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RESUMO

A hiperativagdo dos receptores B-adrenérgicos (B-AR) tem importante papel na
patogénese de doengas cardiovasculares que cursam com hiperatividade simpética.
Dentre os seus efeitos, sugere-se a indugédo da sintese e liberacao de angiotensina Il e
de aldosterona sistemicamente. A hiperativacdo dos receptores B-AR pode ser
mimetizada pelo tratamento crénico com isoproterenol (ISO). Ja foi demonstrado que o
antagonismo do receptor ATy de angiotensina Il ou do receptor de mineralocorticoides
(MR) previne parcialmente o remodelamento cardiaco induzido pelo 1SO. Entretanto,
ainda nao esta elucidado o envolvimento da angiotensina Il e da aldosterona nos efeitos
vasculares causados pela hiperativacdo dos receptores B-AR. Assim, o objetivo do
presente estudo foi investigar as vias de sinalizacdo dos receptores AT; e MR nas
alteracdes vasculares causadas pelo tratamento por 7 dias com ISO em aorta de ratos,
assim como os mecanismos envolvidos. Ratos Wistar (3 meses) foram tratados com
ISO (0,3 mg/kg/dia, s.c.) ou veiculo (CT) e co-tratados ou ndo com o antagonista do
receptor ATy losartan (LOS; 40 mg/kg/dia) ou com o antagonista do receptor MR
espironolactona (ESP; 200 mg/kg/dia). O tratamento com ISO causou hipertrofia
ventricular sem alteracbes hemodinamicas, e o co-tratamento com LOS ou ESP
atenuaram o remodelamento ventricular observado. Na aorta do grupo ISO observou-se
um aumento da resposta maxima a fenilefrina associado a redugcdo da
biodisponibilidade de éxido nitrico (NO) e aumento de anion superdxido, os quais foram
prevenidos pelo co-tratamento com ESP, mas ndo com LOS. O efeito preventivo da
ESP sobre a reatividade vascular da aorta dos ratos ISO foi acompanhado de aumento
da expressao proteica da HSP90, a qual foi reduzida no grupo ISO. Além disso, a ESP
preveniu 0 aumento da expressao proteica de B-arrestina, Gai, p-Src, ERK1/2, p-
ERK1/2 e génica de osteopontina na aorta deste grupo. As concentracdes plasmaticas
de corticosterona ou aldosterona n&o foram alteradas entre os grupos avaliados. Em
conjunto, os dados sugerem que o antagonismo do receptor MR com o uso de
espironolactona previne o aumento da resposta contratil a fenilefrina observada em
aorta de ratos tratados com ISO, associado a: aumento da biodisponibilidade de NO e
reducdo do estresse oxidativo; aumento da expressdo de HSP90, a qual estabiliza a
forma dimérica da eNOS; e prevencdo do aumento da expressdo proteica de [-
arrestina, Gaj12, p-Src, ERK1/2 e p-ERK1/2 e génica de osteopontina, vias de
sinalizagao de estresse oxidativo e prejuizo da fungao endotelial.

Palavras-chave: isoproterenol, aorta, aldosterona, espironolactona, endotélio.
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ABSTRACT

B-adrenergic (B—AR) receptors overstimulation plays an important role in the
pathogenesis of cardiovascular diseases concurrent with sympathetic overactivity. It has
been suggested to increase plasma levels of angiotensin Il and aldosterone. In line with
this, angiotensin IlI/AT4 receptor or mineralocoticoid (MR) receptor antagonism partially
prevents the cardiac remodeling induced by B-AR overstimulation mediated by
isoproterenol (ISO) administration. However the implication of angiotensin Il or
aldosterone on vascular effects provoked by B—AR overstimulation is not yet elucidated.
So, the aim of the present study was to investigate the ATy and MR receptor signaling
pathway on vascular alterations caused by 7-day ISO treatment on rat aorta, as well as
the mechanisms involved. For this, male Wistar rats (3-month-old) were treated with ISO
(0.3 mg/kg/day, s.c.) or vehicle (CT) and co-treated or not with ATy antagonist losartan
(LOS; 40 mg/kg/day, v.o.) or MR receptor antagonist spironolactone (ESP; 200
mg/kg/day, v.o.). The ISO treatment resulted in ventricular hypertrophy without
hemodynamic alterations, and LOS or ESP co-treatment attenuated the ventricular
remodeling of ISO group. ISO aorta showed an increased phenylephrine maximum
response associated with a decreased nitric oxide (NO) bioavailability and an increased
in superoxide anion; both effects were prevented by ESP co-treatment, but not by LOS.
Beneficial effects of ESP on vascular reactivity of aorta from ISO-treated rats were
accompanied by an increased HSP90 protein expression, which was reduced in ISO
group. Moreover, ESP prevented the increased protein expression of B-arrestin, Ga;, p-
Src, ERK1/2 and p-ERK1/2 and osteopontina gene expression in the aorta from ISO
group. Plasma corticosterone and aldosterone were not changed between the groups. In
conclusion, our results suggest that spironolactone, an MR receptor antagonist
prevented the increased phenylephrine contractile response in aorta from ISO-treated
rats, associated with increased NO bioavailability and decreased oxidative stress;
increased expression of HSP90 and; prevented the increase of B-arrestin, Gaiq 2, p-Src,
ERK1/2 and p-ERK1/2 and osteopontin induced by B-adrenergic overstimulation. These
results suggest that the vascular effects induced by ISO in aorta are mediated by a MR
activation.

Key words: isoproterenol, aorta, aldosterona, spironolactone, endothelium.
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1. INTRODUCAO

A ativacao persistente do sistema nervoso simpatico exerce papel importante na
patogénese das doencas cardiovasculares como na hipertensao essencial, hipertrofia
cardiaca e insuficiéncia cardiaca (BRISTOW, 2000; PARATI & ESLER, 2012),
relacionando-se diretamente a reducao da sobrevida em portadores de insuficiéncia
cardiaca (BARRETO et al., 2009).

Segundo a World Health Organization' 17,3 milhdes de pessoas morreram de
doencas cardiovasculares em 2008. Esse numero representa 30% da mortalidade
global, e ainda estima-se que em 2030 esse numero chegue a 23,3 milhdes de casos.
Neste contexto, dados do DATASUS? de 2008 apresentaram que no Brasil as doencas
do aparelho circulatério perfazem a primeira causa de mortalidade (31,8%) e a terceira
de morbidade hospitalar (10,2%).

Dentre os principais tratamentos clinicos utilizados para as doencas
cardiovasculares associadas ao aumento do ténus simpatico, encontra-se o0 uso de
antagonistas de receptores B-adrenérgicos (B-AR), os quais tem demonstrado serem
eficazes na reducdo da taxa de mortalidade em modelos experimentais
(BARTHOLOMEU et al., 2008; CHAN et al., 2011) e em pacientes com insuficiéncia
cardiaca (BRISTOW et al., 2003; AL-GOBARI et al., 2013), assim como na reduc¢ao da

pressao arterial sistélica e diastdlica de pacientes hipertensos (WEISS et al., 2007),

!Cardiovascular diseases (CVDs)- Ficha N° 317. Dados atualizados em margo de 2013. Disponivel em:
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/en/. Acessado em setembro de 2013.

? Cadernos de Informacgdes de Saude — Informacdes gerais — Brasil. Disponivel em:
<tabnet.datasus.gov.br/tabdata/cadernos/cadernosmap.htm>. Acessado em setembro de 2013.


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/en/

demonstrando o envolvimento dos receptores 3-AR na etiologia dos efeitos patolégicos
da hiperativacao simpatica. Assim, o estudo sobre os efeitos da ativacéo dos receptores
B-AR no sistema cardiovascular tornou-se crucial para o entendimento da fisiopatologia
associada.

Mais recentemente, outras linhas de farmacos tém sido utilizadas para o
tratamento das doencas cardiovasculares causadas pelo aumento da estimulagao
simpatica, sendo elas os antagonistas do receptor ATy da angiotensina Il e do receptor
de mineralocorticoides (MR). Nesse sentido, tem sido demonstrado que o antagonismo
do receptor AT é eficaz em corrigir a disfuncdo endotelial e as alteragdes estruturais
vasculares de humanos e de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (SCHIFFRIN et
al., 2000; CEDIEL et al., 2003), assim como melhora a hipertrofia e insuficiéncia
cardiaca causada pelo tratamento com isoproterenol em camundongos (ZHANG et al.,
2007). SANZ-ROSA e colaboradores (2005a) demonstraram que o tratamento de ratos
SHR com eplerenona, um antagonista do receptor MR, normaliza a disfung¢ao endotelial
observada na aorta dos animais hipertensos. Em conjunto, estes estudos evidenciam o
papel do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) em doencgas
cardiovasculares que cursam com a hiperativagao dos receptores 3-AR. No entanto ndo
se sabe se a angiotensina |l e aldosterona via receptor AT1 e MR, respectivamente,

poderiam mediar os efeitos vasculares da hiperativacdo dos receptores B-AR.



1.1. Receptores B-AR no sistema cardiovascular: Ativacao aguda e cronica

Os receptores B-AR séao classificados em trés subtipos: B1-, B2- € Bs-AR (LANDS
etal., 1967; TAN et al., 1983). Classicamente, no sistema cardiovascular os receptores
B1-AR sao encontrados predominantemente no coracao, onde sua estimulacdo causa
cronotropismo (frequéncia cardiaca), inotropismo (forca de contracéo) e lusitropismo
(velocidade de relaxamento) positivos. Os receptores B.-AR estdo localizados
principalmente em vasos sanguineos, tanto nas células do musculo liso vascular como
nas células endoteliais e sua estimulacdo aguda medeia vasodilatacdo, que pode ser
dependente e/ou independente do endotélio (FERRO et al., 2004). Receptores B3-AR
foram descritos primeiramente em adipécitos, onde sua estimulagdo induz lipdlise
(EMORINE et al., 1989). Posteriormente, este subtipo de receptor B-AR foi também
descrito em vasos sanguineos onde sua ativagao promove vasodilacdo (TROCHU et
al., 1999). Tanto no coragdo, como em vasos sanguineos, os trés subtipos de receptor
B-AR podem estar presentes (CONTI et al., 2013).

Os receptores B-AR séo receptores de 7 dominios transmembrana acoplados a
proteina G (GPCR- “Guanine nucleotide-binding G protein-coupled receptor’). A familia
dos GPCRs apresenta uma estrutura conservada composta por a-hélices e a proteina
G apresenta as subunidades a e By (ROCKMAN et al., 2002). A via de sinalizagao
classica do receptor B-AR no musculo liso envolve a ligagdo agonista-receptor ativando
uma cascata de sinalizacdo dependente da proteina Ga estimulatéria (Gas) e adenilato
ciclase aumentando os niveis de 3’, 5 adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e

subsequentemente ativando a proteina kinase dependente de AMPc (PKA). O aumento
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dos niveis de AMPc e ativagdo da PKA causam relaxamento vascular por: 1) aumentar
a probabilidade de abertura dos canais de K ativados por calcio (BK), sensiveis ao
ATP (Katp) e retificadores retardados (Kpg), 0 que hiperpolariza a célula muscular lisa e
assim reduz o influxo de calcio pelos canais de calcio dependentes de voltagem; 2)
inibir a formacao do complexo célcio/calmodulina; 3) inibir a fosforilagdo da kinase da
cadeia leve de miosina; e 4) aumentar a recaptacdo de calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico via fosforilagao da fosfolambam pela PKA (TANAKA et al., 2005).

Em células endoteliais, sugere-se que o receptor B.-AR pode estar acoplado
tanto a proteina Gas como a proteina Ga inibitéria (Ga;). Quando um agonista nao
seletivo dos receptores B-AR, o isoproterenol, se liga ao receptor B2-AR ha ativacao de
diferentes cascatas de sinalizagdo: uma via dependente de adenilato cilase/AMPc/PKA
e outra via dependente de PI3 kinase e proteina kinase B (Akt). Ambas vias de
sinalizacdo culminam com ativacao da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) - isoforma
endotelial (eNOS) por fosforilar o seu sitio de ativacdo em serina 1177, o que resulta
em aumento da sintese e liberacdo do fator vasodilatador 6xido nitrico (NO) pelas
células endoteliais (QUEEN et al., 2006; BANQUET et al., 2011). Em conjunto, tanto as
acoes diretas nas fibras musculares lisas, como um aumento da liberacao de NO pelas
células endoteliais em alguns tipos de vasos sanguineos, Sdo mecanismos
responsaveis em mediar o efeito relaxante da ativagdo aguda dos receptores B-AR.
Entretanto, a acgao fisiolégica da ativagcao dos receptores (3-AR pode estar prejudicada
e/ou modificada quando ha ativagéo crénica dos mesmos.

A sustentada estimulacdo dos receptores B-AR ativa a sinalizacdo dependente
da proteina kinase de receptores acoplados a proteina G tipo 2 (GRK-2) que, em
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conjunto com a PKA, fosforilam o receptor B-AR levando ao seu desacoplamento da
proteina Gas, prejudicando a ativacao da sinalizagao do receptor B-AR via proteina Gas
(HAUSDORFF et al., 1990; DAAKA et al, 1997). Em sequéncia pode haver
internalizacao e regulacao negativa (downregulation) destes receptores. GRK-2 e PKA
também causam a desestabilizacdo do RNA mensageiro do receptor B-AR. Ambos os
mecanismos, internalizacdo e reducao da sintese de receptores B-AR, resultam em
diminuicdo do numero destes receptores na membrana celular (GUEST et al., 1990;
MILLS, 2002). A fosforilagdo do receptor B-AR pela PKA, além de desacopla-lo da
proteina Gas, leva ao acoplamento preferencial deste receptor a proteina Ga; (DAAKA
et al., 1997). Este acoplamento induz a sinalizagao Gai/Src/Ras que, por sua vez, causa
a ativacdo da kinase regulada por sinalizagao extracelular (ERK1/2) (DAAKA et al.,
1997).

A dessensibilizacdo da via B-AR/proteina Gas e/ou reducdo do numero de
receptores B-AR na membrana dependem do tempo de exposicdo as catecolaminas,
sendo que em células isoladas, como cardiomiocitos, estes eventos podem ser
observados em minutos a horas e, no animal intacto, horas a dias, dependendo
também dos niveis de catecolaminas circulantes. A dessensibilizagdo da via do receptor
B-AR/proteina Gas estd associada a uma reduzida capacidade vasodilatadora induzida
por agonistas do receptor B-AR, a qual pode ser observada em modelos experimentais
de doengas que cursam com aumento da atividade do sistema nervoso simpatico, como
€ observado em modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca apds infarto do
miocardio (GABALLA et al, 2001) e de hipertensédo arterial (ASANO et al., 1988;

CALLERA et al., 2004).



1.1.1. Modelo de hiperativagao dos receptores -AR induzido por isoproterenol

Um modelo bastante utilizado para estudar os efeitos da hiperativagao -AR foi
desenvolvido por RONA e colaboradores (1959), os quais realizaram a administracao
subcutanea de isoproterenol, um agonista B-AR nao-seletivo, por dias consecutivos em
ratos. Estes autores demonstraram que esse tratamento causa injaria miocardica
similar a induzida pelo infarto do miocardio, caracterizando uma cardiomiopatia. Neste
sentido, o tratamento prolongado com isoproterenol causa mudancgas estruturais do
miocardio que estdo relacionadas ao aumento da massa ventricular (hipertrofia) e
aumento da deposicdo de fibras colagenas no intersticio do miocardio ventricular
(fiorose) (BENJAMIN et al, 1989). Quando o modelo experimental é associado a
administracdo de baixas doses de isoproterenol (0,02 - 3,0 mg/kg) ha aumento da
espessura da parede dos ventriculos, mas sem alteracdo do raio da cavidade
ventricular, o que caracteriza 0 desenvolvimento de uma hipertrofia cardiaca do tipo
compensada (BENJAMIN et al., 1989; DIWAN & DORN II, 2006; OSADCHII, 2007). Se
o estimulo persistir, a hipertrofia pode progredir de modo que ha prejuizo da funcéo
cardiaca, resultando em progressiva dilatacdo das cavidades ventriculares, ou seja, ha
aumento do raio da cavidade ventricular (DIWAN & DORN I, 2006).

A dilatagdo do ventriculo esquerdo e reducdo da espessura da sua parede
aumentam o estresse de parede gerando um estresse hemodindmico sobre o coragéo,
estimulando ainda mais as vias de sinalizacdo de hipertrofia, resultando em um
desequilibrio na proliferagdo e morte celular, e os mecanismos compensatérios

humorais falham em manter o débito cardiaco necessario para o organismo. Assim, a
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hipertrofia cardiaca passa de compensada para descompensada (DIWAN & DORN I,
2006). A evolucdo desses processos resulta em perda de cardiomidcitos e sua
substituicdo por tecido fibroso, reduzindo rapidamente o desempenho contratil em um
estado final de cardiomiopatia levando a deterioracédo funcional, insuficiéncia cardiaca,
e a morte (DIWAN & DORN II, 2006). Por isso a hipertrofia cardiaca é considerada um
importante fator de risco cardiovascular, o que justifica o estudo dos mecanismos
associados a este processo fisiopatolégico, como a hiperativacao -adrenérgica.

O tratamento com isoproterenol causa ativacdo da ERK1/2 em cardiomiécitos, e
esta sinalizacdo esta envolvida no efeito hipertréfico da hiperativagdo B-adrenérgica
(ZOU et al., 1999; KIM et al., 2006). Ja em vasos sanguineos, os dados sobre os efeitos
da hiperativacdo p-adrenérgica sdao mais escassos. Em artérias cerebrais de coelho
demonstrou-se que a estimulagdo cronica dos receptores B-AR induzida pelo
tratamento com isoproterenol por 7 dias também causa ativacado da ERK1/2, associado
com estresse oxidativo e prejuizo da contratilidade nesta artéria (KIM et al., 2006;
2012). Por sua vez, dados do nosso grupo de pesquisa demonstraram que o tratamento
por 7 dias com isoproterenol aumenta a resposta maxima ao agente contratil fenilefrina
em aorta de ratos e camundongos (DAVEL et al., 2006; 2008; 2011; FUKUDA et al.,
2008). Essa disfuncao contratil foi relacionada a reducéo da biodisponibilidade de NO, a
maior producdo de anion superoéxido e de fatores pré-inflamatorios locais (DAVEL et al.,
2006; 2008). Importante salientar que os trabalhos supracitados que observaram as
alteracbes vasculares induzidas pela hiperativagao -adrenérgica foram realizados em
modelo experimental de tratamento com doses de isoproterenol que ndo induziram

insuficiéncia cardiaca. Assim, em conjunto, os dados indicam que a sinalizagédo celular
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induzida pela hiperativagao sustentada dos receptores 3-AR causa um dano vascular,
associado a estresse oxidativo e disfuncao endotelial. Estes sao efeitos totalmente
distintos da acéo fisiolégica e/ou da ativagdo aguda dos receptores (B-AR vasculares
que sao: vasodilatacdo e agao antioxidante (QUEEN & FERRO, 2006; BANQUET et al.,
2011; DAVEL et al, 2012) e podem estar associados a patogénese e/ou piora da
disfuncao vascular associada a doencas cardiovasculares que cursam com aumento da
atividade simpatica. Entretanto, ainda nado é claro na literatura: 1) a cascata de
sinalizacao envolvida nos efeitos vasculares da hiperativacao dos receptores B-AR; e 2)
se os efeitos vasculares da hiperativagdo dos receptores (-AR seriam dependentes da
liberagdo de mediadores do SRAA como a angiotensina Il e/ou aldosterona, ativando

seus respectivos receptores, AT e MR.

1.2. Interacao entre o receptor p-AR e o Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

A ativacado dos receptores (B-AR nas células justaglomerulares adjacentes as
arteriolas aferentes do glomérulo renal estimula a secrecdo da enzima proteolitica
denominada renina, a qual converte 0 seu substrato, a a-globulina angiotensinogénio
produzida no figado, no decapeptideo angiotensina |. A angiotensina | é clivada pela
enzima conversora de angiotensina (ECA) presente no endotélio vascular, sendo mais
abundante no endotélio dos vasos pulmonares. Pela acdo da ECA, a angiotensina |
perde dois aminoacidos, formando o octapeptideo angiotensina ll.

A angiotensina Il tem multiplas agcées no ajuste da funcédo cardiovascular,

incluindo agdes centrais e locais no coragdo e vasos sanguineos dentre elas: retencao
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de sbédio e agua no organismo, vasoconstricdo, aumento da contratilidade cardiaca,
estimulacdo da sede, aumento do apetite ao sddio e potencializacdo dos efeitos e da
liberagdo de noradrenalina. Esses efeitos da angiotensina |l resultam no aumento da
pressao sanguinea sistémica e sao evidentes em situacdes de hipotensao (como ocorre
na hipovolemia e privacao alimentar de sddio) e como consequéncia da ativacéao
simpatica, e sdo mediados pela acao da angiotensina Il no receptor AT nas células-
alvo. A ativacao do sistema renina-angiotensina (SRA) também forma outros peptideos
como a angiotensina 1-7 e a angiotensina lll, com ac&o no sistema cardiovascular, mas
a angiotensina Il continua a ser o peptideo biologicamente ativo de maior importancia
fisiologica e patoldégica do SRA (SANTOS et al., 2000). Adicionalmente, a angiotensina
II, atuando via receptor ATy nas células do cértex das adrenais promove a sintese e
liberacao de aldosterona.

Fisiologicamente, a aldosterona, um mineralocorticéide, € um hormonio esteroide
sintetizado e secretado pela zona glomerulosa do coértex da glandula adrenal. A ligacao
da aldosterona ao receptor MR nas células-alvo atua como um fator de transcricao e
modula a expressao de varias proteinas que medeiam a agao desse horménio como a
SGK (proteina kinase sérica induzida por glicocorticoide), as MAPKs (proteinas kinases
ativadas por mitdogenos) e a osteopontina (CONNELL, 2004). Nos rins, a aldosterona
aumenta a expressao e estabilidade dos canais de Na* sensiveis a amilorida (ENaC) na
membrana luminal das células do tubulo distal, o que favorece a reabsorcdo de Na*;
este influxo de Na* pela membrana luminal estimula a atividade da Na*/K*ATPase na
membrana basolateral. Além disso, a aldosterona aumenta a expressao génica e
atividade da Na'/K*ATPase e do trocador de Na‘*/H" (NHE3) . Em conjunto, estes
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efeitos contribuem para a reabsor¢cdo de Na* e a secrecdo tubular de K* e H'. Estes
efeitos nas células epiteliais renais sao cruciais para a regulacao de agua, Na* e K nos
fluidos corporais, e consequentemente, da homeostasia do sistema cardiovascular
(CONNELL & DAVIES, 2005).

Embora a aldosterona seja o principal ligante do receptor MR, este apresenta
afinidade por outros ligantes endégenos como os glicocorticoides, incluindo o cortisol e
a corticosterona (FREY et al., 2004). Os niveis de glicocorticoides na circulagdo sao
1.000 vezes superiores aqueles de mineralocorticoides, e eles s6 nao agem nas células
de forma mais intensa devido a expressao das enzimas 113 hidroxiesteroide
desidrogenase (11B-HSD) tipo 1 e 2, onde a enzima 11B3-HSD 2 converte
glicocorticoides em metabdlitos inativos e a 11p-HSD 1 exerce o efeito inverso. A
enzima 11B-HSD 2 exerce seu efeito de modo a permitir a ligacdo da aldosterona ao
receptor MR, mesmo na presenca de glicocorticoides (FERRARI, 2010).

Elevados niveis de angiotensina Il e de aldosterona, em um panorama geral,
medeiam importantes mecanismos fisiopatolégicos envolvidos em doencgas
cardiovasculares que cursam com aumento da atividade simpatica. Dentre estes,
destacam-se: o crescimento das células musculares lisas, prejuizo no relaxamento
vascular dependente do endotélio, vasoconstricdo exacerbada, além de causar
inflamacgéo e estresse oxidativo (XAVIER et al., 2008; CAT & TOUYZ, 2011; VALENTE
etal., 2012; ZHU et al., 2012; TODA et al., 2013). Estes efeitos da angiotensina Il e da
aldosterona nos vasos sanguineos ocorrem principalmente via ativagdo dos receptores
AT;: e MR, respectivamente. O estresse oxidativo é um disturbio do balanco entre a
producdo de espécies reativas, como por exemplo, as espécies reativas de oxigénio
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(EROs), e a defesa antioxidante, favorecendo a producdo de espécies reativas. As
EROs séao classificadas em radicais livres como o anion superdxido e o radical hidroxil,
entre outros, e espécies nao-radicais como o peréxido de hidrogénio e o peroxinitrito
(HALLIWELL & WHITEMAN, 2004). Um quadro de estresse oxidativo, por aumento da
producdo de anion superédxido vascular associado a degradacdo do NO e reducéo de
seus efeitos vasodilatadores e anti-contrateis, € uma das principais causas de disfuncao
endotelial em doencas cardiovasculares (BAUERSACHS et al. 1999; D'USCIO et al.,
2001; DAVEL et al., 2011). Vale ressaltar que as EROs ativam MAPKs, como a p38 e a
ERK1/2, que medeiam apoptose, resposta inflamatéria e diferenciacao celular, além de
potencializar a producdo de EROs (ZARUBIN & HAN, 2005). Nesse sentido, ja foi
demonstrado que a ativacédo de receptores AT1 e MR pode induzir estresse oxidativo

vascular via ativacao de MAPKs (JOFFE & ADLER, 2005; MARCHESI et al., 2008).

1.2.1. Papel do SRAA na fisiopatologia do modelo de hiperativacao dos

receptores 3-AR induzido por isoproterenol

Trabalhos prévios da literatura demonstraram que hd um aumento atividade da
renina e da ECA no tecido cardiaco de ratos tratados por 7 dias com isoproterenol, sem
sinais de prejuizo da fungéo cardiaca (BUSATTO et al.,, 1999). GRIMM e colaboradores
(1998) observaram uma correlagdo positiva entre a atividade da ECA cardiaca e o
aumento do peso ventricular induzido pelo isoproterenol. Em adicdo, GRIMM e
colaboradores (1999) demonstraram que o co-tratamento dos ratos com ramipril,
inibidor da atividade da ECA, melhora significativamente a hipertrofia cardiaca induzida
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pela administragéo de isoproterenol. OLIVEIRA & KRIEGER (2005) observaram que o
aumento da atividade e da expressao génica da ECA no coracao de ratos tratados com
isoproterenol correlacionou-se positivamente com o peso do ventriculo esquerdo,
indicando um possivel envolvimento da ativacdo do SRA local na inducéo de hipertrofia
cardiaca neste modelo experimental.

Em somatéria, tem sido demonstrado que alteragdes cardiacas e hemodinamicas
relacionadas ao aumento da atividade B-adrenérgica podem resultar também no papel
da aldosterona, uma vez que, tanto as catecolaminas via estimulacdo B-AR, como a
angiotensina Il via receptor ATy, resultam na sintese de aldosterona pelo cortex da
glandula adrenal (PITT, 2007). De acordo com esta hipétese, GRIMM e colaboradores
(1998) observaram que apos tratamento com isoproterenol ha um significativo aumento
dos niveis de aldosterona plasmatica. Em corroboracdo, camundongos knockout para
os receptores Bi- e B2-AR possuem reducdo da quantidade de aldosterona circulante
(KIM et al., 2007), o que reforca o papel destes receptores estimulando a sintese e
liberacao de aldosterona.

GALLEGO e colaboradores (2001) e VELIOTES e colaboradores (2010)
demonstraram que a administracdo de espironolactona, um antagonista dos receptores
MR, previne a hipertrofia cardiaca e melhora a fibrose miocardica, além de inibir a
indugdo de apoptose de cardiomiécitos e a transigdo da hipertrofia compensada do
ventriculo esquerdo para dilatacdo cardiaca em ratos tratados com isoproterenol. A
melhora dos parametros estruturais e funcionais induzidos pela espironolactona no

coracdo de ratos tratados com isoproterenol estd associada a uma redugdo na
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expressao génica e proteica do mediador da acao celular da aldosterona, a SGK-1
(MARTIN-FERNANDEZ et al.,2012).

Desta maneira, ambos, angiotensina Il e aldosterona, destacam-se como
possiveis mediadores das acgbes cardiovasculares da hiperativacao p-adrenérgica.
Entretanto, apesar dos estudos demonstrarem a importancia desta interacdo no
coragao, ndo ha dados suficientes sobre o assunto em vasos sanguineos.

Dados do nosso grupo de pesquisa demonstraram que o tratamento por 7 dias
com isoproterenol aumenta a produgao de anion superdxido e induz a expressao génica
e proteica das citocinas proé-inflamatérias IL-1B e IL-6 na aorta de ratos, concomitante
com aumento da atividade do fator de transcricao nuclear NF-xB (DAVEL et al., 2006;
2008). Observou-se ainda, que tanto a inibigdo da atividade do NF-«xB como a varredura
de anion superoxido com a enzima superdxido dismutase (SOD), melhoraram a
reatividade vascular alterada na aorta do grupo tratado com isoproterenol, cursando
com aumento da biodisponibilidade de NO (DAVEL et al., 2006; 2011). Estes dados
reforcam o papel de fatores pro-inflamatérios e pré-oxidantes na disfuncédo vascular
causada pela hiperativagao dos receptores p-AR.

Assim, apesar de ser claro que a angiotensina Il, a aldosterona e a hiperativagao
dos receptores B-AR causam disfuncdo endotelial associada ao estresse oxidativo, néo
se sabe se hd uma inter-relagdo entre estes fatores em artérias que foram expostas
cronicamente a altas concentracbes de catecolaminas. Um estudo in vitro demonstrou
que a incubacédo de isoproterenol em cultura de células endoteliais induz a ativagao do

gene promotor da ECA (XAVIER-NETO et al., 1999). Entretanto, uma interagéo entre
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ativacao crbnica B-adrenérgica, angiotensina Il, aldosterona e disfung¢ao vascular nao é
conhecida.

Perante o exposto, levantamos a hip6tese de um possivel papel da sinalizacao
mediada pelo receptor AT: e/ou MR nas alteracbes vasculares induzidas pela
hiperativacao dos receptores B-AR. Esta hip6tese é reforcada por ensaios clinicos que
demonstraram que o uso de inibidores da ECA, de antagonistas de receptores AT e de
antagonistas dos receptores MR tem alta eficacia na terapéutica de doencas
cardiovasculares incluindo a insuficiéncia cardiaca e o infarto do miocardio,
enfermidades que cursam com aumento do ténus simpatico e aumento dos niveis de
catecolaminas circulantes (PITT et al., 2000; DICKSTEIN et al., 2002; PITT et al., 2003).
E, apesar dos beneficios clinicos dos usos destas drogas, pouco se sabe sobre os
mecanismos de interacdo da ativacdo dos receptores B-AR e o SRAA em vasos

sanguineos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi investigar a participacdo das vias de
sinalizacao dos receptores AT1 e MR no modelo de hiperativagdo dos receptores (-AR
induzido pelo tratamento crénico com isoproterenol, com énfase nos mecanismos

funcionais, bioquimicos e moleculares associados, utilizando-se para estudo a aorta.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais experimentais

A utilizacdo de animais e os protocolos experimentais realizados para execucao
deste trabalho estdo de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Campinas — CEUA/UNICAMP em 13.02.2012 e protocolado sob o n° 2609-1 (ANEXO
A).

Ratos Wistar foram obtidos no Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica
na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) da UNICAMP e mantidos no
biotério do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia da
UNICAMP sob condicoes de temperatura constante e fotoperiodo (12:12 horas ciclo
claro-escuro) com livre acesso a racao e agua.

Aos 3 meses de idade os animais foram separados aleatoriamente em grupos,
pesados e tratados por 7 dias consecutivos com isoproterenol (grupo ISO; 0,3
mg/kg/dia s.c.; DAVEL et al., 2006; 2008) ou apenas veiculo (grupo CT). Paralelamente,
concomitante com o tratamento com ISO, alguns animais foram aleatoriamente
divididos para receber co-tratamento por gavagem com o losartan (LOS; 40 mg/kg/dia,
v.0.; GRIMM et al., 1999), um antagonista do receptor ATy, ou com a espironolactona

(ESP; 200 mg/kg/dia, v.o.; SANZ-ROSA et al., 2005a), um antagonista do receptor MR,
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durante os 7 dias. Dessa forma perfizeram-se 6 grupos: CT, ISO, LOS, ESP, ISO+LOS
e ISO+ESP.
Ao final dos 7 dias de tratamentos, todos os animais foram pesados e entao os

protocolos descritos abaixo foram realizados.

3.2. Massa corporal, medidas hemodinamicas e indice de hipertrofia ventricular

As medidas hemodinamicas foram realizadas no 8° dia em animais anestesiados
com uretana (1,2 g/kg; i.p.). Para isso, uma pequena incisdo foi realizada no pescogo
do animal para isolamento da artéria carétida direita, a qual foi canulada com cateter
(PE50) preenchido com salina heparinizada. O cateter foi conectado a um transdutor de
pressdao (MTL844 Ad Instruments) e este a um sistema de aquisicAo de sinais
biolégicos (PowerLab 4/35, Ad Instruments) acoplado a um computador para medida e
aquisicao da pressao arterial sistolica (PAS), diastdlica (PAD) e meédia (PAM) e
determinacéao da frequéncia cardiaca (FC) (ROSSONI et al., 2006; DAVEL et al., 2008).

Apds os registros hemodindmicos, os atrios foram removidos do coracao e os
ventriculos direito e esquerdo mais o septo ventricular foram pesados. O valor da razao
massa ventricular (MV; mg)/ massa corporal (MC; g) ° foi utilizada como indice de

hipertrofia ventricular para comprovar a eficacia do tratamento com isoproterenol.

3 . . , . . . . .
Vale ressaltar que em todos os protocolos experimentais era mensurado o indice de hipertrofia ventricular a fim
de comprovar o modelo experimental utilizado.
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3.3. Obtencao das amostras de plasma e do tecido de aorta

Ao final do periodo de tratamento os animais foram anestesiados com uma
mistura de ketamina e xilazina (80 e 5 mg/kg, i.p). Realizou-se uma incis&o longitudinal
no abdémen do animal para coleta de amostra de sangue arterial (4 mL), obtida a partir
da aorta abdominal localizada abaixo do intestino delgado. As amostras de sangue
foram centrifugadas para a obtencao do plasma e congeladas em freezer -80°C para
posteriores analises.

Em seguida, o térax foi aberto e os pulmbes junto com o coracdo e a aorta
toracica foram removidos e colocados sobre uma placa de Petri contendo solucao de
Krebs-Henseleit (em mM): 118 NaCl; 4,7 KCI, 25 NaHCOj;; 2,5 CaCl>-2H.0; 1,2
KH2PO4; 1,2 MgSO4-7H20; 11 glicose e 0,01 EDTA, previamente aquecida a 37°C e

gaseificada com mistura carbogénica (95% Oz e 5% COy).

3.4. Reatividade vascular em anéis de aorta

A aorta toracica foi removida e limpa de tecido conjuntivo e perivascular de
acordo com o descrito previamente (DAVEL et al., 2006; 2008). A aorta foi dividida em
segmentos (3 mm) e cada anel vascular foi montado em um banho de érgaos isolados
com 8 cubas (Panlab Harvard Apparatus, Espanha) para medida da tensao isométrica.
Cada cuba do banho de érgédos continha 10 mL de solucdo de Krebs-Henseleit,
continuamente aquecida e gaseificada com mistura carbogénica, mantendo o pH
estavel em 7,4. No processo de montagem no banho de 6rgaos, os anéis foram
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transpassados por duas hastes metalicas, sendo uma fixada a parede do banho e a
outra conectada verticalmente a um transdutor de tensao, conectado a um sistema de
aquisicao de dados, e este, a um computador. Os anéis de aorta foram submetidos a
uma tensao de repouso de 1,0 g, a qual era reajustada quando necessario, durante 30

minutos de estabilizacao (DAVEL et al., 2006; 2008).

3.4.1. Protocolos experimentais

Seguidos 30 minutos de estabilizacdo, todos os anéis foram expostos a
contragao induzida pelo cloreto de potassio (KClI; 75 mM) duas vezes, sendo a primeira
vez para avaliar a integridade do musculo liso e a segunda vez para obter a tensao
maxima desenvolvida por cada anel de vaso.

Para avaliar a integridade do endotélio nessas artérias realizou-se curva de
relaxamento dependente do endotélio com a acetilcolina (1 nM a 10 uM), em artérias
previamente contraidas com fenilefrina (~1 uM; 50% da resposta maxima ao KCl 75
mM). Os anéis que apresentavam relaxamento igual ou maior que 80% foram
considerados com endotélio integro. Em seguida, foram realizadas curvas
concentragdo-resposta ao agonista aj-adrenérgico fenilefrina (1 nM a 10 uM) e ao
doador de éxido nitrico, o nitroprussiato de sédio (NPS; 0,1 nM a 1 uM).

Alguns anéis de aorta foram incubados com inibidor ndo-seletivo da NOS (L-
NAME, 100 uM) ou com o varredor de anion superoéxido, a superdxido dismutase (SOD,
150 U/mL) por 30 minutos antes da realizagdo da curva concentragdo-resposta a

fenilefrina.
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3.5. Avaliacao da producao de 6xido nitrico e de espécies reativas de oxigénio em

aorta

Segmentos de aorta de aproximadamente 3 mm de comprimento foram imersos
em meio de congelamento (Tissue-Tek® O.C.T compound 4583) e entdo congelados
imediatamente e mantidos a -80°C até o dia do experimento. Seccdes transversas
foram obtidas em criostato (-25°C) e coletadas em laminas tratadas com silanina. As
laminas com os cortes eram colocadas em uma placa quente a 37°C por 20 minutos
para que o corte fixasse na lamina.

A producdo de NO foi realizada pela andlise da fluorescéncia ao 4,5 -
diaminofluoresceina (DAF-2), como previamente descrito (DELBIN et al, 2012). O
diacetato (DAF-2 DA) facilmente entra nas células e é hidrolizado por esterases do
citosol em DAF-2. Na presenca de NO e oxigénio, DAF-2 é transformado na forma de
triazol emitindo uma fluorescéncia verde (KOJIMA et al., 1998). Os cortes transversais
de aorta (10 um) foram incubados por 20 minutos com 100 uL de tampé&o fosfato (em
mM): 0,1 NazHPQOy4; 0,1 NaH.PO4 e 0,45 CaCly, pH= 7,4 em camara umida a 37°C. As
laminas foram entdo vertidas para retirada do tampao e uma nova incubagao foi
realizada com tampéo fosfato e DAF-2 (8 uM) por 30 minutos na camara umida a 37°C.

A avaliacdo da producdo de anion superoxido foi realizada pela analise da
fluorescéncia derivada da oxidacao da dihidroetidina (DHE), como previamente descrito
(HERNANZ et al. 2004; WENCESLAU et al., 2011). A dihidroetidina permeia livremente
pelas células e na presencga do anion superdxido é oxidada a brometo de etidio, o qual

se intercala ao DNA, emitindo uma fluorescéncia vermelha quando é excitado em 488
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nm e com um espectro de emissdao de 610 nm. Para este protocolo, seccdes
transversas (14 um) de aortas foram incubados por 20 minutos com Krebs HEPES (em
mM) 130 NaCl; 5,6 KClI, 2 CaCly; 0,24 MgCly; 8,3 HEPES e 11 glicose (pH= 7,4) em
camara umida a 37°C. Apos essa incubacao, as laminas eram vertidas para retirada da
solucdo de Krebs+HEPES e uma nova incubacgéao foi realizada com Krebs+HEPES e
DHE (2 uM) por 30 minutos em camara umida a 37°C. Em alguns cortes de aorta, foi
incubado DHE adicionado de L-NAME (100 uM) para avaliar a producdo de EROs
dependente da NOS. Para verificar se a fluorescéncia do DHE era derivada da
producao de anion superédxido, alguns cortes foram incubados com Krebs+HEPES e
MnTMPyP (25 uM; D’AGOSTINO et al., 2007), um mimético da SOD.

As imagens foram captadas em microscopio o6tico (Eclipse 80i, Nikon, Japan),
utilizando-se objetiva de 20X acoplada a uma camera fotografica (DS-U3, Nikon). Para
a fluorescéncia do DAF-2 utilizamos o filtro de fluoresceina e para a fluorescéncia do
DHE filtro de rodamina. Cabe ressaltar que estes experimentos foram realizados em
colaboracdo com o Laboratério de Fisiologia Vascular do ICB/ USP, coordenado pela
Profa. Dra. Luciana Venturini Rossoni.

A quantificacdo da fluorescéncia foi realizada utilizando-se o Software Image J
1.46p (NIH) com as imagens em 8-bit. Mediu-se a densidade integrada em 5 regides
aleatérias de cada corte com area fixa, e a média destes valores foi considerada a

medida final de cada amostra analisada.
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3.6. Avaliacao da expressao de proteinas em aorta

3.6.1. Obtencao do extrato proteico total

A aorta toracica isolada e limpa de tecido conjuntivo e adiposo foi
homogeneizada (homogenizador de vidro) em gelo com tampéao de lise RIPA (Upstate,
EUA) contendo PMSF (1 mM), ortovanadato de sédio (10 mM), fluoreto de sédio (100
mM), pirofosfato de sodio (10 mM) e coquetel de inibidor de protease (PIC, 2 uL/mL). O
homogenato foi centrifugado (2500 rpm, 15 min, 4 °C) e o sobrenadante transferido
para um microtubo limpo. Em seguida foi medido a concentracdo de proteina em uma
aliquota (1 pL) do extrato (Pierce BCA Protein Assay kit, Rockford, IL, EUA). As
amostras (50 pg de proteina total) foram adicionado tampédo de Laemmli contendo
ditiotreitol (DTT, 350 mM) e aquecidas a 100°C por 5 minutos para reducado e

desnaturacao das proteinas.

3.6.2. Eletroforese, transferéncia e deteccao de proteinas

As amostras de extrato proteico (50 ug) foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE 7,5%) em sistema para mini blot (BioRad, Hercules, USA)
contendo solucdo de corrida (Tris 24 mM; Glicina 192 mM; SDS 0,10%) durante
aproximadamente 3 horas, a uma corrente constante de 80 Volts (Power Pac 200,

BioRad, Hercules, CA,EUA). Em um dos pocgos do gel foi aplicado um padrdo de
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proteinas marcadoras de peso molecular (Thermo Scientific, PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder, 26619).

Apés a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de PVDF
(depolivinil difluorida; Amersham, GE Health Care, U.K.) previamente ativada, por 20
segundos, com metanol. Para a transferéncia, um sistema de sanduiche foi preparado e
imersos em um médulo de transferéncia (Mini-Protean Il, BioRad, Hercules, CA, EUA)
contendo solucao de transferéncia (Tris 25 mM; Glicina 190 mM; SDS 0,05% e Metanol
20%). O sistema foi submetido a uma corrente de 230 mA (Power Pac 200, BioRad,
Hercules, CA, EUA), durante aproximadamente 14 horas.

Apoés a transferéncia as proteinas das membranas foram fixadas e coradas com
acido acético 1% por 5 minutos e seguidas de solugdo Ponceau 1% por 3 minutos. A
descoloracdo das membranas foi realizada com uma sequéncia de lavagens iniciada
com acido acético 1% (5 minutos) seguida por agua (5 minutos) e finalizando com
solugdo TBS-T (Tris-HCI 20 mM; NaCl 0,5 M e Tween 20 0,1%). Em seguida, as
membranas foram incubadas por 90 minutos com uma solugdo de bloqueio (leite
desnatado 5%; Tris-HCI 10 mM; NaCl 100 mM e Tween-20 0,1%).

Para a detecgcdo das proteinas de interesse, as membranas contento as
amostras de extrato proteico total foram incubadas por 12 horas a 4°C sob agitacao

Thr495
bl

com anticorpo primario especifico para eNOS (1:1000), **""""p-eNOS (1:1000) p-
eNOS (1:1000), HSP90 (1:1000), Gaii 2 (1:1500), Gaiz (1:2000), Src (1:1500), *™'8p-Src
(1:1000), ERK1/2 (1:1000), ""202T2045 ERK1/2 (1:2000), B-arrestina (1:500) e MR

(1:500).
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As membranas foram lavadas sucessivamente com solucédo de lavagem (Tris-
HCI 10 mM; NaCl 100 mM e Tween 20 0,1%) sob agitacdo. Posteriormente as
lavagens, as membranas foram incubadas com anticorpos secundarios especificos
(1:10.000), sendo estes diluidos em solucao de bloqueio e incubados por 90 minutos a
temperatura ambiente sob agitacdo. Apds esse periodo, realizaram-se sucessivas
lavagens com solucdo de lavagem. As proteinas de interesse foram detectadas por
uma reacdo de quimiluminescéncia utilizando um sistema de deteccdo (ECL™ normal
ou Plus). Em seguida, as membranas foram colocadas em um fotodocumentador
(ImageQuant LAS 4000 — GE Healthcare) para a revelagéo. As imagens foram salvas
para posterior analise densitométrica.

Apbs deteccdo da expressdo das diferentes proteinas de interesse, as
membranas foram incubadas com solucao de limpeza (Tris-HCI 62,5 mM; SDS 2%; B-
Mercaptoetanol 100 mM) por 15 minutos a 50°C e lavadas duas vezes com TBS-T por 7
minutos. Posteriormente, a membrana foi incubada com a solug¢do de bloqueio e todo o
protocolo de incubacéao foi repetido com anticorpo primario para detecgdo de a-actina
(1:5000). A expressao da a-actina foi medida para normalizacdo da expressao das

proteinas quantificadas.

3.7. Deteccao da expressao génica pelo método de RT-PCR

O ensaio de PCR foi realizado na Universidad Rey Juan Carlos (Madrid,
Espanha) em colaboragdo com a Profa Dra Maria Jesus Alonso e com o doutorando
Roberto Palacios. O RNA total foi obtido a partir da homogeneizagédo (POLYTRON®) de
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1 anel de aorta (4 mm) em TRIzol, de acordo com o método previamente descrito
(HERNANZ et al, 2012). O RNA extraido foi quantificado com o uso de
espectrofotometro (NanoDrop 1000, Thermo Scientific). Um total de 1 ug de RNA foi
usado para a reacado de retrotranscricdo para obtencdo do cDNA utilizando-se kit
comercial contendo 0s componentes necessarios para a reacao (TagMan Reverse
Transcription Reagents) em volume final de 50 L. As reacdes de PCR foram realizadas
em duplicata em um termociclador (ABlI PRISM 7000 Sequence Detection System,
Applied Biosystems) sendo usado na reacdo de cada amostra 1 pL de cDNA, 1 x
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 20 x TagMan Gene
Expression Assay (Osteopontina — SPP1: Rn00681031_m1) em volume final de 20 pL.
As reacdes de PCR foram realizadas nas seguintes condi¢des: 2 minutos a 50°C,
10 minutos a 95°C seguidos de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C.
Como controle de normalizagdo interna utilizamos a amplificagdgo do GAPDH
(Rn01775763_g1). A quantificagcdo da expressao génica foi calculada de acordo com o
método 224CT (LIVAK & SCHMITTGEM, 2001) utilizando como controle a expresséo

génica dos ratos nao tratados.

3.8. Medida plasmatica de aldosterona e corticosterona

As concentragdes de aldosterona e corticosterona foram determinadas em
amostras de plasma por imunoensaio enzimatico (EIA).

As amostras de sangue para a medida de aldosterona (Aldosterone EIA Kit —
Monoclonal No 10004377) foram coletadas em tubos com EDTA, centrifugadas a 3000
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rpm por 15 minutos a 4°C e entdo armazenadas a -80°C até o momento da analise. As
amostras de sangue para a medida de corticosterona (Corticosterona EIA Kit No
500651) foram coletadas em tubos com citrato, centrifugadas a 2300 rpm por 15
minutos a 4 °C e também armazenadas a -80 °C até o momento da analise.

Os métodos realizados para a deteccdo da concentracdo desses hormdnios

seguiram as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

3.9. Drogas

As drogas utilizadas foram da Sigma-Aldrich, exceto: Losartana potassica
(Medley), Espironolactona (EMS), DHE (D23107 Invitrogen), MnTMPyP (Calbiochem),
Laemmli (BioRad), ECL™ (GE Healthcare), TRIzol (Invitrogen Life Technologies),
TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems). EIA Kits (Cayman
Chemical Company). Ensaio de expressao génica (Biosystem). Anticorpos para o
ensaio de Western blot: eNOS (BD Bioscience), 5"'"’p-eNOS (Cell Signaling), "**p-
eNOS (Millipore), HSP90 (Santa Cruz), Gaii» (Upstate), Gaiz (Upstate), Src (Millipore),
4185 Sre (Invitrogen), ERK (Cell Signaling), ""2%2T2045 ERK (Cell Signaling), B-

arrestina (Santa Cruz), MR (Abcam) e a-actina (Abcam).

3.10. Expressao dos dados e analise estatistica

Os resultados estao apresentados como média + EPM. A denominagdo “n”

contida nos graficos e tabelas representa 0 numero de animais utilizados em cada
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experimento. As respostas de relaxamento a acetilcolina e ao nitroprussiato de sodio
estdo expressas como a porcentagem em relacdo ao ténus obtido pela pré-contracédo
com fenilefrina. As respostas de contracao ao KCI e a fenilefrina estdo expressas em
mN por mm (mN/mm) do comprimento de cada anel de artéria. A resposta maxima
(Rmax) e o logaritmo negativo das concentragdes do agonista que produziram 50% do
Rméax (-Log ECsp) foram obtidos pela andlise da regressao nao-linear de cada curva
concentragao-resposta utilizando o software Graph Prism 5.0 (San Diego, EUA). O
efeito da incubagdo com SOD ou L-NAME sob a resposta contratil a fenilefrina foi
comparada entre 0s grupos, e expressa como a diferenca da area abaixo da curva
concentragao-resposta (dAUC) no controle e nas situacdes experimentais. As AUCs
foram calculadas a partir de cada curva concentragcdo-resposta e as diferengcas foram
expressas como a porcentagem da AUC para o controle correspondente.

As bandas obtidas pelo experimento de Western blot foram quantificadas
mediante analise densitométrica. Para tal, as imagens salvas foram analisadas pela
quantificagdo das bandas utilizando o programa de analise de imagens Image J 1.46p
(NIH). A expressao das proteinas totais foi normalizada pela expressdo da banda
correspondente de a-actina na mesma amostra, uma vez que ndao houve diferenca
significativa da expressao proteica de a-actina entre os grupos estudados, enquanto
que as formas fosforiladas foram normalizadas pela expressdo da mesma proteina total
da amostra. A expressdo das proteinas esta apresentada como porcentagem do grupo
CT de cada membrana. A expressdo de RNA mensageiro para osteopontina foi
normalizada pela expressao de GAPDH do respectivo grupo experimental. A média do
grupo controle foi definida como 1, e as médias individuais (normalizadas) dos outros
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grupos como o nimero de vezes deste valor, baseado no método 2*4°' (LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001). A quantidade de aldosterona e corticosterona estdo expressas
em pg/ mL.

A estatistica dos dados foi realizada utilizando a analise de variancia (ANOVA),
duas vias, completamente randomizadas, seguida pelo post-hoc de Bonferroni
utilizando-se o programa GraphPad Prism Software 5.0 (San Diego, EUA). Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Massa corporal, hemodinamica arterial e indice de hipertrofia ventricular

Os 7 dias de tratamento com ISO ou veiculo, e com LOS ou ESP nao alteraram
significativamente a massa corpérea dos ratos (TABELA 1).

O tratamento com ISO ndo causou nenhuma alteracao significativa na pressao
arterial ou frequéncia cardiaca, como pode ser observado na TABELA 1. O tratamento
com LOS reduziu a PAD e a PAM em ratos controle e co-tratados com ISO, e o
tratamento com ESP n&o alterou a pressao arterial nem a frequéncia cardiaca nos
grupos avaliados (TABELA 1).

Ap6s o periodo de tratamento, o grupo ISO apresentou um aumento significativo
da massa ventricular cardiaca (~30%) em comparacao ao grupo CT (TABELA 1),
evidenciando a eficacia de nosso modelo experimental em causar hipertrofia ventricular.
Os co-tratamentos com LOS ou com ESP foram capazes de atenuar esse ganho na
massa ventricular induzido pelo ISO em 8% e 13 %, respectivamente (TABELA 1),
apontando a participagdo dos receptores AT1 e MR no remodelamento ventricular
induzido pelo ISO. LOS ou ESP n&o modificaram a massa ventricular em ratos controle

(TABELA 1).

29



TABELA 1 Pressao arterial, frequéncia cardiaca, massa corpérea e indice de hipertrofia
ventricular de ratos tratados por 7 dias com veiculo (CT) ou isoproterenol (ISO) e

co-tratados com losartan (LOS) ou espironolactona (ESP).

cT LOS ESP ISO IS0+ 150+
(n=16) (n=10) (n=9) (n=10) LOS ESP
- - - - (n=12) (n=8)

PAS (mmHg) 113+55 116+36 126+33 117+24 104+22 122+25
PAD (nmHg)  74+21 58+39* 81+40 81%27  5{+31 83 +3,2
PAM (mmHg)  93+16 77+37* 94+33 94%23 g7+36 97432
FC (bpm) 408 +8  412+14 385+11  386+6  400+14  382+9
MC final (g) 374+14 397+8  369+8  365+8 380 +7 364 +9

MV/ MC final 264+ 252+ 248+ 3,45 + 3,14 + 2,98 +
(mg/g) 0,06 0,03 0,03 0,10* 0,10 0,03"

PAS: pressao arterial sistdlica; PAD: pressao arterial diastolica; PAM: pressao arterial média; FC:
frequéncia cardiaca; MC: massa corpérea; MV: massa ventricular. Nomero de animais (“n”) utilizados
encontra-se entre parénteses. Dados expressos como média + EPM. ANOVA 2-vias: *p<0,05 vs. CT;

*p<0,05 vs. LOS ou ESP; *p<0,05 vs. ISO.
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4.2. Reatividade vascular em aorta

O delta de contragdo maxima induzido por 75 mM de KCI apresentou-se reduzido
no grupo ISO. O co-tratamento de LOS em ratos ISO ndao modificou a resposta contratil
ao KCl em comparagao ao grupo nao tratado. O co-tratamento com ESP em ratos ISO
reduziu ainda mais a contracdo ao KCIl. ESP e LOS, per se, ndo interferiram nessa
resposta (TABELA 2). Devido a essa alteracdo na resposta contratil ao KCI, optou-se
por apresentar a resposta contratil da fenilefrina em mN/mm.

As respostas de relaxamento induzidas por acetilcolina e pelo nitroprussiato de
sodio foram similares entre todos os grupos estudados (TABELA 2).

A resposta maxima de contragcdo induzida pela fenilefrina foi aumentada no
grupo ISO em comparacéao ao grupo CT, sem alteragdo da poténcia a este agonista -
adrenérgico (FIGURA 1A, TABELA 2). O tratamento com LOS nao foi capaz de reverter
este efeito do ISO (FIGURA 1B, TABELA 2). Interessantemente, ESP reduziu
significativamente a contragdo aumentada a fenilefrina causada pelo tratamento com
isoproterenol, normalizando-a a niveis do respectivo grupo controle (FIGURA 1C,
TABELA 2). Os tratamentos apenas com ESP ou LOS per se ndao modificaram a

resposta contratil da fenilefrina (TABELA 2).
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TABELA 2 Contragdo méaxima induzida por KCI 75 mM, poténcia (-Log ECsy) e resposta
maxima (Rmax) de relaxamento, induzidos pela acetilcolina e nitroprussiato de

sédio, e de contracdo, induzida pela fenilefrina, em anéis de aorta de ratos

tratados por 7 dias com veiculo (CT) ou isoproterenol (ISO) e co-tratados com

losartan (LOS) ou espironolactona (ESP).

ISO+ ISO+
ESP |
CT LOS S SO LOS ESP
A KCI (mN/mm) 883£03 841+04 880£03 736+03" 780£03 654+04
Rmax 88+14  88+24  92+19  92+19  89%21  95£19
Acetilcolina (%) -Log ECs, 7,3+0,04 74£009 75+007 74007 74£009 7,4+0,04
oo (T 800 0w wen win o
de sodio (%) 09 FVw 120, 720, 120, 80, 720, 020,
, % + #
Fenileffina Rmax 6405 63+03 66+02 88+05 86+04" 6303
(mN/mm) -Log ECsy 6,7+0,06 68009 68+005 68+006 68+0,08 680,06

Dados expressos como média + EPM. ANOVA 2-vias: *p<0,05 vs. CT; *p<0,05 vs. LOS; * p<0,05 vs.

ISO.
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FIGURA 1 Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos tratados por 7
dias com veiculo (CT) ou isoproterenol (ISO) (A) e co-tratados com losartan (LOS)
(B) ou espironolactona (ESP) (C). Os dados estao expressos como média + EPM. O
numero de animais (n) utilizados esté indicado entre parénteses. ANOVA 2-vias.
*p<0,01; ** p<0,001 vs. respectivo grupo controle.
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Uma vez que, apenas o co-tratamento com ESP foi eficaz em prevenir o
aumento da resposta contratil a fenilefrina induzido pelo isoproterenol, evidenciando o
papel do receptor MR nessa disfungdo vascular, fomos investigar quais os fatores
estavam envolvidos no efeito benéfico do antagonismo do receptor MR.

Assim, avaliamos o papel do NO, incubando alguns anéis com o inibidor da NOS,
o L-NAME. Essa incubacéao resultou em um aumento da reposta maxima e da poténcia
da fenilefrina em todos os grupos estudados (FIGURA 2A-B, TABELA 3). Entretanto, o
aumento da resposta maxima da fenilefrina induzido pelo L-NAME é mais significativo
nos anéis de aorta dos grupos CT, ESP e ISO+ESP do que no grupo ISO (FIGURA 2A
e 2B, TABELA 3). Apo6s a incubacao com L-NAME nao ha diferengas na resposta
contratil a fenilefrina entre os grupos estudados (TABELA 3). A dAUC entre as curvas
concentragao-resposta a fenilefrina na presenca e auséncia de L-NAME foi menor na
aorta do grupo ISO do que observada no grupo controle, e o co-tratamento com ESP foi
capaz de prevenir essa reducao (FIGURA 2C).

Também avaliamos a participagéo do anion superoxido na resposta da fenilefrina
incubando alguns anéis com SOD. A incubagcdo com SOD no grupo CT ou tratados
apenas com ESP nao causou efeito significativo na resposta contratil a fenilefrina
(FIGURA 3A e 3B, TABELA 3). Nos anéis de aorta do grupo I1SO, a SOD reduziu a
Rmax da fenilefrina, sem alterar a poténcia a este farmaco (FIGURA 3A, TABELA 3),
efeito este que foi abolido no grupo ISO+ESP (FIGURA 3B, TABELA 3). A dAUC
calculada entre presencga e auséncia de SOD foi maior no grupo ISO do que no grupo

controle, e o co-tratamento com ESP foi capaz de prevenir este aumento (FIGURA 3C).
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TABELA 3 Efeito das incubagdes com o inibidor da 6xido nitrico sintase (L-NAME) e super6xido

dismutase (SOD) na resposta contratil a fenilefrina (E+) em anéis de aorta de ratos

tratados por 7 dias com veiculo (CT) ou isoproterenol (ISO) e co-tratados com

espironolactona (ESP).

ISO+
CT ESP ISO cor
Emax  64+05 66402 88+05  63+03"
E+ (mMN/mm)

LogECsx, 67+006 68+005 68+006 68+006
£ LNAME Eméx 118+07" 122406 104+04° 106+06"
(mN/mm)  -Lo9ECso 2.\ 50g: 731004 742006 7.3%007
£./SOD Eméx 59406 62+05 71+02° 64+05
(mN/mm)  -LogECs, 66008 66+009 66£007 66%0,12

Dados expressos como média + EPM. ANOVA 2 vias: *p<0,05 vs. CT; *p<0,05 vs. ISO; *p<0,05
ou ""p<0,001 vs. anel E+ sem incubagao.
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FIGURA 2 Curvas concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos tratados por 7
dias com veiculo (CT) ou isoproterenol (ISO) e co-tratados espironolactona (ESP)
incubados com o inibidor da o6xido nitrico sintase, L-NAME (100 uM) (A-B). Os
dados estao expressos como média £ EPM. O numero de animais (n) utilizados esta
indicado entre parénteses. ANOVA 2-vias. * p<0,01; ** p<0,001 vs. respectivo grupo
controle; " p<0,05 vs. grupo sem incubag@o com L-NAME. dAUC calculada em anéis
de aorta com e sem incubacdo com L-NAME (C); dAUC esta expressa como
porcentagem da AUC correspondente a curva de fenilefrina obtida em anéis de
aorta sem incubacdo. ANOVA 2-vias. *p<0,05 vs. CT; *p<0,05 vs. ISO.
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FIGURA 3 Curvas concentragcédo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos tratados por
7 dias com veiculo (CT) ou isoproterenol (ISO) e co-tratados espironolactona (ESP)
incubados com a superéxido dismutase, SOD (150 U/mL) (A-B). Os dados estédo
expressos como média £+ EPM. O nimero de animais (n) utilizados estd indicado
entre parénteses. ANOVA 2-vias. * p<0,01; ** p<0,001 vs. respectivo grupo controle;
*p<0,05 vs. grupo sem incubacdo com SOD. dAUC calcular em anéis de aorta com
e sem incubag¢do com SOD (C); dAUC esta expressa como porcentagem da AUC
correspondente a curva de fenilefrina obtida em anéis de aorta sem incubagéo.
ANOVA 2-vias. *p<0,05 vs. CT; #p<0,05 vs. ISO.
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4.3. Avaliacao da producao de oxido nitrico e de espécies reativas de oxigénio em

aorta

Em condicbes basais observou-se que o grupo tratado com ISO apresenta uma
reducado na producao de NO, a qual é indicada pela reducao da fluorescéncia emitida
pelo DAF-2 quando comparado ao grupo CT (FIGURA 4A-B). O co-tratamento de ISO
com ESP foi eficaz em prevenir a reducao na producdo de NO (FIGURA 4A-B). O
tratamento com ESP, per se, ndo modificou a producao de NO basal na aorta (FIGURA
4A-B).

As aortas do grupo tratado com ISO apresentaram um aumento na fluorescéncia
emitida ao DHE quando comparado ao grupo CT, indicando um aumento na produgéao
de EROs nesta artéria (FIGURA 5A e C). O co-tratamento com ESP foi capaz de reduzir
a produgcdo de EROs aumentada pelo ISO em niveis similares ao observado no
respectivo grupo controle ESP (FIGURA 5A e C). A incubacao de alguns cortes de
aorta com L-NAME reduziu a fluorescéncia ao DHE apenas em aortas do grupo ISO
(FIGURA 5B e C), indicando a produgcdo de EROs pela NOS. O mimético da SOD
MnTMPyP praticamente aboliu a fluorescéncia do DHE demonstrando que o anion

superoxido é a principal EROs detectada pelo DHE nestes vasos.
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FIGURA 4 Avaliagdo da producdo de o6xido nitrico (NO) basal pela fluorescéncia da

o

ISO+ESP

diaminofluoresceina (DAF, 8 uM) (A) basal em cortes transversais de aorta de
ratos tratados por 7 dias com veiculo (CT) ou isoproterenol (ISO) e co-tratados
com espironolactona (ESP). As imagens representativas de DAF basal (objetiva
20X) estao expressas em (B). O numero de animais (n) esta expresso dentro das
barras. As barras representam média + EPM. ANOVA 2-vias: *p<0,05 vs. CT;
*0<0,05 vs. ISO. E= camada endotelial. Barra branca= 100 pm.
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FIGURA 5 Avaliacdo da producado de espécies reativas derivadas do oxigénio (EROs) pela
fluorescéncia a dihidroetidina, DHE (2 uM) (A) basal e (B) na presenca de +L-NAME
em cortes transversais de aorta de ratos tratados por 7 dias com veiculo (CT) ou
isoproterenol (ISO) e co-tratados com espironolactona (ESP). As imagens
representativas de DHE basal e na presenca de L-NAME ou de mimético da SOD
(MnTMPyP) (objetiva 20X) estédo apresentadas em C. O numero de animais (n) esta
expresso dentro das barras. As barras representam média £+ EPM. ANOVA 2-vias:
*p<0,05 vs. CT; #p<0,05 vs. ISO. E= camada endotelial. Barra branca= 100 pm.
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4.4. Expressao génica e proteica em aorta

O tratamento com ISO aumentou a expressao proteica da eNOS na aorta desses
animais e o co-tratamento com ESP nao foi capaz de alterar essa resposta (FIGURA
6A). Entretanto, a fosforilacdo da eNOS em seu residuo de ativacdo serinal177,
encontra-se reduzida pelo tratamento com ISO, e novamente esse parametro nao foi
alterado pelo co-tratamento com ESP (FIGURA 6B). A fosforilagdo da eNOS em seu
residuo de inativagdo treonina 475 nao foi alterada entre os grupos (FIGURA 6C).

A expressdo da chaperona HSP90, uma proteina estabilizadora da forma
dimérica da eNOS, foi reduzida pelo tratamento com ISO e, interessantemente, o co-
tratamento com ESP preveniu essa reducao (Figura 6D).

O tratamento por 7 dias com ISO foi capaz de aumentar a expressao proteica
das proteinas Gaii2 (FIGURA 7A), p-Src (FIGURA 7D), ERK1/2 (FIGURA 8A), p-
ERK1/2 (FIGURA 8B) e B-arrestina (FIGURA 8D), sem alteracao da expressao proteica
de Gaiz (FIGURA 7B), Src (FIGURA 7C) e do receptor MR (FIGURA 8C). O co-
tratamento de ISO e ESP reverteu os efeitos observados do ISO na expressao destas
proteinas (FIGURA 7 e 8).

O tratamento com ISO aumentou a expressdo génica da osteopontina e o co-

tratamento com ESP foi capaz de prevenir este efeito (FIGURA 9).
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FIGURA 6 Expressao proteica da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) total (A) e fosforiladas
no residuo serina 1177 (**"""’p-eNOS) (B) e treonina 495 (""***p-eNOS) (C) e da
chaperona HSP-90 (D) em aortas de ratos controle (CT), tratados com isoproterenol
(ISO) e co-tratados com espironolactona (ESP). A expressao das proteinas estao
apresentadas como porcentagem do grupo CT. O numero de animais (n) esta
expresso dentro das barras. Dados estdo expressos como média £+ EPM. ANOVA 2-

vias, p<0,05: * vs. CT; * vs. ISO; * vs. ESP.
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isoproterenol (ISO) e co-tratados com espironolactona (ESP). Imagens
representativas estdo apresentadas no painel inferior de cada grafico. A expressao
das proteinas estdo apresentadas como porcentagem do grupo CT. O numero de
animais (n) esta expresso dentro das barras. Dados expressos como média + EPM.

ANOVA 2-vias, p<0,05: * vs. CT; * vs. ISO; * vs. ESP.
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FIGURA 8 Expressao proteica da ERK1/2 total (A) e fosforilada no residuo Thr202/Tyr204
(Tr202Tr204n ERK1/2), do receptor MR (C) e da B-arrestina (D) em aorta de ratos

controle (CT) e tratados com isoproterenol (ISO) e co-tratados com espironolactona

(ESP). Imagens representativas estdo apresentadas no painel inferior de cada
grafico. A expressao das proteinas estdo apresentadas como porcentagem do
grupo CT. O numero de animais (n) esta expresso dentro das barras. Dados
expressos como média + EPM. ANOVA 2-vias, p<0,05: * vs. CT; * vs. ISO.
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FIGURA 9 Expressado génica da osteopontina em aortas de ratos controle (CT), tratados com
isoproterenol (ISO) e co-tratados com espironolactona (ESP). A expressdao de RNA
mensageiro foi avaliada por PCR em tempo real e estd representada como
porcentagem do valor médio obtido em ratos controles normalizado pelo ciclo
correspondente para GAPDH. O numero de animais (n) esta expresso dentro das
barras. Dados expressos como média + EPM. ANOVA 2-vias, p<0,05: * vs. CT; * vs.
ISO.
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4.5. Medida plasmatica de aldosterona e corticosterona

O tratamento com ISO nao alterou a concentracdo plasmatica de aldosterona
enquanto que o tratamento com ESP aumentou essa concentracdo em ratos ESP e
ISO+ESP (FIGURA 10A). A concentragdo de corticosterona ndo foi modificada

significativamente entre os grupos (FIGURA 10B).
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FIGURA 10 Valores plasmaticos de (A) aldosterona e (B) corticosterona de ratos controle
(CT), tratados com isoproterenol (ISO) e co-tratados com espironolactona (ESP).
O numero de animais (n) esta expresso dentro das barras. Dados expressos
como média = EPM. ANOVA 2-vias, p<0,05: * vs. CT; * vs. ISO.
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5. DISCUSSAO

Trabalhos anteriores do nosso grupo demonstraram que a exposicao prolongada
ao agonista B-adrenérgico isoproterenol, além de causar remodelamento cardiaco, é
capaz de aumentar a resposta constritora a fenilefrina em aorta de ratos via reducao da
biodisponibilidade de NO e aumento da producao de anion superdxido (DAVEL et al.,
2006; 2008). Além disso, demonstrou-se previamente que a espironolactona, um
antagonista do receptor MR, previne as alteracbes cardiacas causadas pelo
isoproterenol: hipertrofia, fibrose, inflamacado e disfungdo diastdlica, via reducado do
principal mediador de acdo celular da aldosterona, o SGK1 (MARTIN-FERNANDEZ et
al, 2012). E no presente estudo estamos mostrando pela primeira vez que as
alteracdes vasculares causadas pela ativacdo sustentada dos receptores B-AR via
tratamento com isoproterenol sao prevenidas pela espironolactona, mas néo pelo
losartan, em aorta de ratos. O uso de espironolactona normalizou a biodisponibilidade
de NO, o estresse oxidativo e hipercontratilidade a fenilefrina induzidas no grupo 1SO,
associado a reversao do aumento da expressao proteica de Ga;, p-Src, ERK1/2, p-
ERK1/2 e pB-arrestina e da expressdo génica de osteopontina causados pela
hiperativagéo dos receptores B-AR; além de normalizagdo dos niveis proteicos de HSP-
90, chaperona crucial para estabilizacdo da forma dimérica da eNOS. Em conjunto, os
dados indicam uma associag¢ao da via do receptor B-AR e receptor MR, independente
do receptor AT, e reforga o papel da hiperativagcao ($-adrenérgica e do receptor MR na

patogénese da injuria vascular, mesmo na auséncia de alteracdes da pressao arterial.
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No modelo experimental utilizado, induzimos a hiperativacdo dos receptores B-
AR através da administracdo diaria de isoproterenol por 7 dias. Como descrito por
outros autores, esta dose e tempo de administracao € capaz de causar remodelamento
cardiaco dependente da ativacdo do receptor B-AR, sem alteracbes hemodinamicas
arteriais ou ventriculares significativas (TAYLOR & TANG, 1984; DAVEL et al., 2006,
2008; KIM et al, 2012). O remodelamento cardiaco é iniciado ap6s 24 horas de
administracdo da primeira dose de isoproterenol, atinge o maximo apés 4 dias de
administracao e platoniza com 7 dias (TAYLOR & TANG, 1984; TANG et al., 1987). De
acordo, observou-se no presente estudo que a administragéo diaria de isoproterenol por
7 dias causou aumento da razdo massa ventricular/massa corporal sem alterar a
pressao arterial avaliada diretamente por canulagao da artéria carétida direita. Sabe-se
que alteragbes hemodinamicas podem induzir per se sinalizacbes vasculares,
detectadas por integrinas e canais i6nicos da membrana plasmatica das células
vasculares sensiveis a deformagdes mecanicas causadas pelo estresse de
cisalhamento do sangue nas células endoteliais e/ou pelo estiramento das células
musculares lisas (LEHOUX et al., 2006). Assim, o presente modelo experimental é
vantajoso no sentido que permite avaliar os efeitos vasculares da hiperativagdo dos
receptores 3-AR independente de alteragdes hemodinamicas.

O aumento de massa ventricular observada no grupo ISO foi parcialmente
prevenido pela coadministracdo do antagonista AT, o losartan, apesar de este farmaco
ndo apresentar efeitos sobre as alteragbes vasculares induzidas pelo isoproterenol em
anéis de aorta. O papel da angiotensina Il mediando os efeitos cardiacos da
hiperativagdo dos receptores B-AR ainda € controverso. LEENEN e colaboradores
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(2001) observaram que o tratamento com isoproterenol aumenta a atividade da renina
plasmatica, e os niveis de angiotensina | e Il plasmaticos e cardiacos, mas o tratamento
com losartan ou quinapril ndo modifica nem a hipertrofia nem a fibrose cardiaca
induzida pela hiperativagao B-AR. Em contraposicado, GRIMM e colaboradores (1998;
1999) demonstraram que o uso do losartan ou do inibidor da ECA, ramipril, reduziu
significativamente a hipertrofia e a fibrose cardiaca induzida pelo isoproterenol. Mas
vale ressaltar que nos trabalhos de GRIMM e colaboradores, a dose de isoproterenol
administrada foi capaz de induzir insuficiéncia cardiaca, indicando que o efeito anti-
hipertréfico do bloqueio do SRA neste caso poderia ser secundario a alteragoes
hemodinamicas induzidas pelo bloqueio AT.

A reducdo da pressao arterial em animais tratados com antagonistas do receptor
AT, foi descrita previamente em outros estudos (GRIMM et al., 1998; COLLISTER &
HENDEL, 2003; ZHANG et al.,, 2007). O efeito hipotensor do tratamento com LOS
parece ser independente do efeito do anestésico, uma vez que estudos que utilizaram
de medidas de pressdao em rato acordados por pletismografia de cauda (ZHANG et al.,
2007) ou por telemetria (COLLISTER & HENDEL, 2003) observaram o mesmo efeito
hipotensor do losartan. Vale ressaltar que camundongos deficientes para o receptor
ATq, apresentam reducdo da presséo arterial sistdlica quando comparado ao grupo
controle, sugerindo que a hipotensdo é diretamente relacionada a menor ou nao
ativacao deste receptor (ZHANG et al., 2007), semelhante ao observado com o uso do
antagonista do receptor ATy, o losartan. Outra hipdtese que poderia explicar a
hipotens&do observada nos animais tratados com LOS estaria relacionada a sintese de
outros peptideos do sistema renina-angiotensina (SRA) a partir da angiotensina I,

49



como a angiotensina 1-7. Nesse sentido, COLLISTER & HENDEL (2003) observaram
que o tratamento com losartan (10 mg/kg/dia) em ratos consumindo uma dieta com
quantidade normal de s6dio apresentam hipotensao, associado a aumento dos niveis
de angiotensina 1-7; e o tratamento com A779, antagonista da agdo da angiotensina 1-
7, atenuou a hipotensdo causada pelo tratamento apenas com LOS, sugerindo que a
angiotensina 1-7 pode contribuir para o efeito hipotensor do losartan. Entretanto, apesar
dos efeitos hipotensor e anti-hipertréfico observados nos grupos tratados com losartan
no presente estudo, este farmaco nao foi capaz de prevenir os efeitos na funcao
vascular induzidos pela hiperativacao -adrenérgica.

A espironolactona além de atenuar o efeito hipertréfico cardiaco do tratamento
com isoproterenol preveniu as alteragbes vasculares induzidas pela hiperativagao -AR,
normalizando a reatividade da aorta toracica, especificamente a aumentada resposta
contratil a fenilefrina observada, sem alterar a pressdo arterial dos animais. Em
somatodria, dados prévios de nosso grupo de pesquisa demonstraram que o bloqueio do
receptor MR com espironolactona previne o remodelamento cardiaco induzido pelo
tratamento com isoproterenol em ratos, inibindo a sintese de colageno, de enzimas
oxidantes e de citocinas pré-inflamatérias (MARTIN-FERNANDEZ et al., 2012). Estes
dados sugerem que a ativacdo do receptor MR esta envolvida nos efeitos
cardiovasculares da hiperativacdo [(-adrenérgica. De acordo com esta hipdtese,
observamos um aumento da expressao génica de osteopontina na aorta dos animais do
grupo ISO, que foi prevenido pelo tratamento com espironolactona. A osteopontina é
uma glicofosfoproteina multifuncional secretada por diversos tipos celulares incluindo

células endoteliais e de musculo liso vascular (O'BRIEN et al., 1994; SUGIYAMA et al.,
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2005; FU et al, 2012). A ativagcdo do receptor MR induz a expressdo génica da
osteopontina de maneira tempo dependente tanto em células endoteliais como em
células de musculo liso vascular, sendo esta responsavel por iniciar as alteracoes
vasculares causadas por este horménio, sendo mediadora dos efeitos pro-inflamatérios
e pro-fibréticos da aldosterona (SUGIYAMA et al.,, 2005; FU et al., 2012). Assim,
sugere-se que o tratamento com isoproterenol cursa com a ativacdo da sinalizacao
celular induzida pelo receptor MR na aorta.

A importancia clinica da osteopontina tem sido demonstrada, uma vez que ha
uma correlagdo positiva entre o0 grau de severidade da insuficiéncia cardiaca com o
aumento de osteopontina plasmatica (ROSENBERG et al, 2008). A utilizacdo de
antagonistas do receptor MR reduz a expressdo génica de osteopontina tanto em
coracado (NAGATA et al., 2006) quanto em aorta de ratos hipertensos (LEA et al., 2009),
reforcando o papel da ativacdo do receptor MR na indugdo génica de osteopontina.
Assim, nossos dados indicam que ha ativacdo da via do receptor MR na aorta dos
animais tratados com ISO e a inibigcdo desta via esta associada aos efeitos benéficos da
espironolactona.

Na aorta dos animais do grupo ISO observamos uma redugéo da participagao do
NO na resposta contratil da fenilefrina, o que pode ser evidenciado pelo menor efeito da
incubacao com L-NAME na aorta desses animais. Essa reducao foi associada a menor
producéo e/ou biodisponibilidade de NO nesses vasos, uma vez que a fluorescéncia ao
DAF-2, sonda especifica para marcar NO, foi reduzida na aorta do grupo I1SO. Além
disso, quando os anéis de aorta foram incubados com SOD, houve a normalizagdo da
contracé@o a fenilefrina na aorta de ratos 1SO. A fluorescéncia ao DHE corroborou este
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dado, apresentando-se elevada em aorta dos animais ISO e corrigida pela incubacao
dos cortes com o mimético da SOD, MnTMPyP. Em conjunto estes dados evidenciam
que ha um aumento de EROs, nesse caso, de anion superdxido, mediando o aumento
da resposta contratii a fenilefrina, e provavelmente associado a redugcdao da
biodisponibilidade de NO. Estes dados estdo de acordo com resultados prévios de
nosso grupo de pesquisa e de outros pesquisadores que demonstraram que aorta de
ratos tratados por 7 dias com isoproterenol apresentam estresse oxidativo e aumento
da contratilidade a fenilefrina, sem alteracédo da funcao relaxante vascular (KRENEK et
al., 2006; DAVEL et al., 2006; 2008; FUKUDA et al., 2008).

O tratamento com espironolactona preveniu o aumento da contratilidade a
fenilefrina, associado a um aumento da biodisponibilidade de NO e redugao do estresse
oxidativo induzido na aorta de ratos do grupo ISO, indicando o envolvimento da
sinalizacdo do receptor MR no desbalanco NO/anion superéxido vascular observado
neste modelo experimental. Ja foi demonstrado que a aldosterona aumenta o estresse
oxidativo tanto em células musculares lisas (CALLERA et al., 2005) quanto em artéria
mesentérica (XAVIER et al., 2011) de ratos SHR, de maneira dependente da
estimulagcao do receptor MR. Assim, € plausivel a hipétese de que ligantes do receptor
MR possam mediar os efeitos oxidantes da ativacao crénica dos receptores B-AR nas
células vasculares.

Apesar da reducdo dos niveis basais de NO observados na aorta do grupo 1SO,
a expresséao proteica total da eNOS foi aumentada. Assim, levantamos a hipotese que a
reducdo dos niveis basais de NO poderia estar relacionada a alteragdes péds-
traducionais da eNOS, como alteragdes na fosforilacdo em sitios de ativagdo e
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inativacao, desacoplamento da eNOS, reducao de substrato e/ou co-fatores, como a L-
arginina e a tetrahidrobiopterina (BH4) e/ou menor interagdo com a HSP-90 (CARNICER
et al., 2013). Avaliamos entéo a fosforilacdo da eNOS em seu sitio de ativacao serina
1177 e no sitio de inativacdo treonina 495. Nao foram observadas alteragbes na
fosforilacdo dessa enzima em treonina 495, mas houve reducéo da expressao da eNOS
fosforilada em serina 1177 na aorta do grupo ISO, indicando uma menor atividade desta
enzima para sintetizar NO, mesmo com um aumento da sua expressao total. Apesar da
reducao da fosforilacao da eNOS em serina 1177 e do estresse oxidativo induzidos pela
hiperativagdo B-adrenérgica, a aorta dos animais tratados com isoproterenol nao
apresentou alteracdo do relaxamento dependente do endotélio induzido pela
acetilcolina. Este resultado esta de acordo com dados prévios da literatura (KRENEK et
al., 2006; DAVEL et al., 2006) e é possivel que apesar do NO basal estar prejudicado, a
estimulacdo da producdo de NO pela acetilcolina esteja mantida pelo aumento da
eNOS total.

Na aorta do grupo ISO, a expressao da proteina HSP-90 foi reduzida, e o
tratamento com espironolactona foi capaz de prevenir esse efeito. A HSP90 é uma
chaperona envolvida no trafego e no acoplamento de proteinas, e este envolvimento
estende-se & eNOS. GARCIA-CARDENA e colaboradores (1998) demonstraram em
lisado de aorta que a eNOS e HSP90 formam um complexo, e que esta interacao
aumenta a atividade da eNOS. A interacdo da eNOS com a HSP90 estabiliza a forma
dimérica da eNOS, e assim aumenta a producédo de NO (PRITCHARD et al., 2001; OU
et al., 2003), enquanto que uma redugao da interagdo da HSP90/eNQOS, além de reduzir

a producao de NO, aumenta a producdo de anion superoéxido via eNOS (PRITCHARD
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et al., 2001; SONG et al.,, 2002). Assim, a reducdo da quantidade de HSP90, em
conjunto com a normalizacdo da producdo de EROs nas aortas incubadas com L-
NAME, sugere a geracdo de anion superéxido via eNOS em resposta a
hiperestimulagao p-AR.

O co-tratamento do grupo ISO com ESP nao alterou nem a expressao
aumentada da eNOS, nem sua reduzida fosforilacdo em serina 1177. Ja foi
demonstrado que o bloqueio do receptor MR pode melhorar a producdo de NO por
aumentar a expressao de eNOS total e fosforilada em serina 1177 em aorta de animais
com insuficiéncia cardiaca (THAI et al., 2006; SARTORIO et al., 2007) e SHR (SANZ-
ROSA et al., 2005b). Entretanto, ndo parece ser por este mecanismo que O
antagonismo do receptor MR aumenta a produgao de NO em aorta de ratos submetidos
a hiperativacao dos receptores B-AR. Interessantemente, a espironolactona normalizou
a expressao proteica de HSP90 vascular e a producéao de anion superéxido dependente
de NOS. Assim, o presente estudo destaca pela primeira vez na literatura um efeito
benéfico do antagonismo MR em reduzir o estresse oxidativo vascular associado a
normalizagdo do contetudo de HSP90. Este efeito provavelmente causa a estabilizacao
da forma dimérica da eNOS, o que melhora sua atividade em sintetizar NO e reduz a
producéo de anion superoxido.

Tem sido demonstrado que antagonistas do receptor MR apresentam efeito
antioxidante, e este € um mecanismo associado a normalizacdo do tébnus vascular e
biodisponibilidade de NO em diferentes modelos experimentais de doencas
cardiovasculares (RAJAGOPALAN et al., 2002; VIRDIS et al., 2002; SARTORIO et al.,

2007; NAKAMURA et al.,, 2011; SCHAFER et al., 2013). O efeito antioxidante dos
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antagonistas dos receptores MR tem sido principalmente relacionado a inibicdo da
atividade da enzima NADPH oxidase (RAJAGOPALAN et al., 2002; VIRDIS et al., 2002;
SARTORIO et al., 2007; NAKAMURA et al., 2011; SCHAFER et al., 2013). Nesse
sentido, a eplerenona por atenuar a geracdo de EROs da NADPH oxidase, reduz a
oxidacao de BH4, que é um importante cofator para a producédo de NO pela eNOS, por
manter a eNOS dimerizada (IMANISHI et al., 2008). Entretanto, ja foi demonstrado que
um aumento da atividade da NADPH oxidase ndo parece ser 0 mecanismo associado
ao estresse oxidativo induzido pela hiperativacdo B-AR neste modelo experimental
(DAVEL et al., 2006).

A ativacao crbnica dos receptores 3-AR pode cursar com a sua desensibilizacéo
e desacoplamento da proteina Gas por ativacdo da via GRK-2/B-arrestina, além de
mudanca da via de sinalizacao de Gas para Ga; (BRISTOW, 2011). Assim, levantamos
a hipétese que os efeitos vasculares da ativagdo sustentada dos receptores (B-AR
induzida pelo tratamento com isoproterenol poderiam ser mediados pela via Ga; e/ou
GRK-2/B-arrestina, e que o bloqueio dos receptores MR poderia apresentar efeito
benéfico modulando a expressao destes fatores. Nossos dados demonstraram um
aumento da expressao proteica de [-arrestina e da proteina Gaiji 2 na aorta do grupo
ISO, sugerindo que a sinalizacdo celular associada a estas duas proteinas estédo
primariamente envolvidos nos efeitos vasculares da hiperativacao dos receptores 3-AR.
Apesar da regulacdo positiva da B-arrestina, o efeito vasodilatador induzido pela
administracdo de isoproterenol in vitro diretamente nos anéis de aorta do grupo ISO é
preservado (DAVEL et al., 2006), indicando que a sinalizagao do receptor 3-AR aguda
esta mantida.
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A ligagao do receptor B-AR com a proteina Ga; ativa uma via de sinalizagao
associada a ativacao das proteinas Src e ERK (DAAKA et al., 1997; BAILLIE et al.,
2003). Além disso, a proteina B-arrestina associa-se a MEK1 (MAPK kinase) e ativa a
ERK (SHENOQY et al., 2006; MENG et al., 2009). De acordo, observamos um aumento
da fosforilacdo de Src e de ERK1/2 na aorta do grupo I1SO. Corroborando esses dados,
BAILLIE e colaboradores (2003) demonstraram que em cardiomiécitos a ativacao dos
receptores B-AR com isoproterenol muda o acoplamento desse receptor da proteina
Gas para Ga;, agora ativando a cascata de sinalizagdo da ERK1/2. E dados recentes de
nosso grupo demonstram que a ativagédo crénica do receptor B.-AR é associada a um
aumento da expressdo de p-ERK1/2 em aorta de camundongos (DAVEL et al,
submetido). No presente estudo, demonstramos ainda que o aumento da expressao
proteica de Ga;, p-arrestina, p-Src, ERK1/2 e p-ERK1/2 foram prevenidos pela
coadministracdo de isoproterenol e espironolactona. Estudo prévio demonstrou que a
estimulacao de células musculares lisas com aldosterona pode ativar Src e ERK1/2 em
minutos, estendendo-se por horas, efeito mediado por receptor MR (CALLERA et al.,
2005). Assim, é plausivel a hipétese de que um ligante do receptor MR possa estar
envolvido na sinalizacdo celular associados aos efeitos vasculares da estimulacao f-
adrenérgica sustentada.

A aldosterona e os glicocorticoides corticosterona e cortisol se ligam ao receptor
MR aproximadamente com a mesma afinidade (ARRIZA et al., 1987). No presente
estudo medimos as concentragdes plasmaticas de aldosterona e corticosterona,
principal glicocorticoide em roedores, utilizando kits comerciais de imunoensaio

enzimatico especificos. Observamos que o tratamento com isoproterenol ndo modificou
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as concentracdes plasmaticas de aldosterona nem de corticosterona. Este resultado foi
diferente do observado em estudo prévio da literatura onde obtiveram aumento de
aldosterona plasmatica em ratos tratados com isoproterenol (GRIMM et al.,, 1998).
Entretanto, neste prévio estudo os autores utilizaram uma dose de isoproterenol 500x
maior (150 mg/kg) que a do atual trabalho, sendo capaz de induzir alteracbes
hemodinamicas significativas, se caracterizando como modelo de insuficiéncia
cardiaca, dificultando a interpretacao dos efeitos da hiperativacao -adrenérgica per se
no SRAA. Além disso, ndao podemos descartar a hipdétese de que, apesar de nao
modificar as concentragbes plasmaticas de aldosterona e corticosterona, a
hiperativagdo B-adrenérgica no modelo utilizado no presente estudo possa modular a
producao local desses hormdnios como no tecido adiposo perivascular, uma vez que ja
foi demonstrado que adip6citos isolados apresentam maquinaria funcional para
sintetiza-los (BRIONES et al., 2012). Considerando-se que nao houve alteracao nem da
quantidade de receptor MR vascular, nem da concentracdo plasmatica de seus
principais ligantes enddgenos, sugere-se que o tratamento com isoproterenol aumenta
a afinidade do receptor MR por algum dos seus ligantes.

Apesar de aldosterona e glicocorticoides terem afinidade pelo receptor MR,
trabalhos demonstram que os glicocorticoides s6 podem ativar uma resposta biologica
via receptor MR em circunstancias especificas, por exemplo, quando ha estresse
oxidativo tecidual (FUNDER et al., 2007; BREM, 2012). FUNDER (2005) prop6s que
complexos MR/glicocorticoides podem ser transcricionalmente ativos com a geracao de
EROs. Assim, uma vez que na aorta dos animais tratados com isoproterenol ha um

aumento da geracdo de EROs, é possivel que ocorra uma ativagdo da sinalizagdo do
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receptor MR via glicocorticoides no tecido sob injuria, que €& prevenido pela
administracdo de espironolactona. De acordo com esta hipotese, NAGATA e
colaboradores (2006) demonstraram que a eplerenona apresenta efeito benéfico
cardiaco em ratos sensiveis ao sal (Dahl salt-sensitive - DS) alimentados com alto
s6dio, mesmo com baixos niveis plasmaticos de aldosterona e niveis controle de
corticosterona. Os autores demonstraram que o estresse oxidativo no coracado dos
animais DS é revertido pela eplerenona, sugerindo que o aumento de EROs pode
desencadear a sinalizacao celular via glicocorticoides/receptor MR. Neste mesmo
sentido MICHEA e colaboradores (2008) demonstraram em um modelo animal de
hipertenséo arterial causada por nefrectomia 5/6 em ratos apesar de ndo apresentarem
alteracao plasmatica ou tecidual cardiaca dos niveis de aldosterona e corticosterona,
apresentam aumento da expressao génica e proteica da SGK1 associado com estresse
oxidativo, reforcando o papel do estresse oxidativo na ativacdo da sinalizacdo do
receptor MR.

A seletividade do receptor MR é regulada pelas enzimas 113-HSD1 e 113-HSD2
(ARRIZA et al,, 1987; BREM, 2012). 113-HSD1 atua como uma enzima bidirecional
com a direcao dependente do estado redox do cofator NADP(H) (BREM, 2012): NADP
direciona a reacdo para a inativacdo dos glicocorticoides enddgenos pela reagdo de
desidrogenase, enquanto que o NADPH promove a regeneragao dos glicocorticoide, de
modo que o estado redox da célula ira direcionar a reacao enzimatica (BREM, 2012). Ja
a enzima 11B-HSD2 atua como desidrogenase, convertendo corticosterona/cortisol em
cortisona, metabdlito inativo, e assim favorece a ligagdo da aldosterona ao receptor MR
(FREY et al., 2004). Se houver inibicao da atividade da 11p-HSD2, consequentemente
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h& acumulo de glicocorticoides, favorecendo a ligagdo e agédo destes sobre o receptor
MR (BREM, 2012). Assim, as isoformas da 11B-HSD e o estado redox tem papel
limitante em determinar a especificidade do receptor MR e sua ativagcao pelos
glicocorticoides no tecido vascular (BREM, 2012). Nesse sentido, ndo podemos excluir
a hip6tese de que a hiperativacdo p-adrenérgica possa influenciar a expressao e/ou
atividade das enzimas 11B3-HSD, diretamente ou via estresse oxidativo, e assim facilitar
a acao de glicocorticoides no receptor MR e a sinalizacao celular subsequente, que é
inibida pela administragdo de espironolactona.

Ha dois antagonistas de receptor MR amplamente utilizados na literatura: a
eplerenona e a espironolactona. Sugere-se que a espironolactona é 40 vezes mais
potente do que a eplerenona em antagonizar a ativacdo dos receptores MR pela
aldosterona (GARTHWAITE & MCMAHON, 2004). Entretanto, a eplerenona é mais
seletiva em antagonizar o receptor MR, pois a espironolactona pode também
antagonizar receptores de glicocorticoides, de progesterona e androgénicos
(GARTHWAITE & MCMAHON, 2004). Vale ressaltar que mesmo que a espironolactona
antagonize receptores de glicocorticoides, este receptor apresenta 30 vezes menos
afinidade pelos glicocorticoides do que o receptor MR (FUNDER, 2005). O aumento dos
niveis de aldosterona no soro em resposta ao antagonismo do receptor MR, seja com
espironolactona ou eplerenona, € um biomarcador util da eficacia do bloqueio do
receptor MR in vivo (GARTHWAITE & MCMAHON, 2004). Uma vez que 0s animais
tratados com espironolactona apresentaram um aumento significativo da concentracéao
de aldosterona plasmatica, evidenciou-se a efetividade do tratamento com

espironolactona em antagonizar o receptor MR. Ainda foi observado no presente estudo
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que o tratamento com espironolactona preveniu 0 aumento da expressao génica de
osteopontina induzida pelo isoproterenol em aorta. Sabendo-se que a inducao génica
de osteopontina € um marcador da atividade nuclear do receptor MR, este dado reforca
a efetividade do tratamento com espironolactona em bloquear a atividade vascular do
receptor MR.

Em conjunto, os dados sugerem que o tratamento com ISO causa um aumento
da resposta contratil em aorta de ratos, associado a maior ativacdo da via do receptor
MR, provavelmente por uma acéao de glicocorticoides facilitada pelo estresse oxidativo
local. A ativacao sustentada dos receptores B-AR resultou em aumento da expressao
das proteinas B-arrestina, Gaii2, p-Src, ERK1/2 e p-ERK1/2, aumento da expressao
génica da osteopontina e reducao da expressao proteica de HSP90, efeitos que foram
normalizados pelo uso do antagonista do receptor MR espironolactona (Figura 11). A
ativacao destas vias é relacionada a estresse oxidativo, reducao da biodisponibilidade
de NO e consequente disfuncao endotelial e do controle do ténus vascular, reforcando
o papel da hiperativagdo dos receptores B-AR na patogénese de danos vasculares, que
sdo mediados, ao menos em parte, pela ativagdo do receptor MR (Figura 11A).
Recentemente, SCHAFFER e colaboradores (2013) demonstraram que a delecado do
receptor MR especificamente na célula endotelial é capaz de reverter a disfungéo
endotelial em aorta de camundongos obesos. Em somatoria, estes dados enfatizam a
importancia do estudo dos mecanismos associados aos efeitos vasculares do
antagonismo do receptor MR para a melhora da fungdo do sistema cardiovascular em

situacdes adversas.
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FIGURA 11 Esquema demonstrando os efeitos induzidos pela hiperativacdo dos receptores B-
AR em aorta de ratos tratados por 7 dias com isoproterenol (ISO) (A), e o efeito
benéfico do co-tratamento com a espironolactona (ESP) (B). EROs: espécies
reativas do oxigénio; eNOS: éxido nitrico sintase endotelial; NO: éxido nitrico; B-

AR: receptor B-adrenérgico; P77

: residuo de ativagdo da fosforilagdo da
eNOS; ISO: isoproterenol; MR: receptor mineralocorticoide; ESP:
espironolactona; Gas: proteina G estimulatoria; Ga;: proteina G inibitéria; ERK:
kinase regulada por sinalizagcdo extracelular; Src: proteina tirosina kinase; p:

fosforilagéo.
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6. CONCLUSAO

Os presentes resultados demonstram pela primeira vez que o aumento da
contracado a fenilefrina induzido pela hiperativacdo dos receptores B-AR em aorta de
ratos esta relacionado a ativacdo do receptor MR, mediando reducdo da
biodisponibilidade de NO e estresse oxidativo. O aumento da geracdo de EROs e
reducdo do NO vascular induzido pelo tratamento com isoproterenol parece estar
relacionado ao desacoplamento da eNOS devido a reducao da expressao da HSP90,
efeito que foi prevenido pela espironolactona. Além disso, 0 antagonismo do receptor
MR reverteu 0 aumento da expressao de Gai 2, B-arrestina, p-Src, ERK1/2 e p-ERK1/2
induzido pela hiperativacdo dos receptores B-AR na aorta. Levando-se em
consideracao que estas proteinas reguladas positivamente estdo envolvidas com o
estimulo local de estresse oxidativo, inflamacao, disfuncao endotelial e descontrole do
tonus vascular em diversas doencas cardiovasculares, os presentes dados sugerem um
efeito benéfico do antagonismo do receptor MR em proteger a injuria vascular causada
pela hiperativagdo dos receptores B-AR. Assim, os presentes resultados estendem o
conhecimento sobre as alteragdes cardiovasculares mediadas pelo SRAA e ainda, a
necessidade de mais estudos, visto a especificidade de cada leito vascular em
responder a hiperestimulagdo adrenérgica ocorrida em doengas cardiovasculares como

a hipertrofia e insuficiéncia cardiaca.
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