsu et al.,
2008).

Risperidona, AH11110A e ciclazosina foram descritos como antagonistas seletivos para AR-ous
(Sagratini et al., 2007), porém suas seletividades tém sido severamente questionadas em diversos trabalhos na
literatura (Eltze et al., 2001; Nourian et al., 2008). De forma interessante, a conotoxina p-TIA comporta-se como
um antagonista competitivo irreversivel de AR-a1s, mas como modulador alostérico negativo de AR-oua € AR-oup
(Chen et al., 2004; Kamikihara et al., 2005; Lima et al., 2005). Mais recentemente, o composto L765,314 tem sido
utilizado com antagonista seletivo de AR-au1g, apesar de sua baixa seletividade relativa (Patane et al., 1998;

Ribeiro e Pupo, 2015).
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O AR-aup por sua vez exibe afinidade cerca 30 vezes maior ao composto BMY 7378 que os demais
subtipos (Goetz et al., 1995), da mesma forma que seu analogo estrutural buspirona, o qual frequentemente se
comporta como agonista parcial neste subtipo de receptor (Kamikihara et al., 2005, 2007). Mais recentemente,
estudos de nosso laboratério mostraram que os antidepressivos triciclicos séo potentes antagonistas de AR-aua €
AR-ap, mas ndo de AR-asg (Nojimoto et al., 2010) indicando que essas drogas sdo convenientes na
identificacdo do subtipo de AR-au1 funcional que controla certos efeitos das catecolaminas enddgenas (Ribeiro e
Pupo, 2015).
Como descrito acima, ha relativamente poucos ligantes que se comportam como antagonistas ou
agonistas seletivos nos subtipos de AR-ou1; além disso, a seletividade destes ligantes é geralmente baixa exigindo
0 uso combinado de drogas na busca da identificagdo do subtipo de receptor envolvido numa determinada funcéo

fisioldgica.

ARs-ay e Pressao Arterial

O SNAS controla o ténus da musculatura lisa vascular e, portanto, regula a presséo arterial através da
ativacdo dos ARs-ou. Estudos utilizando A-61603 (agonista seletivo ARs-aua), RS 100329 (antagonista seletivo
ARs-au1a), cloroetilclonidina (antagonista ARs-a1s € ARs-au1p) e BMY 7378 (antagonista seletivo de ARs-aup) tem
demonstrado que a manutengdo da press@o sanguinea em ratos ndo sedados é mediada principalmente pelo
subtipo AR-au1a (Piascik et al., 1990; Villalobos-Molina, 2004; Martinez-Salas et al., 2007).

No entanto, participacdo dos ARs-oup foi observada em ratos pithed * utilizando fenilefrina (agonista ndo
seletivo dos subtipos de AR-a1) e BMY 7378 (antagonista seletivo ARs-au1p), onde os resultados mostraram que
as contragdes induzidas pela fenilefrina foram antagonizadas por baixas doses do antagonista BMY 7378,

sugerindo-se a participagé@o funcional do AR-aup na fisiologia da regulagéo da resisténcia vascular periférica

! Pithed- modelo animal experimental que exclue o mecanismo central de controle da presséo arterial (Centurion et al., 2009)
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(Zhou e Vargas, 1996). Além disso, estudos utilizando camundongos knockouts® para o subtipo AR-aup
demonstram que o antagonista seletivo para os subtipos AR-o1s € AR-aup cloroetilclonidina diminui a resposta
vasoconstritora induzida pelo agonista seletivo AR-aiia A-61603, e isto indica que as respostas pressoricas no
leito mesentérico pode ser mediada também pelo subtipo AR-au1g (Martinez-Salas et al., 2011); porém o AR-ou1s
parece ter menor importancia funcional no controle da PA quando comparado aos outros subtipos (Villamil-
Hernandez et al., 2013). Além do mais, estudos com camundongos knockout para o subtipo AR-au1p tém sugerido
que a presenga do AR-aup € importante para o funcionamento do AR-aua, pois o efeito pressorico do agonista
seletivo de AR-oi1a A-61603 € = 60% menor em camundongos knockout AR-aup do que camundongos selvagens
(Martinez-Salas et al., 2011).

Dados de expressao génica demonstram que todos os subtipos de AR-ai1 S80 expressos em vasos de
condutancia e resisténcia, porém em propor¢des diferentes dependendo do leito vascular. Ha predominancia de
transcritos codificando AR-a1¢ em vasos de condutancia (Faber et al., 2001) e transcritos de AR-a1a em vasos de
resisténcia (Salomonsson et al., 2001). Tal informacdo é consistente com a viséo de que o AR-a1a tem papel
mais importante na regulagao da resisténcia vascular periférica em resposta a ativagdo simpatica do que os
outros dois subtipos.

Ha& muito poucos estudos em humanos que buscam identificar os subtipos de AR-ai envolvidos na
contragdo dos diversos leitos vasculares. Tal pobreza de informagdes é compreensivel, dada a dificuldade de
obtengédo de tecidos humanos e a seletividade limitada dos ligantes de AR-ou, fazendo com que estudos

esclarecedores demandem uma grande quantidade de amostras bioldgicas humanas para que os efeitos de

multiplos ligantes possam ser testados. No entanto, pelo menos a expressdo de RNAm codificando os trés
subtipos (AR-ou1a, AR-au1b, AR-a114) ja foi demonstrada em vérias artérias humanas e de forma semelhante ao

observado em modelos animais, RNAm codificando o subtipo AR-oua € 0 mais abundante (Rudner et al., 1999).

2 Knouckots- modelo animal geneticamente modificado por inativagéo génica.
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Com base nas informagdes acima, & despeito de que os trés subtipos AR-a1a, AR-auig € AR-aup estarem
potencialmente envolvidos no controle da pressao arterial, 0 subtipo AR-aua parece ser 0 mais importante dado
seu papel no controle do tdnus da musculatura lisa de vasos de pequeno calibre.

Mudangas na expressdo de ARs no sistema cardiovascular podem ter papel na fisiopatologia da
hipertensdo arterial uma vez que, a reatividade dos ARs-o estd aumentada na artéria mesentérica de ratos
hipertensos DOCA-Salf* (Perry e Webb, 1988), no entanto, em modelo experimental de hipertenséo induzido por
L-NAME hé supraregulag@o de ARs-a (Kanagy, 1997). Entretanto, Pérez-Rivera et al., (2013) utilizando artéria
mesentérica de animais DOCA-Salt, na presenca dos antagonistas prazosin (antagonista nao-seletivo ARs-au),
rauwolscina (antagonista ndo-seletivo ARs-az) e ioimbina (antagonista nao-seletivo ARs-ai2) demonstraram que
as contragdes induzidas pela noradrenalina foram inibidas apenas na presenga de prazosin, sugerindo que a
noradrenalina ativa uma populacdo unica de ARs-ou. Estudo utilizando artérias de pacientes hipertensos e de
ratos espontaneamente hipertenso (SHR) evidencia que a contragdo mediada pelos vasoconstritores serotonina,
endotelina e noradrenalina foram aumentadas durante a hipertens@o e esta resposta pressérica pode estar
associada a up-regulacéo de receptores de serotonina (5-HT2a), endotelina (ETae ETg) € ARs-a (Li et al., 2007).

Interessantemente, tem sido proposto que a atividade constitutiva dos ARs-ouip € aumentada em artérias
de condutancia e de resisténcia num modelo animal de hipertenséo espontanea, sugerindo que este subtipo pode
ter um papel na manutenc¢&o da patologia (Gisbert et al., 2002).

Sun et al., (2013) demonstraram que o tratamento cronico de ratos espontaneamente hipertensos com o
anti-hipertensivo formononetina diminue a poténcia vasoconstritora da fenilefrina (agonista néo seletivo ARs-a.1) e
a expressdo do transcrito de ARs-aua, € propuseram como explicagdo para esse achado a infraregulagdo dos
ARs-ai1; mais ainda, a regulacdo da expressdo desses receptores pela formononetina parece depender da

inibicdo da liberagdo de Ca2* dos seus estoques intracelulares (Sun et al., 2011).

® Doca-Salt: ¢ um modelo experimental de hipertensao induzida pela administragdo de um mineralocorticoide sintético (DOCA-
deoxycorticosterone acetate) com cloreto de sédio na dieta seguida por uma uninefrectomia (lyer et al., 2010)
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Diversos modelos experimentais de PE em animais tém sido propostos na tentativa de simular esta
condicdo gravidica que acomete humanos. A maior parte desses modelos tem se baseado nas hipotéticas causas
da PE resultando em modelos experimentais que incluem: disfun¢do da éxido nitrico sintase (Huang et al., 1993,
1995; Ramesa et al., 2010), alteragdo no sistema renina-angiotensina (Zhou et al., 2008; Jin et al., 2013),
angiogénese prejudicada (Maynard et al., 2003; Szalai et al., 2014, 2015), resposta imune materna exarcebada
(Qian et al., 2015; Song e Zhong, 2015) e hipoxia placentaria (Alexander, 2003; Perez-Sepulveda et al., 2015).
Dentre estes, € sabido que a hipoxia placentaria inicia uma sequéncia de eventos que culminam em disfuncdo
vascular e consequente aumento de PA, caracteristicas amplamente aceitas na patogénese da PE (Gilbert et al.,
2009; Spradley et al., 2016). Diante disto, Crews et al., (2000) desenvolveram o modelo experimental de reducéo
da pressdo de perfuséo intrauterina em ratas (reduced uterine perfusion pressure, RUPP) que simula uma
variedade de caracteristicas fisiopatoldgicas da PE, incluindo: hipertensdo arterial, proteindria, aumento da
resisténcia vascular, prejuizo na funcdo e fluxo renal, aumento de auto-anticorpo AT+, aumento de s-FLT1
(antagonista de receptores VEGF) no plasma e na placenta, aumento de citocinas inflamatorias no soro, além de
diminui¢do no numero, tamanho e peso dos filhotes (para revisao ver Li et al., 2012).

Existe apenas uma escassa literatura sobre o envolvimento dos ARs-oi1 na PE e 0s poucos resultados
apresentados sugerem aumento de expressdo dos ARs-oai, como indicado pelo estudo utilizando vasos de
condutancia em que demonstram um aumento de expressao dos transcritos dos ARs-at1a, ARs-au1p € ARs-au1g Na
primeira e segunda semana de gestacdo de ratas hipertensas (Bracho-Valdés et al., 2009). No entanto, a
caracterizacdo farmacologica e bioquimica apresentada neste estudo € incompleta, permanecendo ainda

desconhecidos quais subtipos de ARs-a1 participam da manutengéo dessa afecgao gravidica.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo da presente dissertacdo foi estabelecer no laboratorio o modelo experimental de pré-eclampsia

em ratas e identificar os subtipos de ARs-au1 envolvidos na contragé@o da aorta abdominal dessas ratas.

Objetivos Especificos

e Caracterizar farmacologicamente os subtipos funcionais de ARs-ai1 envolvidos na contragdo in vitro da
artéria aorta abdominal de ratas nao prenhes e comparar com aqueles envolvidos na contragéo de artérias
de ratos machos.

e Caracterizar farmacologicamente os subtipos de ARs-o1 envolvidos na contragdo in vitro da aorta
abdominal de ratas prenhes.

e Caracterizar farmacologicamente subtipos de ARs-ai1 envolvidos na contragdo in vitro da artéria aorta

abdominal de ratas com pré-eclampsia.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Ratas Wistar com idade de 90-120 dias foram pareadas por idade em quatro grupos experimentais
denominados:
e CONTROLE: ratas nédo prenhes, ndo submetidas a procedimento cirurgico.
e NPPC: ratas ndo prenhes, submetidas a cirurgia de reducao da presséo de perfuséo uterina (ver abaixo).
e RUPP: ratas prenhes submetidas a cirurgia de reducao da presséo de perfuséo uterina (ver abaixo).
e SHAM: ratas prenhes submetidas ao procedimento cirurgico, porém sem sofrem a redugao da pressao de
perfusdo uterina.

Para comparacao, foram também utilizados ratos Wistar com idade de 90-120 dias para a caracterizagao
farmacolégica dos subtipos de ARs-ou envolvidos na contragdo da artéria aorta abdominal. Os ratos que
compdem os grupos experimentais foram obtidos do Biotério Central da UNESP/Botucatu e mantidos no Biotério
do Departamento de Farmacologia sob condigdes controladas (temperatura 25 + 2°C, ciclo claro/escuro 12/12h)
com livre acesso a ragdo e agua. Os procedimentos experimentais foram aprovados no comité de ética local para

0 uso de animais de experimentagdo da UNESP — Campus de Botucatu (Protocolo 674).

Acompanhamento do ciclo reprodutivo das ratas e acasalamento

A partir do 90° dia de idade foi acompanhado o ciclo estral das ratas através da obtengao de esfregacgos
vaginais. Para isso, um bastonete de algod@o emergido em solugéo salina 0,9% foi inserido no canal vaginal para
coleta da secregao vaginal, 0 qual a seguir foi analisado em microscopico 6ptico com objetiva de aumento de 10x
para observagdo da proporcao dos tipos celulares existentes e 40x para identificacdo dos tipos celulares. A partir
das caracteristicas celulares encontradas, as ratas que encontravam-se em proestro ou final de estro foram

selecionadas para acasalamento (Young et al., 1941; Schwartz, 1964). No dia seguinte ao acasalamento, outro
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esfregaco vaginal foi coletado e considerada como prenhes em seu primeiro dia da gesta¢do aquelas ratas das

quais os respectivos esfregagos continham espermatozoides e células caracteristicas da fase estral (Figura 6).

,‘;7

Figura 6: Fotografia do esfregaco vaginal de rata que contém células na
fase estral e espermatozoides (setas).

Cirurgia de Redugao da Pressao de Perfusao Uterina (RUPP)

O procedimento experimental para reducdo da pressdo de perfusdo uterina foi realizado de acordo com
Alexander et al., (2001). No 14°dia de gestagdo, as ratas foram anestesiadas com isoflurano 2% e apds
laparotomia, um clipe de prata com 0.203 mm de didmetro foi inserido na regido inferior da aorta abdominal acima
da bifurcacdo iliaca (Figura 7). Para evitar aumento do fluxo sanguineo para o Utero através das artérias
ovarianas, um clipe de prata com 0.100 mm de didmetro foi colocado no ramo direito e outro no ramo esquerdo
da artéria ovariana conforme ilustrado na Figura 8. Em todos os procedimentos, os clipes de prata foram

esterilizados em autoclave a 121°C durante 20 min.
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Figura 7: llustragéo da regido abdominal demonstrando os rins, veia cava abdominal,
artéria aorta abdominal (regido inferior) e bifurcagéo iliaca.
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Figura 8: Sequéncia fotografica das etapas do procedimento cirirgico de redugdo da pressdo de perfusdo uterina (RUPP). O modelo consiste em laparotomia no 14° dia de gestagao (1)
seguida pelo isolamento dos cornos uterinos (2); Em 3 é demonstrado a retirada da gordura em torno das artérias uterinas seguido pelo isolamento (4) e clipagem da artéria ovariana (5);
Em 6 é demonstrada a retirada da gordura em torno da artéria aorta abdominal, seguida pelo isolamento (7) e clipagem (8) da artéria aorta abdominal. Em 9 e 10 sdo demonstradas as
suturas interna e externa, respectivamente.
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As ratas cujas “clipagens” das artérias resultaram em reabsorgéo total dos fetos foram excluidas. No

grupo SHAM, as ratas no 14° dia de gestacdo, apds anestesia, incisura e isolamento das artérias ovarianas e
aorta abdominal, tiveram sua cavidade abdominal fechada. No grupo NPPC, as ratas que sofreram o
procedimento de cirlrgico de redugdo de perfusdo uterina, permaneciam com os clips de prata durante 5 dias.
Em todos os animais submetidos ao procedimento cirurgico receberam 100 mg/kg de cetoprofeno via

intraperitoneal.

Avaliagéo da presséo arterial média

No 18° dia gestacional, as ratas foram anestesiadas com isoflurano 2% e um cateter de polietileno (P10
conectado a uma P50) foi inserido na artéria carotida esquerda. Em seguida, o cateter foi exteriorizado pelo dorso
das ratas e ao final do procedimento cirurgico foi administrado 100 mg/Kg de cetoprofeno via intraperitoneal. No
19° dia gestacional, o cateter foi conectado a um transdutor de pressdo modelo TSD 104A (Biopac Systens Inc.
CA, USA) conectado a um sistema de aquisicdo de dados modelo MP150CE (Biopac Systems Inc. CA, USA)

para monitoramento da pressao arterial. Este procedimento foi realizado em todos grupos experimentais.

Estudos de Contragdo da Aorta Abdominal in vitro

Ratos machos e fémeas dos diferentes grupos experimentais foram mortos por decapitagdo em guilhotina.
Em seguida, a aorta abdominal (regido inferior; Figura 7) foi removida, limpa e uma haste de metal foi inserida na
luz do vaso para a remogao do endotélio. Logo ap6s, foi cortada em anéis com aproximadamente 2-4mm de
comprimento para a realizagao de registro digital de tenséo isométrica.

Os tecidos isolados foram mantidos em cubas de vidros de 10 ml contendo de solugdo nutritiva Krebs-
Henseleit, com a seguinte composi¢do (mM): NaCl, 118; KCL, 4.7; KH2POs, 1.2; MgS04.7H20, 1.2; CaCl,.2H,0,

2.5; glicose, 11.7; pH 7.4). Todos os tecidos foram mantidos a 37°C e a solugdo foi aerada com mistura
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carbogénica contendo 95% O e 5% CO.. A aorta abdominal foi distendida a uma tenséo de 14.7 mN e deixadas
estabilizar por 60 minutos, com trocas periodicas de solugao nutritiva a cada 15 minutos e reajuste de tensao para
14.7 mN. Em seguida, 02 “choques” com fenilefrina (10 uM) com intervalo de 60 minutos foram realizados para
determinar a viabilidade do tecido.

Apobs os choques com fenilefrina (10 uM), uma curva concentragé@o-resposta com agonista (noradrenalina
ou A-61603) foi construida pela adigdo cumulativa da droga ao banho e foi considerada como curva “controle”.

Todas as curvas concentragdo-resposta ao agonista (noradrenalina ou A-61603) foram realizadas na
presenca de coquetel contendo cocaina (3uM), corticosterona (10 uM), propranolol (0.1 uM) e ioimbina (0,1uM)
para o bloqueio dos processos de captagdo neuronal, extraneuronal, 31 e B2-ARs e a2.ARs, respectivamente. A
tensdo maxima desenvolvida (Emax, em porcetangem ao segundo choque de fenilefrina) e a poténcia dos
agonistas (pD2, 0 —logECso) foram determinados por analise de regresséo néo linear, através do software

GraphPad PRISM (Verséo 6.00, Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).

Avaliagéo da afinidade dos antagonistas competitivos

Apos estabilizagdo dos tecidos, uma curva concentracdo-resposta ao agonista (noradrenalina ou A-61603)
foi obtida na auséncia de antagonistas e selecionada como curva controle. Apds repetidas trocas de solugao para
lavagem do tecido, o antagonista competitivo de AR-ai prazosin (seletivo-a; 1 a 10 nM), RS 100329 (seletivo-
oua; 1a 30 nM), L 765,314 (seletivo-aig; 0.01 a 1 uM), BMY 7378 (seletivo-ouip; 1 a 10 nM) foi incubado por 45
minutos € uma nova curva concentragao-resposta ao agonista foi obtida, ainda na presenga do antagonista. Ao
final deste processo, um choque com 10 uM de carbacol (agonista muscarinico) foi realizado para verificar o
processo de remogdo do endotélio. Os deslocamentos paralelos a direita causados pelas diferentes
concentragdes do antagonista foram quantificados como concentration-ratio (CR, razdo da concentragdo
equiefetiva a 50% na presenca e na auséncia do antagonista) e representados em gréficos de Schild com o Log

(CR-1) no eixo da ordenada e as concentragbes do antagonista no eixo da abscissa (Arunlaskshana e Schild,
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1959). Os dados foram analisados por regresséo linear e o valor médio da inclinagdo com intervalo de 95% de
confianga foram determinados. Caso a inclinagéo da reta ndo tenha diferido da unidade tedrica, o intercepto no
eixo da abcissa foi assumido como estimativa da constante de dissociagdo em equilibrio (pKg) do antagonista
pelo receptor. Nos casos onde a inclinagédo da regressédo de Schild diferiu estatisticamente da unidade, as
estimativas da poténcia do antagonista (pAz) foram calculadas a partir do efeito da menor concentragéo efetiva do

antagonista com a férmula: pA2=Log (CR-1) — Log[B], onde [B] é a concentra¢do molar do antagonista.

Desenho experimental
Para facilitar o entendimento sobre a ordem cronolégica dos procedimentos realizados no grupos

experimentais SHAM e RUPP, é demonstrado a seguir o desenho experimental do presente trabalho (Figura 9).

19° dia de gestacao
Estudos de contracao da aorta abdominal in vitro

Computador de Transdutor de
aquisicao de dados forca

E@ e <:
= "' de agua
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Procedimento cirlirgico

Circulaga

i
i
i
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1° dia de gestacao

18° dia de gestacao
Avaliacao da pressao arterial média

Figura 9: Representagdo esquematica da cronologia das metodologias aplicadas nos grupos:
SHAM e RUPP. O estudo ¢ iniciado com o acasalamento seguido pela confirmagédo da prenhez. A
seguir, no 14° dia de gestagao foi realizado ou néo o procedimento cirirgico de reducéo da presséo
de perfusdo uterina, conforme descrito por Li et al., 2012. No 18° dia de gestacdo foi avaliada a
pressao artérial média, seguida dos estudos de contragéo in vitro.
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Drogas e Reagentes
Prazosin (Prazosin hydrochloride), propranolol ((x)-propranolol hydrochloride), loimbina (Yoimbine), BMY
7378; RS 100329, Tocris Bioscience (Bristol, UK); Corticosterone, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA);
Noradrenalina ((L)-(-)-Norepinephrine bitartrate salt monohydrate), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); Cocaina
(cocainum hydrochloricum puriss); L 765,314 hydrate, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); A-61603

hydrobromide, Tocris Bioscience (Bristol, UK).

ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos valores de pressdo sanguinea foram feitas anélises de variancia (ANOVA) seguida de
Newman-Keuls para comparagdes multiplas.

Os valores de poténcia do agonista (pD2), antagonista (pKu/pAz) e tensao maxima seréo expressos como
média + erro padrdo da média (epm) e a inclinagdo da regresséo de Schild como média com intervalo de
confianga 95% (1C95).

Todos os dados obtidos foram analisados pelo programa GraphPad PRISM (Verséo 6.00, Graph Pad
Software, San Diego, CA, USA). Os valores apresentados como média + erro padrdo da média de n
experimentos, as diferencgas entre os valores médios foram analisados através do teste t-Student ndo pareado, ou
ANOVA seguido de Newman-Keuls para comparages multiplas. Diferengas significativas serdo consideradas

quando o valor de p < 0.05.
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RESULTADOS

Padronizagao do Modelo Experimental de Pré-Eclampsia em Ratas.

Hipertenséo arterial induzida pela Redugdo da Presséo de Perfusdo Uterina (RUPP)

O modelo de isquemia placentaria provocada pela redugdo cronica da pressdo de perfuséo uterina
(RUPP) proporciona o aumento da pressao arterial em ratas prenhes submetidas a cirurgia. A pressao arterial
média (PAM) de ratas CONTROLE (n&o prenhes) foi 110+1.4 mmHg (n=18), enquanto a PAM de ratas SHAM
(prenhes néo submetidas ao procedimento cirdrgico) foi 96£2 mmHg (n=21) e a das submetidas ao RUPP foi
1201 mmHg (n=20). Portanto, a prenhez reduz a PAM (p<0.05) e a RUPP eleva a PAM (p<0.05). De forma
interessante, a reducdo da pressao de perfusdo uterina em animais ndo prenhes (NPPC) néo alterou a PAM
(108+3 mmHg, n=20). A figura 10 mostra um gréfico de dispersao (scatter dot plot) com o nimero de fetos viaveis
(A) e o numero de fetos reabsorvidos (B) nos grupos SHAM e RUPP. Esses resultados mostram que no grupo
experimental RUPP ocorreu um aumento de reabsorcao fetal e consequentemente uma diminui¢do da quantidade
de fetos viaveis em comparagdo com o grupo SHAM. Em conjunto estes dados demonstram que houve

efetividade do procedimento cirurgico.
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Figura 10: Grafico de dispersdo do numero de fetos vidveis (A) e numero de fetos reabsorvidos
(B) nos grupos experimentais SHAM (n=12) e RUPP (n=11). As barras horizontais representam a
média + epm. Os grupos foram comparados utilizando o Teste t-Student ndo pareado.

Estudos de contragéo in vitro

Para padronizar a metodologia de contragao in vitro utilizada na presente dissertagdo, foram
construidas curvas concentragdo-resposta para noradrenalina na aorta abdominal de ratas fémeas CONTROLE
na auséncia e presenga do coquetel de inibidores da captagéo neuronal e extraneuronal /antagonistas o. e f3-
adrenoceptores. Na auséncia de coquetel, a noradrenalina apresentou pD2 = 7.420.1 com Emax =104.7£2.9 em
relacéo ao segundo choque de fenilefrina 10 uM, enquanto que, o pD2 na presenca do coquetel foi 6.8+0.1 com
Emax =164.4+5.1 em relacdo ao segundo choque de fenilefrina 10 uM (Figura 11). Assim, a incubagdo do
coquetel reduziu em aproximadamente 3 vezes a poténcia da noradrenalina, mas aumentou consideravelmente

seu efeito méximo (p<0.05).
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Figura 11: Curvas concentragdo-resposta a noradrenalina em aorta abdominal
de ratas controle, na auséncia (o) e presenca (m) do coquetel (cocaina 3uM,
corticosterona 10uM, propranolol 0.1uM e icimbina 0.1uM). Simbolos e barras
representam o erro + epm de 4 ratas/grupo.

A noradrenalina contraiu de maneira sustentada e concentragdo-dependente os segmentos da aorta
abdominal de todos os grupos experimentais (Figura 12). As poténcias (pD2) e contragdes méaximas (Emax) ndo

diferiram entre os grupos experimentais (Figura 13, Tabela 1).
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Figura 12: Registros representativos das curvas concentragdo-resposta cumulativas a noradrenalina na aorta abdominal dos animais dos grupos experimentais
machos (A) e fémeas: CONTROLE (B) NPPC (C), RUPP (D), SHAM (E).
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Figura 13: Curvas concentracdo-resposta a noradrenalina nas aortas
abdominais dos grupos experimentais;: CONTROLE (e); NPPC (¢); SHAM(m);
RUPP (A ). Simbolos representam a média + epm de 4-7 ratas/grupo.

Tabela 1: Contragdo maxima (Emax, em % ao segundo choque com fenilefrina 10 uM), poténcia (pD2) da
noradrenalina na indugao de contragao da aorta abdominal de ratas dos diferentes grupos.

Controle NPPC SHAM RUPP

(n=4) (n=5) (n=7) (n=7)
Emax (%) 1614 +5.2 171 +4.7 148.2 +6.8 159.6 +4.5
pD2 6.8 +0.07 7.0+0.06 6.9 +0.1 7.1+£0.06

Dados representam média + epm de 4-7 ratas por grupo.
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Caracterizagao farmacoldgica dos subtipos de ARs-ou funcionais em aorta abdominal de ratos machos e
fémeas.

Em raz&o da escassa literatura sobre os ARs-ai1 envolvidos na contragéo da aorta abdominal de ratas e
com proposito de prospeccdo de possiveis diferengas sexuais na distribuicdo dos ARs-au, a presente
dissertacao também caracterizou os receptores envolvidos na contracao da artéria de machos.

Para investigar os subtipos de ARs-a1 envolvidos na contragéo da aorta abdominal de machos e fémeas,
foram empregados os agonistas noradrenalina, A-61603 (agonista seletivo ARs-au1a) € 0s antagonistas prazosin
(antagonista nao-seletivo ARs-au), RS 100329 (antagonista seletivo ARs-au1a), L 765,314 (antagonista seletivo
ARs-auig), BMY 7378 (antagonista seletivo ARs-auip).

A noradrenalina produziu contragdes concentragao-dependentes nas aortas abdominais de machos e
fémeas com valor de pD2: 6.97+0.20 (n=16) e 7.18+0.15 (n=19), respectivamente. O prazosin antagonizou de
maneira competitiva as contragdes induzidas pela noradrenalina, uma vez que os deslocamentos a direita nas
curvas concentragao-resposta foram proporcionais aos incrementos de concentragao de prazosin, resultando em
valores de pKg para o prazosin consistentes com o envolvimento de ARs-a1, mas sem a participagdo de ARs-ar

(Figura 14; Tabela 2).
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Figura 14: Curvas concentracéo-resposta a noradrenalina em aorta abdominal de ratos machos (A) e fémeas (B) na auséncia e
presenga do antagonista competitivo ndo seletivo do ARs-au1 Prazosin. Em C é mostrado o gréfico de Schild do antagonismo
das contragdes induzidas pela noradrenalina em aorta abdominal de ratos machos (e) e fémeas (A). Simbolos representam a
média + epm de 4 ratos(as)/grupo.
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Tabela 2: Estimativas de afinidades (pKs) do antagonista Prazosin contra as contragdes induzidas pela
noradrenalina em aorta abdominal de ratos machos e fémeas. Valores de pKg sdo expressos com média £ epm
e inclinagdes do grafico de Schild como média e intervalo de confianca de 95% (IC).

Antagonista Noradrenalina
Machos (n=4) Fémeas (n=4)
pKs Slope 95% (IC) PKs Slope 95% (IC)
Prazosin 9.48+0.05 1.1£0.13 9.22+0.07 0.76x0.17
(0.83-1.4) (0.38-1.1)

O BMY 7378 apresentou alta afinidade na inibicdo das contragdes induzidas pela noradrenalina tanto em

aortas de machos quanto de fémeas (Figura 15, Tabela 3), indicando que a noradrenalina nas condi¢bes

empregadas ativou ARs-au1p.
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Figura 15: Curvas concentragdo-resposta a noradrenalina na aorta abdominal de ratos machos (A) e fémeas (B) obtidas na
auséncia e presenca do antagonista competitivo seletivo dos ARs-aip BMY 7378. Em C é mostrado o gréafico de Schild do
antagonismo das contragdes induzidas pela noradrenalina em aorta abdominal de machos (e) e fémeas (A ). Simbolos
representam a média + epm de 4-5 ratos (as)/grupo.
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Tabela 3: Estimativas de afinidades (pKs) do antagonista BMY 7378 contra as contragdes induzidas pela
noradrenalina em aorta abdominal de ratos machos e fémeas. Valores de pKg sdo expressos com média £ epm e
inclinagdes do grafico de Schild como média e intervalo de confianga de 95% (IC).

Antagonista Noradrenalina
Machos (n=4) Fémeas (n=5)
pKs Slope 95% PKs Slope 95%
(IC) (IC)
BMY 7378 8.25+0.07 0.77+0.12 8.22+0.07 0.83+0.15
(0.51-1.10) (0.50-1.16)

Por outro lado, o antagonista seletivo de ARs-aiia RS 100329 também antagonizou as contragdes
induzidas pela noradrenalina através da reducdo da contragdo maxima (antagonismo intransponivel) em aortas
abdominais de machos (n=4) e fémeas (n=7) (Figura 16; Tabela 4). Tal comportamento indica que ha
participacdo de ARs-au1a nas contragdes induzidas pela noradrenalina na aorta abdominal de machos e fémeas.

Para investigar a participacdo dos ARs-aug, foi determinado o efeito do antagonista seletivo de ARs-aug,
o L 765,314 contra as contragdes induzidas pela noradrenalina em aortas abdominais de machos e fémeas. Na
aorta abdominal do macho (n=4), o L 765,314 n&o antagonizou as contragcbes mediadas pela noradrenalina;
entretanto, em artérias de fémeas (n=3) o L 765,314 foi capaz de antagonizar as contragdes induzidas pela
noradrenalina apenas quando testado na concentracdo de 1 pM estimando uma baixa poténcia (pAz) de
6.331£0.3 (Figura 16). Tais resultados indicam que ARs-aig ndo participam das contragdes induzidas pela

noradrenalina em aortas abdominais de machos ou fémeas.
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Figura 16: Curvas concentragao-resposta a noradrenalina na aorta abdominal de ratos machos (A,D) e fémeas (B,E) obtidas na auséncia e
presenga dos antagonistas RS 100329 (A,B) e L 765,314 (D,E). Em C s&o mostradas as contragdes maximas (Emax) da noradrenalina na
auséncia (0 nM) e presencga do antagonista seletivo ARs-oiia RS 100329 (1nM; 3 nM; 10 nM; 30 nM). Simbolos representam a média + epm
de 3-7 ratos (as)/grupo.

Tabela 4: Resposta maxima a noradrenalina (NA), na presenga de concentragdes crescentes do RS 100329
(antagonista de ARs-au1a) dos grupos experimentais machos e fémeas.

Enaxa NA
RS100239 (nM)
0 1 3 10 30
MACHOS 178171  1614+53  1230+72 108648  54.94+84°
FEMEAS 1395424  1155+29°  9634+22°  1065+44*  83.83+4.1*

Os valores séo expressos como média + epm. * estatisticamente diferente de seu respectivo controle.

Para checar adicionalmente a presenga de ARs-oua na aorta abdominal de machos e fémeas, foi
utilizado o A-61603, um agonista seletivo ARs-auia. O A-61603 foi aproximadamente seis vezes mais potente em
aortas abdominais de fémeas (7.8+£0.08) do que de machos (7.05+0.04). No entanto, ambos valores sé@o
consistentes com o envolvimento dos ARs-ou1a. Além disso, é notavel que a contragdo méxima produzida pelo A-
61603 foi maior em artérias de fémeas do que de machos (Emaxfemea= 172.526.0; Emax macho= 134.8+4.2, p<0.05;

Figura 17). Adicionalmente, foram utilizados o antagonista seletivo ARs-ai1a RS 100329 (10nM) e antagonista
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seletivo ARs-oiip BMY 7378 (10nM) contra as contragdes mediadas pelo agonista A-61603. As contragdes
induzidas pelo A-61603 foram antagonizadas com alta poténcia pelo antagonista RS 100329 (pA2 machos=
9.9+0.08 / n=3; pA2 temeas= 9.4840.04 / n=3) e, supreendentemente, ndo houve perda de resposta maxima,
corroborando o envolvimento dos ARs-auia. Entretanto, o0 BMY 7378 n&o antagonizou as contragdes mediadas

pelo A-61603 em nenhum grupo experimental (Figura 18).
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Figura 17: Curvas concentragdo-resposta ao A-61603 nos grupos
experimentais machos (o) e fémeas (A ). Simbolos representam a
média + epm de 3 ratos/grupo.
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Figura 18: Curvas concentragdo-resposta ao A-61603 na aorta abdominal de ratos machos (A) e fémeas (B) obtidas
na auséncia (e) e presenga dos antagonistas 10 nM BMY 7378 () e 10 nM RS 100329 (A). Simbolos representam
amédia £ epm de 3 ratos (as)/grupo.
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Os comportamentos mostrados pelos agonistas e antagonistas seletivos investigados apontam
que na aorta abdominal de ratos machos e fémeas coexiste uma populagdo heterogénea de ARs-au1a € ARs-auip,

mas que ndo ha ARs-au1g funcionais nestas artérias.
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Investigagao dos subtipos de ARs-a funcionais na artéria aorta abdominal de ratas nao prenhes (NPPC)

e prenhes submetidas a cirurgia de redugao da pressao de perfusao uterina (RUPP) e ratas prenhes sem
sofrerem a redugao da pressao de perfusao uterina (SHAM).

A identidade dos subtipos de ARs-au envolvidos na contragdo da aorta abdominal de ratas prenhes
(RUPP) e nao prenhes (NPPC) que foram submetidas a cirurgia de redugao da pressdo de perfuséo uterina e
ratas prenhes que ndo foram submetidas a reducdo da pressdo de perfusdo uterina (SHAM) foi investigada
através da utilizacdo dos antagonistas prazosin (antagonista ndo-seletivo ARs-a1), RS 100329 (antagonista
seletivo ARs-au1a), L 765,314 (antagonista seletivo ARs-aug), BMY 7378 (antagonista seletivo ARs-aup).

O prazosin deslocou a direita com alta afinidade as curvas concentragéo-resposta de noradrenalina em
aortas abdominais de NPPC, SHAM e RUPP (pKs = 9.2) e os deslocamentos foram proporcionais aos
incrementos de concentragdo do antagonista, resultando em uma inclinagao da reta no grafico de Schild que néo
diferiu da unidade teérica (Figura 19; Tabela 5). Tais resultados indicam que nas condi¢des empregadas, a

noradrenalina ativou os ARs-a1 para contrair as aortas abdominais dessas ratas, sem envolvimento de ARs-ow.
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Figura 19: Curvas concentragdo-resposta & noradrenalina na aorta abdominal de ratas: NPPC (A), SHAM (B), RUPP (C) obtidas na
auséncia e presenca do antagonista ndo seletivo ARs-our Prazosin. A direita (D) esta representado o grafico de Schild do antagonismo
das contragdes induzidas pela noradrenalina em aorta abdominal de ratas NPPC(e), SHAM (m), RUPP (A ). Simbolos representam a
média £ epm de 5-7 ratas/grupo.

Tabela 5: Estimativas de afinidades (pKg) do antagonista Prazosin contra as contragdes induzidas pela
noradrenalina em aorta abdominal de ratas prenhes e ndo prenhes submetidas a cirurgia de reducao da pressao
de perfuséo uterina. Valores de pKg sdo expressos com média = epm e slope de Schild como média e intervalo
de confianga de 95% (IC).

Antagonista Noradrenalina
NPPC (n=5) SHAM (n=7) RUPP (n=5)
pKs Slope pKs Slope 95% pKs Slope 95%
95% (IC) (IC) (IC)
Prazosin 9.3+0.1 0.9+0.2(0.8- 9.2+0.1 0.9+0.2 9.2+0.1  1.2£0.1

1.4) (0.5-1.3) (0.9-1.4)
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O BMY 7378 antagonizou com alta afinidade as contragbes induzidas pela noradrenalina,
indicando que h& envolvimento de ARs-au1p nas aortas abdominais de ratas NPPC, SHAM e RUPP

(Figura 20; Tabela 6).
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Figura 20: Curvas concentragdo-resposta a noradrenalina na indugéo de contragdo da aorta
abdominal de ratas fémeas: NPPC (A), SHAM (B), RUPP (C) obtidas na auséncia e presenca
do antagonista seletivo ARs-oiip BMY 7378. A direita (D) esté representado o grafico de Schild
do antagonismo das contragbes induzidas pela noradrenalina em aorta abdominal de ratas
NPPC(e), SHAM (m), RUPP (A ). Simbolos representam a média + epm de 4-7 ratas/grupo.

Tabela 6: Estimativas de afinidades (pKg) do antagonista BMY 7378 contra as contragdes induzidas
pela noradrenalina em aorta abdominal de ratas prenhes e ndo prenhes submetidas a cirurgia de
reducdo da presséo de perfusao uterina. Valores de pKg sdo expressos com média + epm e slope de
Schild como média e intervalo de confianca de 95% (IC).

Antagonista Noradrenalina
NPPC (n=6) SHAM (n=7) RUPP (n=4)
pKs Slope pKs Slope pKs Slope
95% (IC) 95% (IC) 95% (IC)

BMY 7378 8.5£0.1 0.9+0.1 8.5£0.1 0.9%0.1 8.4£0.1 0.9%0.1
(0.7-1.2) (0.6-1.1) (0.7-1.0)
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No entanto, o RS 100329 reduziu as contragdes maximas induzidas pela noradrenalina na
aorta abdominal de ratas dos grupos NPPC e RUPP, sugerindo que a noradrenalina ativou ARs-at1a,
comportamento tipico de um antagonismo complexo. E interessante notar que, este comportamento
intransponivel ndo foi observado em ratas do grupo SHAM (Figura 21; Tabela 7) e, o pA2 calculado

com a menor concentragdo do antagonista foi de 8.4+0.1, valor ndo consistente com a ativacao de

AR-oua.
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Figura 21: Curvas concentragdo-resposta a noradrenalina na aorta abdominal de ratas fémeas:
NPPC (A), SHAM (B), RUPP (C) obtidas na auséncia e presenga do antagonista seletivo ARs-au1a
RS 100329. Em D s&o mostradas as contragdes maximas (Emax) da noradrenalina na auséncia (0 nM)
e presenca do antagonista seletivo ARs-oua RS 100329 (1nM; 3 nM; 10 nM; 30 nM). Simbolos
representam a média + epm de 3-4 ratas/grupo.
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Tabela 7: Resposta maxima a noradrenalina (NA), na presenga de concentragdes crescentes do RS
100329 (antagonista de ARs-aua).

Erax @ NA
RS100239 (nM)
0 1 3 10 30
NPPC 1925+6.7 1458 +6.7* 1239+72° 1208+7.1* 119642
SHAM 1755+6.7 1629476 160586  1506+95  142.9+72
RUPP 167.8£84 1433164 1357+44* 849+54*  T725+56°

Os valores sdo expressos como média + epm. * estatisticamente diferente de seu respectivo controle.

Para checar adicionalmente a existéncia de ARs-aua funcionais na aorta abdominal de ratas
NPPC, SHAM e RUPP, foi utilizado o agonista seletivo de ARs-au1a, 0 A-61603. N&o houve diferenga
de poténcias para 0 A-61603 uma vez que os valores de pD- foram 7.09 + 0.05 (NPPC), 7.03 £ 0.03
(SHAM) e 7.1 £ 0.08 (RUPP). No entanto, houve notavel diferenca de resposta maxima entre os
grupos experimentais NPPC, SHAM e RUPP (Emax nprc = 202+4.4, Emax siam= 157+2.2, Emaxrupp=
106+2.4, p<0.05) (Figura 22). Além disso, foram investigados os efeitos do RS 100329 (antagonista
seletivo ARs-aia) € BMY 7378 (antagonista seletivo ARs-aup) nas contragdes induzidas pelo A-
61603. Interessantemente, 0 RS 100329 antagonizou com poténcia subnanomolar (valores de pA2
NPPC= 9.7£0.1; SHAM= 9.3+0.1) as contragdes induzidas pelo A-61603 sem afetar sua resposta
méxima, suportando o envolvimento dos ARs-aia. Inesperadamente, no grupo RUPP os
antagonistas BMY 7378 e RS 100329 antagonizaram as contragbes induzidas pelo A-61603
mostrando comportamento intransponivel, através da redugéo de resposta méaxima (n=3; p < 0.05),
comportamento semelhante foi obtido no grupo NPPC na presenga do BMY 7378 (n=3; p < 0.05)

(Figura 23).
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Figura 22: Curvas concentracdo-resposta ao A-61603 na indugéo de
contragdo da aorta abdominal de ratas NPPC(e), SHAM (m), RUPP
(A ). Simbolos representam a média + epm de 4-3 ratas/grupo.
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Figura 23: Curvas concentragdo-resposta ao A-61603 na indugcdo de contragdo da aorta abdominal de ratas NPPC
(A), SHAM (B) e RUPP (C) obtidas na auséncia (e) e presenca dos antagonistas BMY 7378 (H) e RS 100329 (A).
Simbolos representam a média + epm de 4-3 ratas/grupo.

Para verificar a participagdo dos ARs-aiig nas contragfes induzidas pela noradrenalina, foi
utilizado o L 765,314. O antagonista seletivo ARs-ag L 765,314 antagonizou de maneira
concentragdo-dependente as contragdes induzidas pela noradrenalina, entretanto, ndo foram

linearmente relacionadas, ou seja, com o0 aumento de 10 vezes na concentragdo de L 765,314 ndo
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resultou em reducdo de 10 vezes a poténcia da noradrenalina; tal falta de proporcionalidade é
caracterizada pela inclinagdo da reta de regresséo no grafico de Schild menor que a unidade tedrica
prevista para o antagonismo competitivo simples. Porém, o pA; calculado a partir dos deslocamentos
a direita produzidos por altas concentragdes de L 765,314 (maiores que 0.1 yM) em todos os grupos
experimentais (pA2 = 7.5) indica que ARs-ous ndo participam das contragbes induzidas pela

noradrenalina (Figura 24; Tabela 8).
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Figura 24: Curvas concentrag&o-resposta a noradrenalina na indug&o de contragéo da aorta abdominal de ratas
fémeas: NPPC (A), SHAM (B), RUPP (C) obtidas na auséncia e presenca do antagonista seletivo ARs-aus L
765,314. A direita (D) estd representado o grafico de Schild do antagonismo das contragbes induzidas pela
noradrenalina em aorta abdominal de ratas NPPC(e), SHAM (m), RUPP (A ). S Simbolos representam a média +
epm de 3-4 ratas/grupo.
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Tabela 8: Estimativas de poténcias (pA2) do antagonista L 765,314 contra as contra¢des induzidas
pela noradrenalina em aorta abdominal de ratas prenhes e ndo prenhes submetidas a cirurgia de
redugdo da presséo de perfusao uterina. Valores de pA2 sdo expressos com média £ epm e slope de
Schild como média e intervalo de confianca de 95% (IC).

Antagonista Noradrenalina
NPPC (n=4) SHAM (n=4) RUPP (n=3)
pA2 Slope pA2 Slope 95% pA2 Slope 95%
95% (IC) (IC) (IC)
L 765,314 7.5+0.1 040,06 7.5£0.1 0,301 7.5£0.1 0,4+£0,1
(0,3-0,6) (0,1-0,5) (0,1-0,7)

Assim, os comportamentos apresentados pelos agonistas e antagonistas utilizados
distinguem uma populagdo heterogénea formada pelos subtipos ARs-aiia € ARs-aip na aorta

abdominal de ratas NPPC, SHAM e RUPP, sem evidéncias da participagdo dos ARs-ou1g.
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DISCUSSAO

A presente dissertacdo teve como objetivo caracterizar através do uso de ferramentas
farmacoldgicas seletivas os subtipos de ARs-ai1 envolvidos na contragdo in vitro da artéria aorta
abdominal de ratas submetidas a um modelo experimental de pré-eclampsia pela redugéo da
pressdo de perfusao uterina.

A reducgéo da pressao de perfusdo uterina (RUPP) em ratas prenhas tem sido descrito como
um dos modelos experimentais que melhor representa o estado clinico da pré-eclampsia em
humanos por compartilhar algumas caracteristicas das adaptagdes apresentadas por mulheres com
pré-eclampsia, dentre elas especialmente a hipertensdo arterial (Roberts et al., 2012 George e
Granger; Gilbert, et al., 2007; Lamarca, et al., 2008). No trabalho original de Alexander et al., (2001)
que descreve este modelo experimental de pré-eclampsia, ratas prenhes que sofreram a cirurgia
RUPP tiveram um aumento na PAM de cerca de 20-25 mmHg em relagéo as ratas SHAM, além
disso, ndo houve diferenca significativa na PAM de ratas virgens quando comparadas as ratas
virgens clipadas (denominada em nossa dissertagdo como NPPC). De fato, foi observado no
presente estudo um aumento significativo da PAM de ratas prenhes submetidas a cirurgia RUPP em
relacdo as ratas SHAM e néo houve diferenca significativa na PAM das ratas do grupo NPPC em
relacdo ao grupo CONTROLE (ratas virgens sem procedimento cirurgico). Além disso, houve um
aumento significativo de reabsorgao fetal e, consequentemente, uma diminui¢do na quantidade de
fetos no grupo RUPP em relacdo ao grupo SHAM:; tais resultados estdo de acordo com os descritos
na literatura utilizando ratas RUPP sugerindo que a redugdo do fluxo placentario pela cirurgia de
reducdo de pressao de perfusdo intrauterina ocasiona diminui¢do na disponibilidade de oxigénio

para o feto e consequentemente aumento de reabsorcao fetal (Reho et al., 2011).
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Apos o estabelecimento do modelo RUPP em nosso laboratério, foram padronizadas as
contragdes in vitro da aorta abdominal de ratas em resposta a noradrenalina. Os resultados obtidos
em aortas abdominais de fémeas na auséncia e presenca do coquetel (cocaina 3uM, corticosterona
10uM, propranolol 0.1uM e ioimbina 0.1uM), indicam que hd ARs-ai2 e B funcionais neste tecido,
uma vez que houve perda de poténcia da noradrenalina (supostamente causada pela ioimbina) e
aumento da resposta maxima (supostamente causado pelo propranolol). De fato, é sabido que a
ativagdo de ARs-a2 em varias artérias e especialmente veias leva a contragdo do musculo liso, bem
como a ativagdo de ARs-f3 leva ao seu relaxamento (para revisao ver Guimaraes e Moura, 2001).

Uma vez padronizado o perfil de contracdo da aorta abdominal de ratas em resposta a
noradrenalina, foram caracterizados os subtipos ARs-a envolvidos nesta contragdo e, para
comparagao, essa caracterizagao também foi feita na aorta abdominal de machos.

O prazosin, antagonista ndo-seletivo ARs-o, antagonizou de maneira concentragéo-
dependente as contragdes a noradrenalina exibindo afinidades consistentes com a ativagao de ARs-
o1 em aortas de machos e fémeas (CONTROLE). Da mesma forma, o BMY 7378, antagonista
seletivo ARs-ou1p, também se comportou como um antagonista competitivo classico, isto €, deslocou
as curvas concentragdo-resposta da noradrenalina a direita sem reduzir sua contragdo maxima, e
apresentou afinidade no antagonismo destas contragbes indicando a participagédo de ARs-aup
(Goetz et al., 1995; Yamamoto e Koike, 2001; Kamikihara et al., 2005; Kiguti LRA; Tese de
Doutorado, 2014).

Diferente do comportamento apresentado pelo BMY 7378, o antagonista seletivo de ARs-
ova RS 100329 reduziu a contragdo maxima induzida pela noradrenalina em aortas abdominais de
machos e fémeas. Tal comportamento antagonista intransponivel é caracteristico de ligantes que

apresentam lentas constantes de dissociagao (Koff), como é o caso do RS 100329 (Pediani et al.,
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2000). No entanto, é notavel que o RS 100329 foi mais potente em as aortas abdominais de fémeas
do que de machos, uma vez que todas as concentragdes testadas (1 a 30 nM) diminuiram a eficacia
da noradrenalina na artéria da fémea, enquanto apenas as concentragdes 10 nM e 30 nM reduziram
a contracdo induzida pela noradrenalina na artéria do macho. Isto pode indicar que 0 ARs-aua tem
um papel mais importante na contragdo da aorta abdominal da fémea do que do macho. Nao
obstante, a participagdo de ARs-aua na contragdo da aorta abdominal de ratos néo foi observada por
Asbun-Bojalil et al., (2002), que propuseram que a baixa poténcia apresentada pelo antagonista 5-
metilurapidil (antagonista seletivo ARs-aua; pA2= 7.64) e alta poténcia apresenta pelo BMY 7378
(antagonista seletivo ARs-aup; pA2= 8.44) seriam indicativos de que apenas ARs-ouip participam das
contragbes induzidas pela fenilefrina. Uma possivel explicagdo para essa diferenca € que a
noradrenalina (utilizada na presente dissertacao), € um agonista de alta eficacia nos trés subtipos de
ARs-au1, sendo capaz de ativar uma populagao heterogénea de ARs-au, enquanto que a fenilefrina
apresenta eficacias intrinsecas particulares para cada um dos subtipos de ARs-a nativos e
recombinantes (Minneman et al., 1994; Lima V; Dissertacao de Mestrado, 2008)

A maior poténcia e eficacia relativa apresentada pelo A-61603 (agonista seletivo de ARs-ou1a)
na aorta abdominal de fémeas também é indicativo de que este subtipo de receptor tem um papel
mais importante na contracdo da artéria da fémea do que do macho. Além disso, as contragdes
induzidas pelo agonista seletivo ARs-a1a A-61603 em aortas abdominais de machos e fémeas foram
antagonizadas com alta poténcia pelo RS 100329, mas néo pelo BMY 7378, dando suporte a ideia
de que ha uma populagao heterogénea composta de ARs-aia € ARs-aup envolvida na contragéo da
aorta abdominal de machos e fémeas. E interessante notar que ha uma importante diferenca na
distribuicdo de subtipos de ARs-au1 ao longo da artéria aorta, uma vez que a presente dissertagao

identificou ARs-ai1ia € ARs-aip na aorta abdominal, enquanto que apenas 0 ARs-aup tem sido
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proposto estar envolvido na contracdo da aorta toracica de diversas espécies, incluindo
camundongos (Yamamoto e Koike, 2001), ratos (Villalobos-Molina e Ibarra, 1996; Moraes P. L.;
Dissertagé@o de Mestrado, 2000; Asbun-Bojalil et al., 2002; Muller A.; Dissertacdo de Mestrado, 2005);
e coelhos (Satoh et al., 1999). A distribuigdo heterogénea dos subtipos de ARs-ai ao longo de vasos
sanguineos ja foi descrita por Villalobos-Molina e Ibarra (1996) na artéria mesentérica e artéria
carotida de ratos; por Smith et al., (1997) em artérias de resisténcia cutdnea de coelhos e por
Kamikihara et al., (2005) na artéria caudal de ratos; Entretanto, na aorta abdominal de fémeas e
machos esta distribuigdo heterogénea ndo havia sido relatada até o momento.

A presente dissertagdo ndo encontrou evidéncias da participacdo de ARs-oi1g na contragao
da aorta abdominal de machos ou fémeas, uma vez que o L 765,314 (antagonista seletivo ARs-au1g)
antagonizou apenas com baixa poténcia a contragdo da artéria de fémeas em resposta a
noradrenalina e foi inefetivo quando testado até 1 uM na artéria de machos. No entanto, é
importante mencionar a grande dificuldade na identificagdo de efeitos mediados pelos ARs-oi1s em
razdo da existéncia de apenas um ligante seletivo (L 765,314), fazendo com que a caracterizagao
deste receptor seja principalmente baseada em critérios de excluséo; em outras palavras, se
determinado efeito foi antagonizado com baixa poténcia/afinidade pelos antagonistas seletivos de
ARs-auia ou ARs-aup, isto é “evidéncia” da participagéo de ARs-aiig. Mesmo assim, a baixa poténcia
determinada para o L 765,314 na aorta abdominal de fémeas (pA2=6.3) indica que estes receptores
nao participam da contragao desta artéria (Patane et al., 1998).

Em conjunto, esses dados sugerem que coexiste uma populagdo de ARs-aua € ARs-aup
funcionais na aorta abdominal de machos e fémeas e que, em artérias de fémeas ha uma

contribui¢do maior do subtipo ARs-cu1a.
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Uma vez caracterizados os subtipos de ARs-ou1 funcionais que participam da contragao da
aorta abdominal de fémeas (virgens, ndo prenhes), a presente dissertagdo investigou se a prenhez
induz plasticidade nos subtipos de ARs-au1 funcionais e se ha mudangas dos subtipos de ARs-ou1 na
pré-eclampsia experimental.

As contragdes induzidas pela noradrenalina na aorta abdominal de ratas NPPC, SHAM e
RUPP néo resultam da ativagdo de ARs-a, uma vez que o prazosin apresentou alta afinidade na
inibicdo das contragdes das artérias dessas ratas. Mais ainda, o BMY 7378 (antagonista seletivo
ARs-auip) também antagonizou com alta afinidade as contragdes induzidas pela noradrenalina nas
aortas abdominais de ratas NPPC, SHAM e RUPP indicando que ha importante envolvimento de
ARs-aup.

Num outro modelo de hipertensdo gestacional em ratas induzido pela “clipagem” da regiao
superior da aorta abdominal, foi proposto que os ARs-aup heterodimerizam com receptores AT1 da
angiotensina Il e que tal heterodimerizagdo pode ser relevante na hipertenséo gestacional que se
instalou (Gonzélez-Hernéndez et al., 2010). No entanto, o estudo de Gonzélez-Hernandez et al.,
(2010) ndo faz nenhuma andlise funcional dos ARs-ouiip ou receptores AT1 presentes nos vasos
dessas ratas. Além disso, até mesmo as evidéncias de que estes receptores formam heterodimeros
sdo frageis, uma vez que elas sdo fundamentadas no uso de anticorpos cuja especificidade é
questionavel (Jensen et al., 2009).

Os comportamentos exibidos pelo RS 100329 (antagonista seletivo ARs-ouia) variou
significativamente nas aortas abdominais de ratas RUPP, NPPC e SHAM. O RS 100329 reduziu
com alta poténcia as contragdes maximas induzidas pela noradrenalina nas aortas abdominais de
fémeas NPPC e RUPP indicando que ha importante envolvimento de ARs-a1a. Por outro lado, 0 RS

100329 s6 antagonizou as contragdes induzidas pela noradrenalina na aorta abdominal de fémeas
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SHAM em concentragdes acima de 10 nM e foi incapaz de reduzir a contragdo maxima. Tais
resultados indicam que a participacdo de ARs-aua na contragéo da artéria de fémeas SHAM é menor
do que nas artérias de fémeas NPPC e RUPP. No entanto, tal conclusao € complicada pelos efeitos
encontrados com o agonista seletivo de ARs-aua, 0 A-61603, o qual foi mais eficaz nas aortas
abdominais de fémeas SHAM do que nas artérias das RUPP. Mais ainda, as contragdes induzidas
pelo A-61603 na aorta abdominal de ratas RUPP foram antagonizadas com alta poténcia tanto pelo
RS 100329 quanto pelo BMY 7378, sugerindo que ha algum tipo interagdo préxima entre os ARs-cu1a
e ARs-oip, que ndo ocorre nas artérias de fémeas SHAM ou NPPC. De fato, as contracdes
induzidas pelo A-61603 foram reduzidas na musculatura lisa do leito mesentérico de camundongos
knockout para ARs-aup, quando comparadas aquelas induzidas pelo A-61603 no leito mesentérico
de camundongos wild-type, sugerindo aos autores que 0s ARs-aip modulam a contragédo do leito
mesentérico induzida pela ativagdo de ARs-aua (Martinez-Salas et al., 2011). N&o obstante, os
resultados da presente dissertagdo indicam que a prenhez induz plasticidade nos subtipos de ARs-
o da artéria aorta abdominal e que a hipertenséo causada pela redugéo da presséo de perfusao
uterina impede a plasticidade.

Ja com relagéo ao envolvimento de ARs-au1g na contragdo das aortas abdominais de fémeas
NPPC, SHAM e RUPP, a presente dissertagdo ndo encontrou evidéncias para tal. Apesar do L
765,314 (antagonista seletivo ARs-auig) ter sido consideravelmente mais potente na inibicdo das
contragdes das artérias de fémeas NPPC, SHAM e RUPP (pA,=7.5) do que nas artérias de fémeas
controle ou machos, a poténcia estimada néo é consistente com o envolvimento de ARs-au1g (Patane
etal., 1998).

Os dados da presente dissertacdo indicam que tanto a prenhez quanto a reducdo da

pressdo de perfusdo uterina nas ratas prenhes altera a expressdo dos subtipos de ARs-au
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funcionais na aorta abdominal de ratas. Embora seja um dado novo na literatura, a ideia de
plasticidade dos ARs induzida por perturbagdes hormonais nao € nova, uma vez que Pupo, (1998) e
Campos et al., (2003) observaram que a castragao induz o aparecimento de ARs-au1g funcionais no
ducto deferente de rato e Banie et al., (2008) observaram reducao de expressdo ARs-auia em células
do musculo liso de uretra de ratas apos a exposigéo ao estrogeno. Por outro lado, também é sabido
que a simpatectomia cirurgica ou quimica induz plasticidade de ARs no musculo liso vascular e ndo
vascular. Por exemplo, Cleary et al., (2004) demonstraram que a simpatectomia por 6-
hidroxidopamina aumenta a participacdo do ARs-oip na contragéo do ducto deferente de rato a
noradrenalina enquanto que 30 dias ap6s a simpatectomia cirirgica ha aumento na participagéo de
ARs-ag na contracdo deste mesmo o6rgdo (Pupo, 1997). Ja no musculo liso vascular, a
simpatectomia quimica por reserpina aumenta a expressao e fun¢do dos ARs-auip na artéria caudal
do rato (Kamikihara et al., 2007).

Os resultados da presente dissertagdo demonstram que os ARs-as estdo sujeitos a
plasticidade ressaltando a necessidade de que o estudo de drogas potencialmente Uteis no
tratamento de uma determinada patologia seja feito em modelos experimentais que mimetizem a
situacdo terapéutica. Portanto, sera importante investigar a capacidade de diferentes antagonistas
de ARs-ai1 reduzirem a pressao arterial elevada das ratas submetidas a esse modelo experimental

de pré-eclampsia.



63

CONCLUSOES

- Coexiste uma populagdo de ARs-oia € -aup funcionais na aorta abdominal de
machos e fémeas; No entanto, ha uma contribuicdo funcional maior dos ARs-ai1a na contragdo da
artéria de fémeas do que de machos.

- A prenhez altera a participagao dos subtipos de ARs-au1 envolvidos na contragao da
aorta abdominal de ratas, uma vez que o papel dos ARs-auia foi menor que aquele observado em
ratas virgens.

- No modelo experimental de pré-eclampsia RUPP, agonistas e antagonistas seletivos
de ARs-au exibiram comportamento farmacoldgico complexo, ndo observado na artéria de ratas
virgens clipadas (NPPC), indicando algum tipo de interagdo préxima entre ARs-aiia € ARs-aup que

merece ser mais profundamente investigado.
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