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RESUMO

Peptideos natriuréticos (PNs), peptideos bioativos endogenos, tém sido descritos
como moduladores de funcdes endoteliais e inflamatdrias, aléem de seus ja conhecidos
efeitos controlando fendmenos como a homeostase de sédio, agua e pressao sanguinea.
No entanto, os efeitos reportados nos PNs na inflamacdo e angiogénese variam
dependendo do modelo experimental, da dosagem e do tipo de peptideo. Neste estudo,
nos avaliamos os efeitos desses peptideos na angiogénese inflamatoria induzida por
implantes de esponja de poliéter poliuretano em camundongos. O conteddo de
hemoglobina (ug/mg tecido imido) e medida do fluxo sanguineo (laser Doppler perfusion
imaging) dos implantes, foram usados como parametros na medida de vascularizagao,
mostraram que uma dose Unica de C-ANP,.»3 (peptideo ligante do receptor de clearance),
mas nao o ANP (peptideo natriurético atrial), BNP ( peptideo natriurético cerebral ou CNP
( peptideo natrirético tipo C) reduziu a angiogénese nos implantes comparados ao grupo
tratado com PBS.

Os peptideos falharam em modular inflamacdo em nosso modelo. Analises
histolégicas corroboram com parametros bioquimicos e histologicos indicativos da inibicao
da neovascularizacdo. A diminuicdo da vascularizacdo dos implantes pelo peptideo foi
associada com a producao atenuada de 6xido nitrico (niveis de nitrito) e niveis elevados
de VEGF. O efeito inibitorio do C-ANP4.,3 nos componentes angiogénicos do tecido
fibrovascular induzido pela matriz sintética estende a gama de acdes dos peptideos e
pode indicar um potencial em controlar angiogénese em doencas fibroproliferativas.
Palavras-Chave: peptideo natriuréticos, angiogénese, inflamacéo, implante, VEGF, oxido

nitrico.



1. Introducao




1. Introducéo

1.1. Angiogénese

O crescimento de vasos sanguineos foi primeiramente descrito durante a formacéo da
circulacdo colateral, na cicatrizagdo de feridas e durante o desenvolvimento embrionério
normal. Jonh Hunter (1794) foi o primeiro a descrever o desenvolvimento de vasos no
embrido de galinha, posteriormente observacdes similares foram feitas no Utero humano
(HUNTER, 1794).

O termo angiogénese, tem origem grega (“aggeion”. vaso; e “génesis”: formacéao,
constituicdo). Este termo foi inicialmente usado por Hertig 1935 para descrever o
desenvolvimento da placenta de macacas, sendo atualmente empregado para descrever
a formacdo de vasos capilares a partir de outros pré-existentes, ou seja, a neoformacéo
vascular (COHEN, 2002; FOLKMAN et al, 1989).

Novos vasos sanguineos podem ser formados através de dois processos distintos, a
saber, vasculogénese e angiogénese. A vasculogénese envolve o recrutamento de
células derivadas da medula 6ssea e/ou células progenitoras endoteliais (EPCs)
residentes da parede vascular em células endoteliais, formando uma rede vascular inicial
durante o desenvolvimento embrionario (LIU, 2014). O desenvolvimento vascular pés-
natal, também pode envolver a vasculogénese, pois as células derivadas da medula
O0ssea também tém sido mostradas estarem presentes no endotélio de novos vasos
sanguineos em adultos (RIBATTI et al, 2001). A neoformacao vascular a partir de vasos
pré-existentes, denominado como angiogénese, pode ocorrer por brotamento,
intussuscepcgao, co-optacdo, mimetismo e diferenciacdo (Figural) (GOODWIN, 2007,

CARMELIET & JAIN, 2011).



a Sprouting angiogenesis b Vasculogenesis
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Figura 1: Modelos de formacéo de vasos. Existem vérios processos conhecidos de formagdo de vasos
sanguineos em tecidos normais e em tumores, a—c. A formacédo de vasos pode ocorrer por angiogénese por
brotamento (a), através do recrutamento de células derivadas da medula éssea e/ou células progenitoras
endoteliais (EPCs) residentes da parede vascular que se diferenciam em células endoteliais (b) ou por um
processo de divisdo do vaso conhecido como intussuscepcédo (c). d—f, As células tumorais também podem
co-optar vasos pré-existentes (d), ou vasos tumorais podem ser revestidas por células tumorais (mimetismo
vascular, e) ou por células endoteliais, com anomalias citogenéticas em seus cromossomos, derivadas de
células-tronco do cancer (f). Ao contrario de tecidos normais, em que a angiogénese se da apenas por
brotamento, vasculogénese e intussuscepc¢ao (a-c), os tumores podem usar todos os seis modos de
formacéo de vasos (a—f) (CARMELIET & JAIIN, 2011).

A angiogénese fisiologica (cicatrizacdo, revascularizacdo do endométrio, preparo de
mamas para a lactacao) tem duracao curta (dias ou semanas). Apds o restabelecimento
do fluxo sanguineo normal no local do estimulo, este cessa e ocorre a involucao dos
vasos neoformados com retorno das células endoteliais ao estado quiescente

(GOODWIN, 2007). Na angiogénese patolégica (inflamacao cronica, retinopatias,

tumores) o0 processo persiste por meses ou anos de maneira incontrolada, os vasos



sanguineos neoformados sdo, normalmente, defeituosos, levando a quadros de

hemorragias e oclusées dos mesmos (GOODWIN, 2007).

1.2. Etapas do processo angiogénico

As etapas envolvidas no processo de angiogénese foram inicialmente observadas
por Sandison et al (1924) e posteriormente descritas por Ausprunk & Folkman (1977).

A neoformacdo de vasos tem inicio a partir da dilatagcdo de vasos pré-existentes
(vénulas ou capilares). Sob influéncia de um estimulo angiogénico, as células endoteliais
sdo ativadas, formando projecbes em suas superficies, aumentando o numero de
organelas intracelulares e aumentando a produgdo de enzimas proteoliticas
(metaloproteinases). As enzimas proteoliticas sdo responsaveis pela degradacdo da
membrana basal e da matriz extracelular permitindo a penetracdo endotelial no espaco
perivascular (DISTLER et al, 2003).

Seguindo a degradagdo da matriz, as células endoteliais migram em torno do
tecido em resposta a quimiocinas angiogénicas. Fatores de crescimento podem contribuir
para a mobilidade das células endoteliais fazendo com que o movimento aleatorio de
células (quimiocinese) ou para a migracao dirigida para um fator estimulante (quimiotaxia)
(GOODWIN, 2007).

O proximo passo € a proliferacdo destas células para a formacéo do lGmen tubular.
A partir dai comecam a aparecer ramificacdes, com eventual conexao entre os brotos, e
uma rede de novos tubos é formada. A Ultima fase consiste ha maturagéo e estabilizacédo
do vaso, na qual, novos componentes da matriz extracelular (MEC) sdo produzidos e
depositados sob a forma de nova membrana basal. A estabilizacdo do vaso sanguineo
neo-formado é alcancada apds a migracdo de células mesenquimais para a proximidade

dos neovasos, e a posterior diferenciacdo deste tipo celular em pericitos ou células



musculares lisas, e pela regeneracédo da matriz extracelular e membrana basal (HIRSCHI

e D’AMORE, 1997; JAIN, 2003).

1.3. Mecanismos de regulacéo da angiogénese

Os mecanismos de regulagdo do processo angiogénico envolvem uma sequéncia
de eventos que sdao influenciados por sinais bioldgicos como hipdxia, citocinas e fatores
de crescimento (OTROCK et al., 2007; FOLKMAN & GREENSPAN, 1975). Os fatores de
crescimento fazem parte de uma subclasse de citocinas que estimulam especificamente,
a migracdo e proliferagcdo celular (GREENHALGH, 1996). Estes fatores podem agir
estimulando a migracéo e/ou proliferacdo das células endoteliais, ou estimulando células
do hospedeiro a secretar fatores de crescimento quimiotaticos, ou promovendo a
liberacdo de mitdégenos endoteliais estocados na matriz extracelular ou em depdsitos
intracelulares (FOLKMAN, 2006). A angiogénese € um fendmeno complexo controlado
pelo equilibrio entre diversas moléculas que possuem atividades regulatérias positivas ou
negativas, o que levou a criacdo do termo “interruptor angiogénico”, que dependeria de
sua ativagao pela producdo de um ou mais elementos angiogénicos (FOLKMAN, 1971,
RIBATTI, CONCONI, NUSSDORFER, 2007). De acordo com este principio, a
angiogénese pode ser o resultado de um excesso de atividade dos fatores pro-
angiogénicos ou de uma reducao da atividade dos fatores anti-angiogénicos (ZHANG et
al., 2011).

Os reguladores positivos classicos da angiogénese podem ser divididos,
esquematicamente, em dois grandes subgrupos: os fatores de crescimento e as citocinas.
Entre os fatores de crescimento salientam-se o fator de crescimento fibroblastico basico
(bFGF), o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fator de crescimento

vascular endotelial (VEGF), fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF), e fatores



estimulantes da multiplicagdo de granulécitos e monécitos (GM-CSF). O VEGF € um dos
fatores mais criticos e especificos que induz varias funcdes endoteliais ligadas a
angiogénese, incluindo migracdo e proliferacdo das células endoteliais (KROLL et al.,
2009; ZHANG et al., 2011). Entre as citocinas, realce para a interleucina 6 (IL-6) e a
interleucina 8 (IL-8) (FONTELONGA, 2002). Dentre os reguladores negativos classicos da
angiogénese encontram-se principalmente a trombostatina, angiostatina e endostatina
que agem na inibicdo da proliferacdo e migracdo de células endoteliais, assim como na
inibicdo da formacéo de novos vasos sanguineos mostrado em ensaios in Vvivo e in vitro
em camundongos e em cornea de coelhos (RIBATTI et al, 2002; FOLKMAN, 2006; REN

et al, 2006; RUEGG et al, 2006) (Tabela 1).

TABLE 1
Main features of classic proangiogenic and antiangiogenic factors

Angiogenic Activity”

Signaling

Factor Receptors Pathways® In Vitro Assays (ECs) .Difi'gmnr.zatiun In Vivo Assays (New Vessel Formation)
J (Capillary Tube
Proliferation Migration Formation) CAM Rabbit Cornea
VEGF VEGF-R,, + PLCy/PKC + S S S S S
VEGF-R, MAPK
FGF-2 FGF-R,, FGF- + MAPK S S S S S
R, FGF-R,,
FGF-R,
TGF-B TGF--R,, + ALK-1 and I N S S S
TGF-B-R, -5+
SMADV/5
and 2/3
PDGF PDGF-R + PI3K + SFK N S = S S
+ Ras GAP
Angiopoietin-1 Tie 2 + PI3K + Pac N S S S S
GTPase
Thrombospondin-1 VEGFLRP-1 +SRCK I I I I I
Angiostatin avpd Integrin  —MAPK I I I I I
Endostatin abpl Integrin, —-MAPK [ I I [ I
VEGF-R,
# +, stimulation; — , inhibition,

"1, inhibition; N, no effect; S, stimulation; =, no findings available.

Tabela 1: Principais moduladores classicos da angiogénese (RIBATTI et al, 2007)

Recentemente, ha um acumulo de evidéncias indicando que em adi¢céo aos fatores
classicos pro- e anti-angiogénicos, varios outros peptideos endogenos e seus respectivos
receptores possuem um importante papel na regulacdo da angiogénese, tanto em

condic¢des fisiologicas como patoldgicas. Ribatti e cols (2007) descreveram e sumarizaram



a atividade anti- e pré-angiogénica desses peptideos classificando-os como sendo
“reguladores enddgenos nédo classicos da angiogénese”. Tem sido demonstrado que a
eritropoitina (EPO) (ANAGNOSTOU et al., 1990; RIBATTI et al., 2003), a angiotensina-Il
(Ang-Il), (LE NOBLE et al., 1991; ANDRADE et al., 1992) a endotelina-1 (ET-1), (MOLET
S, et al 2000), a adrenomedulina (AM) ( NAGAYA et al., 2005) e o neuropeptideo-Y (NPY)
(SHIGERI & FUJIMOTO, 1993) possuem potente atividade pré-angiogénica in vivo e in
vitro e ainda promovem crescimento tumoral e vascularizacao.

Foram compilados também por Ribatti e cols (2007) fatores negativos nao classicos
da angiogénese. Dentre estes fatores estdo, entre outros, a angiotensina (1-7) e os

peptideos natriuréticos.
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Tabela 2: Moduladores nao classicos da angiogénese, onde se encontram o0s peptideos natriuréticos,
avaliados por ensaio in vitro apresentando atividade de inibicdo da proliferacdo e migracdo de células
endoteliais e formagé&o de tubo (RIBATTI et al, 2007)

Evidéncias convincentes tém mostrado que os peptideos natriuréticos (PNSs)
modulam funcbes das células endoteliais e inflamatérias, além de seus ja conhecidos
efeitos controlando sodio, agua e homeostase da pressdo sanguinea (ANAND-
SRIVASTAVA, 2005). Essa familia de pequenos peptideos que consistem em PN atrial

(ANP), PN cerebral (BNP) e PN tipo C (CNP) atuam através de receptores de guanilil



ciclato tipo A e B estimulando a producéo de GMPc (ANAND-SRIVASTAVA, 2005; LEVIN,
GARDNER AND SAMSON,1998). O primeiro receptor interage com o ANP e o BNP
enquanto o receptor tipo B é especifico para o CNP (PEDRAM, RAZANDI, HU AND
LEVIN, 1997). Além disso, o receptor tipo C é ativado pelos peptideos enddgenos e pelo
peptideo natriurético sintético ligante do receptor de clearance (C-ANP,4.,3) causando
diminuicéo da atividade de adenilil ciclase através da proteina inibitéria Gi.

Estudos tém mostrado que o ANP, o BNP e o CNP exercem atividade inibitéria na
migracao, proliferacdo e formacéo de tubo de células endoteliais humanas e em modelo in
vitro de células endoteliais aorticas bovinas, suprimindo a sinalizacdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (PEDRAM et al., 1997a,b; 2001). Além disso,
estudos mais recentes mostraram que o ANP foi capaz de reduzir o extravasamento
vascular e neovascularizacéo coroidal (LARA-CASTILLO et al. 2011). Corroborando com
as atividades indicativas do efeito anti-angiogénico dos peptideos enddgenos, estudos
mostraram que o0 C-ANP4.3 um agonista sintético seletivo do receptor tipo C, foi capaz de
diminuir o aumento da proliferacao de células do musculo liso vascular em ensaios in vivo
e in vitro em ratos espontaneamente hipertensos (ANDALOUSI, LI, ANAND-
SRIVASTAVA, 2013).

Esses efeitos tém sido associados com o remodelamento vascular e angiogénese
(PEDRAM, RAZANDI, HU AND LEVIN 1997, ANDALOUSI, LI, ANAND-SRIVASTAVA,
2013). Visando avaliar a atividade dos peptideos sobre a inibicdo de neovasos varios
autores tém proposto que os PNs possam exercer um potencial terapéutico em doencas
oculares onde o VEGF exerce um papel central, assim como em doencas
fibroproliferativas.

Assim, em conjunto esses dados indicam que os PNs modulam a angiogénese
negativamente. Em contraste, esses peptideos tém sido mostrados estimulando a

angiogénese, a proliferacdo e migracdo endotelial em cultura da microvasculatura do



coracdo hipertréfico de ratos (KUHN et al., 2009). Além disso, estes autores mostraram
gue o BNP promoveu crescimento vascular por aumentar o nimero de progenitores
endoteliais e melhorando suas propriedades funcionais. Essas propriedades pro-
vasculogénicas do BNP poderiam explicar alguns dos seus efeitos benéficos em
pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica e pode ser utilizado com a finalidade de
melhorar a formacao colateral em individuos isquémicos (SHMILOVICH et al., 2009).

Recentemente estudos tém focado também na associagdo dos PNs e inflamacéo.
Foi descrito em um modelo in vitro que o BNP tem a habilidade de modular a producéo de
mediadores inflamatérios em macréfagos ativados como prostaglandinas e citocinas
(TNFa, IL-12 and IL-10), além de aumentar a producédo de NO, e de ERO (Eritropoietina)
sugerindo uma atividade proé-inflamatoria deste peptideo (CHIURCHIU V et al, 2008).
Além disso, estudos também mostraram que o ANP induz a diminuicdo da infiltracdo de
macréfagos, da proteina quimioatrativa de mondcito-1 (MCP-1) e de uma molécula pro-
inflamatoria, a tenascina-C (TN-C) em um modelo in vivo com ratos Wistar (FUGITA et al,
2013). Foi demonstrado também a participagdo dos PNs na modulagdo do éxido nitrico,
um mensageiro difusivel que desempenha uma variedade de fungdes fisioldgicas,
incluindo relaxamento de vasos, Iinibicdo da agregacdo de plaquetas, inflamacao,
migracdo e apoptose. Foi proposto que sua via de sinalizagdo (NO/sGC/cGMP),
complementa as vias dos PN (peptideo natriurético/pGC/cGMP), tanto que a expressao
de uma via diminui a sensibilidade de outra (MADHANI M, et a, 2003).

Assim, com base nas acdes relatadas da modulagdo dos PNs positiva ou negativa
na proliferacdo e migracdo de um numero de células envolvidas em processos
patoldgicos fibroproliferativos, nds postulamos que os PNs também poderiam modular a

angiogénese inflamatdria no modelo de esponja em camundongos.



1.4. Angiogénese inflamatéria e modelo experimental para seu estudo

Durante uma resposta inflamatoria, se hd permanéncia do estimulo lesivo, ocorre a
cronificacdo do processo inflamatério; que, por sua vez, sera caracterizado por um
aumento de macrofagos no local, proliferacdo de fibroblastos o que aumenta a sintese de
matriz extracelular, angiogénese e lesdo tecidual. Esse aumento da angiogénese
propicia um aumento do infiltrado inflamatério, o qual ira liberar substéncias proé-
angiogénicas, e assim, criando um ciclo vicioso. A inflamacdo e a angiogénese ocorrem
frequentemente simultanea e sinergicamente em situacdes patoldgicas, de maneira co-
dependente (JACKSON et al, 1997). A inflamacdo € um processo complexo que requer
distintos tipos e fatores celulares, os quais atuam de modo coordenado sendo ainda
reforcado pela ocorréncia do processo angiogénico (LIEKENS et al., 2001). A hipoxia €
um estimulo comum aos dois processos, resultando na acumulacdo de macrofagos e
outras células imunes bem como, no aumento da producdo de fatores de crescimento
(MURDOCK et al, 2005; CARMELIET & JAIN, 2000).

A angiogénese sustenta a inflamacgédo através do fornecimento de oxigénio e
nutrientes para as necessidades metabdlicas das células presentes no sitio inflamatario.
Isto é realizado, em primeiro lugar, pela producdo de NO, um agente inflamatorio
produzido pela ativacdo da NO sintase induzida (iINOS) em células inflamatoérias. O NO
esta envolvido em um numero de fungdes regulatérias na inflamagé&o. Isso inclui controle
de infeccao, regulacdo da sinalizagao de cascatas de fatores de transcricédo, regulagéao de
respostas vasculares, regulagdo da migracdo de leucdcitos, producdo de citocinas,
proliferacdo e apoptose. A inibicdo da sintese do NO, especialmente inibidores seletivos
da INOS, estd associada a acdo anti-inflamatéria em varias formas de inflamacéo
experimental como artrites e colites (KORHONEN, 2005; CHARO E TAUBMAN, 2004).

Muitos outros mediadores como citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias liberadas



durante a inflamagdo s&o potentes ativadores das células endoteliais vizinhas,
aumentando nestas, a expressao de moléculas de adesdo importantes para 0 processo
de rolagem, ativacdo, adeséo e transmigracdo das células inflamatorias sanguineas para
a area de lesado (LEY, 2001). Ambas, a inflamacéo e a angiogénese sédo exacerbadas pelo
aumento da producdo de quimiocinas/citocinas, fatores de crescimento, enzimas
proteoliticas, proteoglicanos, mediadores de lipidios e prostaglandinas (ONO, 2008). As
células inflamatérias podem, ainda, elas mesmas liberar diretamente fatores angiogénicos
como o VEGF, Ang, bFGF, PDGF, TGF-3, TNF-a, dentre muitos outros, 0os quais irdo
exercer efeitos mitogénicos e migratorios sobre o endotélio (BENELLI et al., 2006;

NALDINI, A; CARRARO, 2005).
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da angiogénese e inflamacdo. Ang, angiopoietina; COX2, ciclooxigenase 2; ECM, matriz extracelular,
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lipoproteina de baixa densidade, (ONO, 2008).

O modelo de implantagcdo subcutdanea das matrizes esponjosas em animais foi
descrito inicialmente por Grindlay e Waugh (1951) e modificado por Andrade e cols.
(1987). Este modelo proporciona um microambiente cronicamente inflamado em que cada
um dos varios componentes do tecido fibrovascular proliferativo (angiogénese,
recrutamento e ativagdo de células inflamatorias e deposicao de matriz extracelular) pode
ser determinado (ANDRADE et al., 1997; BELO et al., 2004; CAMPOS et al., 2006).

As matrizes esponjosas inicialmente acelulares e n&o vascularizadas sao
implantadas no tecido subcutaneo do animal, um processo complexo dirigido
inicialmente por células inflamatérias que se acumulam dentro do compartimento da
esponja e posteriormente por angiogénese e deposicdo de matriz extracelular no local
da injaria (ANDRADE et al., 1997). Utilizando-se esta abordagem experimental tem sido
possivel  caracterizar a sequéncia de altera¢des histologicas na formacgéo do tecido de
granulacdo e monitorar a cinética de proliferacdo celular. A medida do acumulo de
neutréfilos e macrofagos no compartimento da esponja tem sido possivel através da
determinacdo das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-B-D-glicosaminidase
(NAG) respectivamente. O modelo de inflamacdo aguda € particularmente util,
permitindo a colecdo e analise das fases fluidas e celulares do exsudato formado dentro
da esponja (ANDRADE & FERREIRA, 2009). Além disso, este modelo tem sido usado
para avaliar o efeito de compostos com atividade que modulam a angiogénese e a
inflamacéo.

Tendo em vista os efeitos contraditérios dos peptideos vasoativos na migracédo e
proliferacdo de células endoteliais apresentados na literatura em diferentes ensaios
experimentais, bem como o0 seu envolvimento em processos patoldégicos do sistema
vascular, postulamos que a utilizacdo do modelo de implante de esponja poderia avaliar

potenciais atividades do ANP, BNP, CNP e do C-ANP 423 na modulacdo da inflamacéo e



da angiogénese no modelo de implante de esponja.

1.5. Peptideos Natriuréticos

Os peptideos natriuréticos sdo uma familia de pequenas proteinas que modulam o
equilibrio de sddio e agua e a biologia vascular. Esta familia inclui o peptideo natriurético
atrial (ANP), peptideo natriurético cerebral (BNP) e péptido natriurético tipo C (CNP)
(LEVIN et al.,, 1998). Estes trés peptideos se ligam a 3 subtipos de receptores: ao
subtipos A (NPR-A), subtipo B (NPR-B) e ao subtipo C (NPR-C). NPR-A e NPR-B séo
receptores de guanilil ciclase, sendo que sua ativagdo resulta no aumento de niveis de
GMPc. Além disso, a ativacdo desses receptores induzem a diminuicdo da atividade da
fosfolipase C, estimulacdo da eNOS ou inibicdo da atividade MAPK estimulada pela
endotelina (ANANDI-SRIVASTAVA, 2005). O NPR-C, que é também denominado de
receptor de clearence, esta acoplado a proteina G inibitoria e sua ativagdo consiste da
inibicéo da atividade do adenil ciclase. O dominio citoplasmatico de NPR-C contém varias
sequéncias ativadoras Gi que mostraram um potencial na inibicdo da atividade de adenilil-
ciclase (PAGANO, 2001) e na atenuacao da endotelina-1 (ET-1), Ang-ll e arginina-
vasopressina (AVP) (ANDALOUSI, 2013).

No NPR-A interagem preferencialmente ANP e BNP; o NPR-B é seletivo. Apenas
para CNP, e no NPR-C interagem ANP, BNP, CNP assim como o C-ANP,.,3, um analogo
ao ANP com um anel excluido que interage especificamente com este receptor (ANANDI-

SRIVASTAVA, 2005).
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Figura 3: Receptores de peptideos natriuréticos e mecanismos de transducéo de sinal associadas ativados
por diferentes peptideos natriuréticos. NPR-A e NPR-B séo ativados pelo ANP, BNP e CNP e resultam na
estimulacao da formagdo de GMP ciclico. O dltimo inibe fosfolipase C (PLC) e resulta em diminuicdo da
producédo de diacilglicerol (DAG) e inositol-trifosfato (IP3). O outro tipo principal de receptor € NPR-C, o qual
€ acoplado a adenililciclase através da proteina Gi. C-ANP, 3 (um péptido analogo ao ANP com anel
excluido), ANP, BNP e CNP interagem com este receptor e inibem a atividade da adenil ciclase e suprimem

concentracdes de AMPc, (ANAND-SRIVASTAVA, 2005).

1.5.1. Peptideo Natriurético Atrial - ANP

A maior forma molecular encontrada do peptideo natriurético atrial circulante possui
28 aminoacidos sintetizado e secretado pelo coracdo com uma estrutura em anel formada
por um acoplamento intramolecular de dissulfureto. Seus niveis teciduais sdo 250-1000
vezes superiores no atrio do que no ventriculo (KANGAWA & MATSUO, 1984).

O ANP regula uma variedade de parametros fisiolégicos, nos vasos sanguineos
ele relaxa a musculatura lisa, aumenta a permeabilidade de capilares e
consequentemente permite a saida de agua e sodio dos vasos sanguineos. Além disso, o

horménio também inibe a funcdo de varios outros horménios, como aldosterona,



angiotensina 1l, endotelina-1, renina e vasopressina. Nos rins, ele inibe a reabsorcao de

soédio nos ductos coletores dos néfrons, inibe a acdo da aldosterona e neutraliza o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (ANDALOUSI, 2013; PANDEY, 2005).

Patologicamente os niveis plasméticos de ANP sdo aumentados em condi¢cdes
como insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio, hipertensdo, hipertrofia ventricular
esquerda e hipertenséo pulmonar (NISHIKIMI, T, 2011).

N&o é utilizado na clinica devido sua baixa meia vida (COLUCCI et al, 2000).

1.5.2. Peptideo Natriurético Cerebral - BNP

A forma molecular ativa do peptideo natriurético cerebral humano contém 32
aminoacidos. Foi isolado inicialmente do cérebro de suino, no entanto logo depois do
descobrimento uma maior concentracdo foi mostrada estar no coragdo, onde ele age
como horménio cardiaco. Recentemente, estudos mostraram que nenhuma quantidade
apreciavel de BNP foi encontrada no cérebro humano ou de rato, 0 que sugeriu que a
distribuicdo de BNP difere entre as espécies (SUDOH et al., 1988). Em compara¢do com
a homologia de sequéncia de aminoacidos do ANP e do CNP que sdo estritamente
conservadas, a homologia de sequéncia do BNP se difere entre as espécies, tanto no
tamanho quanto na sequéncia de aminoacidos. Essa variabilidade de sequéncia pode
explicar, em parte, as variacdes das atividades bioldgicas do BNP em diferentes espécies
(CASSERLY, 2009).

Assim como o ANP, a maior concentragdo de BNP encontra-se predominantemente no
atrio e seus niveis também sdo aumentados durante insuficiéncia cardiaca, infarto do
miocardio, hipertensdo, hipertrofia ventricular esquerda e hipertensdo pulmonar
(NISHIKIMI, 2011).

Estudos in vitro também demonstraram que o BNP antagoniza os efeitos da TGF-8



(Fator de Crescimento Transformante - um importante fator regulador do crescimento e
desenvolvimento celular) nas células em crescimento; também inibe a producdo de

colageno e fibronectina, bem como a expressao de varios genes pré-inflamatérios, pro-

fibroticos e pro-transformantes em miofibroblastos cardiacos cultivados. Este estudo
também revelou que o BNP, por si sé, afeta apenas a expressao de alguns genes, porém,
ao alterar os efeitos de TGF-B, afeta a expressao de centenas de genes (PANDEY,
2005).

A analise das concentracdes do BNP no sangue por ensaio imunofluorimétrico € uma
ferramenta de avaliacdo terapéutica em situacdes clinicas criticas, tais como insuficiéncia
cardiaca descompensada e embolia pulmonar (COLUCCI et al, 2000).

Na clinica, o uso de infusdo intravenosa do um peptideo natriurético tipo-B
recombinante, em pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada €
hemodinamicamente benéfico e melhora significativamente os sintomas de insuficiéncia
cardiaca, quando comparado ao placebo, porém néo é usado como primeira escolha pelo

risco de hipotenséo sintoméatica (COLUCCI et al , 2000).

1.5.3. Peptideo Natriurético Celular - CNP

A estrutura anelar de 22 aminoacidos do CNP é altamente homdloga com ANP e
BNP, dividindo uma estrutura em comum que consiste em 17 aminoacidos ligados por
ponte de dissulfureto intramolecular, mas no CNP singularmente, falta a extensao carboxi-
terminal (KOMATSU et al., 1991).

Inicialmente, este peptideo foi também isolado do cérebro de suinos, mas hoje se
sabe que ele é sintetizado principalmente nas células endoteliais sendo também
sintetizado nos rins, 0ssos, células sanguineas, vasos sanguineos e cora¢cao. Nos vasos

sanguineos é responsavel por vasodilatacdo (SUGA et al., 1992).



A secrecdo do CNP pelas células endoteliais é estimulada por citocinas, tais como
TGF-B, fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1, fator de crescimento fibroblastico
basico (FGFb) e lipopolissacarideos. Isso sugere que o CNP pode ser ativado na parede
vascular em vérias condigBes patoldgicas. Por outro lado, as andlises confirmaram a
presenca de CNP e seu mRNA em ambos atrio e ventriculo, e recentes estudos in vitro
verificaram que uma quantidade significativa de CNP €& expressada e secretada em
fibroblastos cardiacos, indicando um perfil de expresséao cardiaca diferente do ANP e BNP
(HORIO et al., 2003).

O CNP néo é comumente usado na clinica devido ao seu curto tempo de meia
vida. Porém estudos em animais tém relatado uma possivel utilidade de um analogo do
CNP (BMN 111), cuja meia vida é estendida, no tratamento de acondroplasia (Lorget,

2012).

1.5.4. Peptideo ligante do receptor de “clearance” - C-ANP 423

O C-ANP 4.3, diferentemente dos outros peptideos natriuréticos, ndo interfere no
sistema de guanilil ciclase/GMPc, mas ainda assim tem sido descrito como um regulador
de uma variedade de processos fisioldgicos envolvendo a homeostase cardiovascular
(ANANDI-SRIVASTAVA., 1990). E um peptideo analogo ao ANP com anel excluido [dés
(GIn,Ser,GIn,Leu,Gly)ANP4.23-NH;,] que interage seletivamente com o receptor NPR-C
inibindo a atividade da adenil ciclase através da proteina Gi, uma atividade concentragédo-
dependente demonstrado em estudos em artérias, pituitaria anterior e membranas do
cortex adrenal em ratos, sem interferir nos niveis de GMPc (ANANDI-SRIVASTAVA. et al.,
1990).

Resultados da literatura mostraram que quando o C-ANP,.3; se liga ao NPR-C

acontece a inibicdo da via do AMPc, o que implica na modulagéo da permeabilidade das



células endoteliais coronarianas (ANANDI-SRIVASTAVA. et al., 1990).

Estudos também mostraram que o C-ANP4.»3 estimula turnover do IP3 (trifosfato de
inositol) nas células do musculo liso vascular e inibe a producdo do VEGF e endotelina-1,
sugerindo a implicacdo do NPR-C na remodelagcéo vascular e angiogénese (ANANDI-
SRIVASTAVA 2005; PEDRAM A. et al 1997a). Além disso, um estudo realizado em ratos
espontaneamente hipertensos mostrou que a ativagcao do NPR-C pelo C-ANP4.»3 atenuou
o aumento da proliferacdo de células do musculo liso vascular pela diminuicdo da

expressdo de proteinas do ciclo celular (ANDALOUSI, 2013).



2. Justificativa

Em varios tipos de patologias dependentes de angiogénese inflamatoria, o controle da
formacdo de novos vasos sanguineos é perdido, seja por excesso ou deficiéncia dos
mesmos. A identificacdo de compostos com atividade pro-angiogénica ou anti-
angiogénica tem propiciado o desenvolvimento da terapéutica angiogénica, que consiste
na administracdo topica ou sistémica destes compostos nas patologias acompanhadas
por distarbios de neovascularizacdo (FOLKMAN, 1995).

A inibicdo da neoformacéo de vasos tem obtido éxito na supressao do crescimento de
tumores solidos (KIRSTEIN, 2006; FOLKMAN, 1995) e na inibicdo da progressao de
inflamacgdes cronicas (KIRSTEIN, 2006; PEACOCK et al., 1985). Desse modo, a busca
por agentes terapéuticos anti-angiogénicos que atuem em pontos diferenciados da
cascata angiogénica ou que atuem na inibicdo do processo inflamatoério, constituem uma
importante linha de pesquisa para a descoberta de novos tratamentos para eventos
inflamatorios e angiogénicos de doencas cronicas como a artrite reumatdide, retinopatias,
aterosclerose e tumores. Tendo em vista que 0s peptideos natriuréticos exercem efeitos
na atividade das células endoteliais e que

2. Justificativa

condi¢cBes patoldgicos, nossa proposta foi in




ANP 423 nos varios componentes do tecido fibrovascular induzido pelo implante de

esponja em camundongos.



3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade de peptideos natriuréticos (peptideo natriurético atrial-ANP,
peptideo natriurético cerebral-BNP, peptideo natriurético celular-CNP e peptideo ligante
do receptor de clearance do ANP [C-ANP4.p3]) na modulagado da angiogénese em modelo

de implante de esponja em camundongo.

3.2. Objetivos especificos

v Determinar o efeito dos peptideos ANP, BNP, CNP e C-ANP4.,3 na modulagéo dos

componentes inflamatérios e angiogénicos do tecido fibrovascular.

v' Determinar os efeitos dos PNs em parametros funcionais, bioguimicos e
moleculares, indicativos da formagéo de vasos sanguineos, quantificados por meio

do fluxo sanguineo, contetdo de hemoglobina e dosagem da citocina VEGF.

v' Avaliar os efeitos dos PNs no componente inflamatério do tecido fibrovascular por

meio da atividade de enzimas inflamatérias (Mieloperoxidase e n-acetil-B-D-

glucosaminidase) e niveis de 6xido nitrico. 3 O bJ e’“VOS




v' Determinar por histologia as caracteristicas do tecido fibrovascular (densidade
vascular e celularidade) de implantes tratados e nao tratados com peptideos

natriuréticos.



4. Metodologia

4. Metodologia




4.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, com idade entre seis a
oito semanas, pesando aproximadamente 30 gramas (g), provenientes do Centro de
Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Minas Gerais. Durante a realizacdo dos

experimentos, 0s animais tiveram livre acesso a agua e racao.

4.2. Técnica de implante de esponja

4.2.1. Confeccao e preparo dos discos de esponja

Discos de esponja de poliéster-poliuretano foram confeccionados através de um punch
cirdrgico (8 mm de diametro x 5 mm de espessura). Em seguida, os discos foram
acondicionados em etanol 70% v/v durante 24 horas antes da implantacao das esponjas.

Antes do inicio do procedimento cirargico, os mesmos foram lavados e fervidos em

agua destilada por aproximadamente 30 minutos.

4.2.2. Implante em camundongos

Para o implante dos discos de esponja os animais foram anestesiados com uma
solucdo de ketamina (150mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg), submetidos a tricotomia e a
assepsia da regido dorsal subcutanea. Em seguida foi realizada uma incisdo de
aproximadamente 0,5 cm na pele e, apos divulsdo do tecido subcutaneo, o disco de
esponja foi introduzido na regido dorsal subcutanea. Apds o implante, a incisdo foi

suturada com fio inabsorvivel.



Apbs o procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em observacdo e assim
gue recuperaram foram acomodados em gaiolas individuais com livre acesso a agua e

racdo (ANDRADE et al, 1987, RIBEIRO et al , 2012, MARQUES et al 2011).

4.2.3. Tratamento intraimplante

4.2.3.1. Protocolo de dose Unica

No primeiro protocolo, os animais foram divididos em grupos controle ou tratados com
10 animais por grupo. Um grupo de animais foi tratado com injecdo intraimplante do
solvente do composto de interesse PBS (40 uL), e o outro grupo recebeu dose Unica de
200ng diluido em 40uL de PBS de ANP (PM: 3080,44); ou BNP (3464,06) ou CNP
(2197,60) ou C-ANP4.23 (2257,14) imediatamente apds o procedimento cirdrgico.

A dose dos peptideos foi escolhida com base em dados da literatura em diferentes
modelos experimentais na faixa de nmol/Kg (ANDALUQOSI et al. 2013).

Os animais foram sacrificados apés 4 dias.

Foi realizada também uma curva dose resposta do C-ANP4,3 . Os animais foram
divididos em 5 grupos com 10 animais cada. O grupo controle recebeu 40uL de PBS, os

seguintes 2, 20, ou 200ng de C-ANP4.,3. Os animais foram sacrificados apés 4 dias.

4.2.3.2. Protocolo da dose por cinco dias consecutivos

Os animais foram divididos em 3 grupos de 10 animais cada. O grupo controle
recebeu 40uL de PBS, um grupo recebeu dose Unica do peptideo (200ng) e o outro
recebeu a dose de 200ng em 40ulde PBS por cinco dias consecutivos de C-ANP4.23

intraimplante. Os animais foram sacrificados apés 7 dias.



4.2.4. Remocéao do implante

Quatro e sete dias poés-implantes dos discos de esponja, 0s animais foram
anestesiados para determinacdo do fluxo sanguineo através de laser Doppler. Logo apos
foi administrada uma dose letal do anestésico. Os implantes de esponja foram retirados,

pesados e processados para analises bioquimicas e histologicas.

4.3. Avaliacdo de marcadores angiogénicos

4.3.1. Avaliacdo do fluxo sanguineo pelo laser Doppler Fluometry

A técnica baseia-se no principio de Doppler em que a luz de um laser monocromatico
incide sobre o tecido onde €, entdo, dispersa pelas hemacias em movimento e, como
consequéncia, a frequéncia é ampliada. As ondas refletidas sdo, entdo, captadas e
processadas pelo equipamento que, por sua vez, codifica isso em um espectro de cores.
As cores mais "frias" (azul) representam falta de movimento (isto é, falta de fluxo
sanguineo) e as "quentes" (vermelho) representam presenca e intensidade de movimento
(isto é, fluxo sanguineo). Se ha mais ou menos movimento de hemacias em um
determinado local, havera mais ou menos fluxo sanguineo no mesmo (BAUER et al.,
2006). O animal sera anestesiado com uma solucdo de ketamina (150mg/Kg) e xilazina
(10mg/Kg de peso corporal). Um anel de plastico rigido preto € colocado sobre a pele do
camundongo rodeando a area do implante( figura 4). O animal é devidamente posicionado
para a medida do fluxo através de um feixe de laser que capta movimento das hemacias
gue fluem dentro dos vasos sanguineos. O equipamento de laser Doppler (MoorLDI2-HR,
Inglaterra) foi utilizado para o monitoramento n&o-invasivo (e sem contato fisico) da
circulacdo sanguinea, permitindo a avaliacdo do fluxo sanguineo da microcirculacao

recéem formada dentre a matriz de esponja implantada na regido subcutanea dos

camundongos. Os valores relativos de fluxo sanguineo intraimplante serdo obtidos por



analise de densidade espectral através do software moorLDI V5.0.
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Figura 4: Foto representativa da avaliacdo do fluxo sanguineo da micro circulagdo recém formada na regido
da esponja implantada no animal anestesiado pelo Laser Doppler (MoorLDI2-HR, Inglaterra).

4.3.2. Dosagem de Hemoglobina

A dosagem do conteudo de hemoglobina intraimplante quantifica indiretamente a
neovascularizagdo presente nos tecidos e tem sido utilizada como indice de
vascularizacdo em modelos de angiogénese. Esta técnica utiliza o método do reagente de
Drabkin (DRABKIN & AUSTIN, 1932).

Os discos de esponja dos animais foram pesados e homogeinizados em 2mL de
reagente de Drabkin (Labtest). Em seguida, foram centrifugados a 4° C a 1200 x G por 40
min. Apos centrifugacdo, 200 yL dos sobrenadantes foram filtrados em membranas de
porosidade de 0,22 um (Millipore) e colocados em placas com 96 pocos.

A leitura é realizada por espectrofotometria a 540 nm e a concentragdo de
hemoglobina foi determinada por comparac¢ao a uma curva padréo. Os resultados obtidos

foram expressos em concentracdo de hemoglobina microgramas por miligramas de peso

umido do implante (FERREIRA et al., 2004).



4.3.3. Dosagem de VEGF

O fator de crescimento endotelial vascular € um dos fatores mais criticos e
especificos que induz varias funcdes endoteliais ligadas a angiogénese, incluindo
migracao e proliferacdo das células endoteliais, responsaveis pela cicatrizacdo do tecido,
sendo entdo um importante marcador a ser avaliado (KROLL et al., 2009; ZHANG et al.,
2011).

Para a determinacdo desta citocina nos implantes foram utilizados 100 pL do
sobrenadante restante da dosagem de hemoglobina.

Na realizacdo do ensaio, foi utilizada placa de ELISA estéril. No primeiro dia
diluicdes, foram adicionados 100uL de anticorpo monoclonal especifico de captura. A
placa foi vedada e colocada em camera escura e Umida a 4°C overnight. ApGs remover o
liquido remanescente por lavagem, foram adicionados- 300uL de tampao de bloqueio,
esta placa foi entdo incubada a temperatura ambiente por 1 hora. Ao término desta
incubacéo, e, o conteudo foi removido, e, em seguida, adicionou-se a placa o branco, os
padrdes e as amostras (100uL). No terceiro dia foi adicionado um anticorpo de deteccao.
Apos realizar a lavagem para remover 0s anticorpos que nao se ligaram, uma solucao de
substrato foi adicionada a placa de ELISA (50 uL de uma 1:1 solucdo de peroxido de
hidrogénio e 10mg/ml de OPD). A reacéo foi interrompida apds 20 min de incubacao com
50 uL de acido sulfurico (2 M) e a intensidade da cor foi quantificada a 490 nm em leitor
de microplaca (Thermoplate). Os resultados foram expressos como picogramas de

citocina por mg de peso umido.

4.3.4. Quantificagcdo da densidade vascular

Para examinar o grau de vascularizacdo no implante de esponja dos grupos de

camundongos tratados ou controles, os implantes foram processados para analise



histolégica. Os mesmos foram coletados em formol tamponado a 10% por no minimo 48
horas e processados para a inclusdo em parafina, embebidos em parafina. As secc¢des de
5 ym foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e examinadas em microscoépio.
Imagens microscopicas das sec¢des foram obtidas com lente objetiva planopolicromatica
40x. As imagens foram digitalizadas através de micro-camera JVC TK-1270/JGB e
transferidas para um analisador de imagem (Kontron Eletronics, Carl Zeiss-KS300 verséo
2). Microvasos com Ilumen contendo células vermelhas foram considerados para
contagem ou nao. A fim de estabelecer o minimo campo microscopico representativo por
amostra, vasos sanguineos foram contados em 50 campos (magnificacdo de 400x) de um
slide aleatdrio em cada grupo como descrito previamente (MORO et al, 2003). Os

resultados foram expressos como mean + SEM do total de nimero de vasos por campo.

4.4. Avaliacdo de marcadores inflamatérios

4.4.1. Dosagem de nitrito

O Oxido de 6xido nitrico (NO) desempenha um papel numa variedade de funcdes
fisioldgicas, incluindo circulacdo e pressdo sanguinea, funcdo plaquetaria, defesa do
hospedeiro, e neurotransmissdo no sistema nervoso central e nervos periféricos
(KORHONEN, 2005).

A quantificacdo do NO em meios bioldgico é dificil devido a sua meia-vida curta (6 a
10 segundos) e a sua baixa concentracdo, por isso quantificam-se os seus metabolitos
estaveis: Nitrito e Nitrato (RALSTON 1997, STICHTENOTH & FROLICH 1998, MIRANDA

et al., 2001, SPRENG et al., 2001, ERSQY et al., 2002). O nitrito € o unico produto estavel



resultante da auto-oxidagdo de NO em solugdes aquosas e tecidos 0 que o torna um
otimo parametro de medig&o indireta das concentracées de NO em nosso modelo.

A analise producdo de nitrito foi feita pela reacdo de Griess como uma medida
indireta da producao de oxido nitrico (GREEN et al., 1982; LI et al., 1991). Para tanto, 100
ML do sobrenadante para a dosagem de hemoglobina foi colocado em duplicata uma
placa de 96 pocos. Em seguida foram adicionados 100 pL de reagente de Griess
(sulfanilamida 1% e nafitiletilenediamina 0,1% em 2% de acido fosférico; Sigma-Aldrich)
nas amostras e na curva padrdo. A absorbancia sera medida em leitor de microplaca
(Termoplate) em comprimento de onda de 540 nm. A quantificacdo de nitrito foi
determinada através da comparagcdo com uma curva utilizando como padrdo uma solugéo

de nitrito de sédio e os resultados expressos em pg/ml por grama de tecido tmido.

4.4.2. Anadlise da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A peroxidase € uma enzima encontrada em leucdcitos polimorfonucleares (PMNSs).
Os neutréfilos secretam trés vezes mais MPO (mieloperoxidase: a peroxidase do
neutrofilo) que os mononucleares (KRAWISZ et al., 1984). A mieloperoxidase é um
importante agente bactericida que cataliza a formacéo de hipoclorito a partir de peroxido
de hidrogénio (H»,O,) e cloreto (SUZUKI et al.,, 1983; SORENSEN et al.,, 1999). A
dosagem de MPO correlaciona-se fortemente com a quantidade de neutroéfilos recrutados
na lesdo durante a inflamacdo sendo uma técnica que possibilita demonstrar o
componente inflamatério de forma quantitativa (CROSS et al.,, 2003; MULLANE et al.,
1985).

Inicialmente, metade da esponja retirada do sobrenadante da dosagem de

hemoglobina foi adicionada a 2mL de tampéao fosfato de sodio (pH 4,7) contendo 0,1 M



NacCl, 0,02 M NaPO4 e 0,015 M de NaEDTA, e centrifugadas a 11000 x G durante 30
minutos. A uma aliguota do sobrenadante (200 pL) foram adicionados 200 pyL de tampao
fosfato de soédio 0,05 M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo hexa-1,6-
bisdeciltrimethilammoénio (HTAB). A atividade da enzima MPO no sobrenadante foi
mensurada através da mudanca de absorbancia (densidade 6ptica; OD) a 450nm
utilizando 100uL de 3,3'-5,5-tetrametilbenzidina (TMB), preparada em dimetilsulfoxido
(DMSO) em uma concentracdo final de 1,6 mM e 100 pL de substrato H,O, na
concentragdo final de 0,3 mM, diluida em tampéo fosfato (pH 5,4). A reacdo foi
interrompida com a adi¢cao de 100 uL de H,SO4 (4M) e quantificada colorimetricamente a
450 nm em leitor de microplaca. Os resultados foram expressos em densidade o6ptica

(OD) por miligrama de tecido umido.

4.4.3. Analise da atividade da N-acetil-5-D-glicosaminidase (NAG)

A N-acetil-B-D-glicosaminidase € uma enzima lisossémica produzida por macrofagos
ativados. Esta técnica é utilizada para quantificar a infiltracdo destas células nos sitios
inflamatérios (BAILEY, 1988). A atividade de NAG baseia-se na hidrolise do r-nitrofenil-N
acetil-B-D-glicosamina (substrato) pela N-acetil-B-D-glicosaminidase liberando r-nitrofenol
(FERREIRA, 2007). A quantificacdo de células mononucleares nos implantes de esponjas
pode ser feita avaliando-se a atividade da enzima N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG),
presente em altos niveis em lisossomas de macréfagos ativados (BELO et al., 2004).

Metade da esponja retirada do sobrenadante da dosagem de hemoglobina foi
homogeneizada em uma solucéo de NacCl (0,9% wv-1) contendo 0,1% v/v-1 Triton X-100
e centrifugado (3000 x G; 10 min 4°C), por 10 minutos. Aliquotas (100 pL) do
sobrenadante foram, entdo, incubadas com 100 pL de p-nitrofenil-N-acetil-3-
glucosaminida, preparado em tampao de citrato-fosfato (pH 4,5) com concentracéo final

de 2,34 mM. A reacao foi interrompida pela adicdo de 100 pL de tampéo glicina 0,2 M (pH



10,6).

Para a realizac&o do ensaio, foi adicionado 100 yL das amostras em duplicata a uma
placa de 96 pocos. Em seguida, foram adicionados 100 yL do substrato (p-nitrofenil-N-
acetil-8-D-glicosaminidase), diluido em tampéao citrato/fosfato (pH 4,5). Posteriormente, a
placa foi incubada a 37° C durante 30 minutos. Finalmente, foram adicionados 100 yL de
tampao glicina 0,2 M (pH 10,6). A absorbéncia sera medida por leitor de microplaca
(Termoplate) em comprimento de onda de 400 nm. Os resultados foram expressos em

nmol/ml™* por grama de tecido tmido.

45. Analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da media (EPM).
Comparacdes entre os grupos foram realizadas usando analise de variancia (ANOVA)
seguida por fator de correcdo Newman-Keuls para comparacdes mdltiplas. Diferencas
entre as médias foram consideradas significantes quando os valores de p foram menores

que 0,05.



5. Resultados




5. Resultados

Os resultados da primeira série de experimentos mostraram que uma dose Unica
de C-ANP4.3 (200ng/implante), mas ndo o ANP, ou BNP ou CNP, foi capaz de inibir
significativamente o componente angiogénico do tecido fibrovascular nos implantes
avaliados e retirados no quarto dia apos implantacdo, como mostrado pela medida do
fluxo sanguineo por Laser Doppler Fluometry (LDF) nos implantes. Os resultados
mostraram que apenas 0 C-ANP,.,3, mas ndo o ANP, o BNP ou o CNP apresentou uma
reducdo significativa do fluxo sanguineo comparado ao grupo controle (Figura 5A).
Comprovada a efetividade deste peptideo uma curva dose resposta foi realizada,
mostrando novamente que de fato, a dose de 200ng foi a Unica eficaz de reduzir

significativamente os valores de fluxo sanguineo (Figura 5B).
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Figura 5A : Avaliacéo do fluxo sanguineo pelo laser Doppler das esponjas com 4 dias ap6s implantagdo em
animais anestesiados. O grupo controle recebeu 40 pl de PBS e os grupos tratados receberam 200ng de
peptideo. Os valores representam as médias + e.p.m de grupos de 12 animais em cada grupo. *p<0,05.
Diferenca significativa entre o grupo tratado com C-ANP,.,3 em relacdo ao grupo controle.

>

250~

200+

150+

100+

an
e

Fluxo sanguineo (unidades relativas)
o
L




>

250~

200+

150+

100+

an
e

Fluxo sanguineo (unidades relativas)
o
L

Figura 5B : Curva dose resposta para avaliagdo do fluxo sanguineo pelo laser Doppler nas esponjas com 4
dias ap6s implantacdo em animais anestesiados. O grupo controle recebeu 40 ul de PBS e os grupos
tratados receberam 2, 20 e 200ng de peptideo. Os valores representam as médias + e.p.m de grupos de 12
animais em cada grupo. *p<0,05. Diferenca significativa entre o grupo tratado com 200ng de C-ANP,.,3 em
relacéo ao grupo controle.

Para corroborar os resultados da analise funcional do efeito anti-angiogénico do
peptideo, foi realizada a analise do conteido de hemoglobina intra-implantes. Na figura
6A, o conteludo de Hb foi reduzido aproximadamente 25% depois do tratamento com C-
ANP4.,3. ApOs ter estabelecido o efeito antiangiogénico do C-ANP,4.,3 (200ng/ implante)
pelo conteudo de hemoglobina, uma curva dose resposta deste peptideo foi realizada. Os
resultados mostraram que a dose antiangiogénica mais efetiva foi de fato a de 200ng/

implante (fig. 6B).
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Figura 6B: Curva dose-resposta para contetdo de hemoglobina das esponjas retiradas quatro dias apés o
implante. O grupo controle recebeu 40 pul de PBS e os grupos tratados receberam 2, 20 e 200ng de C-ANP,.
23 intraimplante. Os valores representam as médias + e.p.m de grupos de 12 animais em cada grupo.
*p<0,05. Diferenca significativa entre o grupo tratado com 200 ng de C-ANP,,; em relacdo ao grupo
controle.

A andlise da producdo de VEGF (fator de crescimento pré angiogénico envolvido
na permeabilidade vascular, migragcdo e proliferacdo das células endoteliais) nos

implantes revelou que o C-ANP4,3; foi o Unico peptideo capaz de aumentar



significativamente a producéo dessa citocina, e que a dose de 200ng foi a Unica eficaz de

alterar significativamente seu nivel (Fig. 7A e B).

A
1500+
o
S
\g **
S 1000+
[S]
)
3
B) 500_ ]
3 ]
w ]
(D Ln
L Emmm
>
© o
L &7
?\
O/
A
1500~
@)
S
\% **
S 1000+
(8]
e
(@)
£
S 5004 e
3 Ln
LL e
)
L
>
© o
L &7
?\
O/

Figura 7A: Avaliacdo dos niveis de VEGF nas esponjas tratadas e retiradas quatro dias apos o implante. O
grupo controle recebeu 40 pl de PBS e os grupos tratados receberam 200ng de peptideo intraimplante. Os
valores representam as médias + e.p.m de grupos de 12 animais em cada grupo. *p<0,01. Diferenca

significativa entre o grupo tratado com C-ANP,.,; em relagcdo ao grupo controle.



w

1500+

**

10004

500+

VEGF (pg/mg tecido umido)

o
L

w

1500+

**

1000+

500+

VEGF (pg/mg tecido umido)

o
L

Figura 7B : Curva dose-resposta dos niveis de VEGF nas esponjas tratadas e retiradas quatro dias apés a
implantacdo. O grupo controle recebeu 40 pl de PBS e os grupos tratados receberam 2, 20 e 200ng de
peptideo intraimplante. Os valores representam as médias + e.p.m de grupos de 12 animais em cada grupo.

*p<0,01. Diferenca significativa entre o grupo tratado com 200ng de C-ANP,.,3 em relacdo ao grupo controle.

O Oxido de Oxido nitrico (NO) é um mensageiro difusivel que desempenha um
papel numa variedade de fungbes fisiologicas, incluindo a relaxamento de vasos

sanguineos, a inibicdo da agregacdo de plaquetas, a inflamacé&o, a neurotransmisséo, a



diferenciacao celular, a migracdo e a apoptose (KORHONEN, 2005)

Tendo em vista uma provavel participacdo dos NPs na producéo de 6xido nitrico
(NO), n6s avaliamos o efeito destes peptideos na producdo de nitrito (metabdlito estavel
do NO). Foi mostrado que apenas o C-ANP,.,3 diminuiu significativamente os niveis de
nitrito nos implantes tratados com o mesmo peptideo e que a dose de 200ng foi a Unica

eficaz de alterar significativamente seu nivel (Fig. 8A e B).
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Figura 8A: Avaliacao dos niveis de nitrito nas esponjas tratadas e retiradas quatro dias apds a implantagéo.
O grupo controle recebeu 40 ul de PBS e os grupos tratados receberam 200ng de peptideo intraimplante.

Os valores representam as médias + e.p.m de grupos de 12 animais em cada grupo. *p<0,05. Diferenca



significativa entre o grupo tratado com C-ANP,.,; em relacdo ao grupo controle.
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Figura 8B: Curva dose-resposta dos niveis de nitrito nas esponjas tratadas e retiradas 4 dias apds a
implantacdo. O grupo controle recebeu 40 pul de PBS e os grupos tratados receberam 2, 20 e 200ng de
peptideo. Os valores representam as médias + e.p.m de grupos de 12 animais em cada grupo. *p<0,05.
Diferenca significativa entre o grupo tratado com 200ng de C-ANP .,z em relacéo ao grupo controle.

Os tratamentos com PNs foram incapazes de modular os niveis de enzimas com

atividade inflamatorias mieloperoxidase e N-acetil-B-D-glicosaminidase intra implante (Fig

9A e B, 10A e B).
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Figura 9A : Avaliacao dos niveis de MPO nas esponjas tratadas e retiradas quatro dias apdsa implantacao.
O grupo controle recebeu 40 pl de PBS e os grupos tratados receberam 200ng de peptideo. Nao obteve

diferenca significativa.
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Figura 9B: Curva dose-resposta dos niveis de MPO nas esponjas tratadas e retiradas 4 dias apoés o
implante. O grupo controle recebeu 40 ul de PBS e os grupos tratados receberam 2, 20 e 200ng de

peptideo. Nao obteve diferenga significativa.
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Figura 10B: Avaliacdo dos niveis de NAG nas esponjas tratadas e retiradas quatro dias apds a
implantacdo. O grupo controle recebeu 40 ul de PBS e os grupos tratados receberam 200ng de peptideo.
N&o obteve diferenca significativa.
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Outra série de experimentos foi realizada para determinar a duracdo dos efeitos de
Unica ou multipla dose do peptideo. O protocolo consistiu de inje¢cdes diarias por cinco

dias consecutivos de C-ANP4.,3 (200ng/ implante) injetadas intra-implante e os parametros



angiogénicos analisados no dia 7 pos-implantacdo. Os resultados mostraram que 0s
efeitos de uma dose Unica ndo durou até 7 dias. No entanto os efeitos anti-angiogénicos,
diminuicdo do conteddo de hemoglobina e fluxo sanguineo foram observadas nos
implantes tratados com 200ng/implante C-ANP4.,3 por 5 dias consecutivos e retirados com

7 dias (Fig. 11A, B e C).
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Figura 11A: Imagens do software moorLDI V5.0 feita no animal controle (tratado com 40ul de PBS) e no
animal tratado com C-ANP,4.,3 200ng intraimplante por 5 dias consecutivos para avaliacao do fluxo

sanguineo na matriz de esponja implantada nos animais anestesiados apos 7 dias.
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Figura 11B: Andlise do fluxo sanguineo pelo laser Doppler dos implantes em camundongos anestesiados
tratados com dose 200 ng de C-ANP,.,5 intraimplante por 5 dias consecutivos e grupo controle com 40ul de
PBS 7 dias ap6s a implantacdo. Os valores representam as médias + e.p.m de grupos de 12 animais em

cada grupo. *p<0,05. Diferenca significativa entre o grupo tratado com C-ANP,,; em relacdo ao grupo
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Figura 11C: Andlise do contetdo de hemoglobina nos implantes tratados com dose de 200 ng C-ANP,.,3
intraimplante por 5 dias consecutivos e grupo controle com 40ul de PBSretirados 7 dias apds implantacéo.
Os valores representam as médias * e.p.m de grupos de 12 animais em cada grupo. ***p<0,001. Diferenca

significativa entre o grupo tratado com C-ANP,.,; em relagcdo ao grupo controle.

O tratamento prolongado com dose de 200ng C-ANP,.»3 intraimplante por 5 dias
consecutivos foi capaz de manter niveis baixos de nitrito intra implante. Neste caso o

peptideo diminuiu significativamente os niveis de VEGF (Tabela 3).

Tratamento Conteudo de Hb Nitrito (mg/g VEGF (pg/mg
(ug/mg tecido tecido umido) tecido umido)
amido)

PBS 2,40+ 0,2 4,54+0,50 282+ 40

Unica dose 2,47+0,3 4,30+0,45 352+40

(200ng)

Multiplas doses 1,0+0.2%** 3,02+ 0,32* 223+55*

Tabela 3: Efeito do C-ANP ,.,3 sobre do conteldo de hemoglobina, niveis de nitrito e niveis de VEGF de

esponjas retiradas 7 dias apds implatacao tratadas com 200ng intraimplante dose Unica ou por cinco dias



consecutivos. Hb=Hemoglobina, VEGF= fator de crescimento vascular periférico. Os valores representam

média £ e.p.m de grupos com 12 animais cada. *p<0,05, ***p<0,001.

A fim de corroborar com os parametros bioquimicos e funcionais indicativos de

atenuacdo da angiogénese pelo peptideo, seccdes histologicas de implantes de 7 dias

tratados com dose de 200ng intraimplante do peptideo por 5 dias consecutivos foram

realizadas. As andlises morfométricas dos implantes mostraram uma diminuicdo do

nimero de vasos sanguineos no grupo tratado com o peptideo comparado com o grupo

de implantes tratados com PBS. (Fig. 12A, B e C).

Figura 12 A e B:
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Seccdes histoldgicas das esponjas tratadas com dose de 200ng do peptideo intraimplante



por 5 dias consecutivos e retiradas com 7 dias coradas com hematoxilina e eosina no aumento de 40x.
Visualizacdo da matriz sintética da esponja e de vasos sanguineos. Figura A animal controle, e figura B

animal tratado com dose de 200ng intraimplante por 5 dias consecutivos de C-ANP,.,s.

Cc

101

Numero de vasos/10campos

o
Qq’% Q ¥
=
o’

Figura 12C: Contagem dos vasos sanguineos em seccodes histoldgicas da matriz sintética de esponja
tratada com dose de 200ng de C-ANP,,; intraimplante por cinco dias consecutivos e grupo controle com

PBS. **p<0,01. Diferenca significativa entre o grupo tratado com C-ANP,.»; em relacdo ao grupo controle.
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6. Discusséao

Além de suas acdes bioldgicas classicas controlando sodio, 4gua e homeostase da
pressdo sanguinea, os peptideos natriuréticos sdo implicados no crescimento tecidual e
angiogénese (ANAND-SRIVASTAVA, 2005; ANDALOUSI et al. 2013). No presente
estudo, nos investigamos os efeitos do ANP, do BNP, do CNP e do C-ANP,4.»3 sobre os
componentes angiogénicos e inflamatérios do tecido fibrovascular induzido por implantes
de matriz sintética de poliéter-poliuretano em camundongos. Como avaliado por uma
combinacdo de parametros funcionais, bioquimicos e histolégicos nés mostramos que C-
ANP4.23, mas ndo o ANP, o BNP ou o CNP inibiu angiogénese inflamatoria induzido pela
matriz sintética.

Na formacéo de tecido fibroproliferativo, a angiogénese e inflamagao co-existem e
estdo associadas com um numero de processos fisioldgicos (reparo tecidual, lactacao) e
patoldgicos (inflamacgéo crénica e crescimento tumoral). N6s ndo encontramos relatos dos
efeitos dos PNs nesses eventos biolégicos induzidos por implante de matriz sintética.
Esta técnica induz uma resposta angiogénica inflamatéria similar a que ocorre depois de
uma injuria mecanica (angioplastia, feridas cirdrgicas) ou natural (aterosclerose,
inflamag&o crbnica) (MENDES et al., 2009; LARA-CASTILLO et al., 2009). O modelo
proporciona um microambiente cronicamente inflamado em que cada um dos varios
componentes do tecido fibrovascular proliferativo (angiogénese, recrutamento e ativacao
de células inflamatorias e deposicdo de matriz extracelular) pode ser determinado
(ANDRADE et al., 1997; BELO et al., 2005; CAMPOS et al., 2006).

Primeiramente foi avaliado o fluxo sanguineo pela técnica de imagem de perfusao
por laser Doppler (MoorLDI-2, Inglaterra). Além de ser um bom método para avaliar o
fluxo sanguineo da microcirculacdo recém formada é considerada uma técnica ndo
invasiva.

Além disso, a infiltragcdo vascular dos implantes foi avaliada pelo método de



dosagem de hemoglobina (DRABKIN & AUSTIN, 1932) adaptado por PLUNKETT &
HAILEY (1990) para avaliar a atividade angiogénica. Dessa maneira, a dosagem do
conteudo de hemoglobina foi utilizada como indice indireto para a avaliagdo da
vascularizagcdo nos implantes. O efeito anti-angiogénico do C-ANP4.3, Vvisto pela
diminui¢do do fluxo sanguineo e do conteudo de hemoglobina, administrado como Unica
dose de 200ng intraimplante e avaliado apds 4 dias ou dose de 200ng intraimplante por 5
dias consecutivos e avaliados apds 7 dias aqui apresentados estdo de acordo com
varios relatos que demonstraram a acao inibitéria de outros peptideos natriuréticos em
diferentes sistemas in vivo e in vitro. Pedran e col. 1997 mostraram que 0s PNs inibiram
proliferacdo e migracao de células endoteliais em ensaios in vitro (PEDRAM, RAZANDI,
HU e LEVIN, 1997) e Lara-Castillo e col. 2011 demonstraram a capacidade do ANP em
reduzir o extravasamento vascular e neovascularizacdo coroidal em migracéo in vivo de
células endoteliais. Corroborando com as atividades indicativas do efeito anti-angiogénco
dos peptideos endogenos, estudos também mostraram que o C-ANP4,3 0 agonista
sintético seletivo do receptor tipo C, foi capaz de diminuir o aumento da proliferacdo de
células do musculo liso vascular em ensaios in vivo e in vitro em ratos espontaneamente
hipertensos, que pode estar relacionado a um efeito anti-angiogénico (ANDALOUSI, LI,
ANAND-SRIVASTAVA, 2013).

Em contraste marcante com nossos achados, tem sido mostrado que os PNs
atuam na estimulagcdo da angiogénese por estimular a formacdo de novos vasos
sanguineos em coracgdo hipertréfico de rato e em isquemia de membros posteriores
(KUHN et al., 2009). Além disso, foi mostrado que o BNP promove o crescimento vascular
por aumentar o numero de progenitores endoteliais e aumentar sua propriedade funcional
(Xi et al., 2011).

E possivel que ndo apenas o modelo experimental usado, mas também as

concentragfes dos peptideos utilizados contribuiram para os diferentes resultados



encontrados em nossos experimentos em relagdo aos de outros pesquisadores. De fato,
as concentracdes 10°M que promoveram inibicdo da proliferacdo e migracdo das células
endoteliais foram muito maiores que aquelas que promoveram estimulacdo da
angiogénese in vivo e in vitro (10°M) (YAMAHARA & ITOH, 2009).

Além disso, também foi avaliado em nosso estudo os niveis intra-implante de fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF). A citocina VEGF atua de maneira autécrina
ou paracrina e pode estimular angiogénese agindo diretamente sobre os receptores no
endotélio ou indiretamente atraindo e/ou ativando células acessoérias (ex. leucécitos) que,
por sua vez, irdo produzir mais fatores angiogénicos. Além disso, essa citocina pode atuar
na inducéo do crescimento do novo vaso sanguineo (LIEKENS et al, 2001).

Interessantemente, em nossos experimentos os niveis de VEGF aumentaram nos
implantes tratados com dose Unica C-ANP43 e retirados apos 4 dias. Isto esta em
contraste com o trabalho publicado por Pedram et al (2001) (PEDRAM, RAZANDI and
LEVIN, 2001) que demonstrou uma supressdo do VEGF em células humanas e bovinas
tratadas com os PNs. Uma possivel explicagdo para esta discrepancia possa ser que em
um microambiente hipoxico dos implantes tratados, a producdo de VEGF foi um tentativa
de estimular a angiogénese De fato, hipOxia, estresse oxidativo e citocinas sdo os
principais fatores que regulam a expressao/producédo de VEGF (MESSMER-BLUST, AN
and LI, 2009). Também é possivel que a discrepancia possa ser atribuida a diferentes
tipos de modelos experimentais usados in vivo e in vitro. Porém nossos resultados com
multiplas doses do C-ANP 4,3 estdo de acordo com a literatura, pois foram capazes de
diminuir os niveis intra-implante de VEGF, o que indica que a agéo prolongada do C-ANP
4-23 Na diminuicdo da angiogénese pode ser realmente pela via do VEGF, o que de fato
esta de acordo com Pedran e col. 1997.

Neste estudo, a investigacdo da atividade dos peptideos natriuréticos na atividade

inflamatéria na matriz esponjosa foi realizada através da quantificagcdo indireta da



atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-B-D-glicosaminidase para a
estimativa do acumulo de neutrofilos e de macrofagos, respectivamente.

O recrutamento seletivo de leucadcitos da circulacdo para o local lesado € um dos
marcos da resposta inflamatéria (BUTCHER, 1991), sendo os neutrdfilos e os macrofagos
as primeiras linhagens celulares a se acumularem nos sitios de lesdo (FORD et al, 1989).

Ambas a enzimas estdo presentes com alta atividade especifica nos respectivos
granulos azurofilicos de neutrdfilos e lisossomos de macréfagos ativados (BAILEY, 1988;
KUEBER et al, 1996). Porem deve-se atentar para o fato de que neste estudo foram
utilizadas técnicas bioquimicas para a deteccdo desses leucocitos, podendo essas
técnicas ndo disporem de sensibilidade suficiente para a deteccdo do acumulo de
neutrofilos, apesar de apresentar uma forte correlacdo entre o numero de neutrofilos e a
atividade de MPO, como descrito por BRADLEY et al (1982).

N&o foi mostrado em nosso estudo o efeito modulatorio dos peptideos natriuréticos
nesses marcadores inflamatoérios (atividade de enzimas inflamatorias) no modelo de
implante de esponjas.

Esses achados estdo em contraste com a acdo dos PNs modulando eventos
inflamatorios, em estudos que mostram que os PNs diminuem a infiltracdo de macroéfagos,
de proteina quimioatrativa de mondcito-1 (MCP-1) e de uma molécula e pro-inflamatoria, a
tenascina-C (TN-C) em um modelo in vivo com ratos Wistar (FUGITA et al, 2013). E
possivel que a discrepancia seja devido a diferencas animal/tecido e o0 modelo utilizado
possa ter induzido um diferente ambiente inflamatorio.

Foram avaliados também em nosso estudo os niveis de nitrito. A quantificacdo do
NO em meios biologico é dificil devido a sua meia-vida curta (6 a 10 segundos e as suas
baixas concentracdes, por isso quantificam-se os seus metabdlitos estaveis: Nitrito e
Nitrato (RALSTON 1997, STICHTENOTH & FROLICH 1998, MIRANDA et al., 2001,

SPRENG et al., 2001, ERSOY et al., 2002). O nitrito € o Unico produto estavel resultante



da auto-oxidacdo de NO em solugbes aquosas e tecidos o que o torna um Otimo
parametro de medida indireta das concentracbes de NO em nosso modelo.

Além do potencial vasodilatador, o 6xido nitrico (NO) é reconhecido como um
mediador e regulador de respostas inflamatdrias. Ele tem propriedades citotoxicas que
podem agir contra agentes patogénicos, mas também pode ter efeitos nocivos sobre os
tecidos do hospedeiro. A interagdo do NO com o oxigénio molecular e anion superoxido
produz espécies reativas de nitrogénio que podem modificar varias funcdes celulares.
Estes efeitos indiretos do NO desempenham um papel importante na inflamacg&o.

O fato dos niveis de nitrito (metabolito de NO) estarem diminuidos nos implantes
tratados com C-ANP,.,3 implica, pelo menos em parte, esse peptideo exerce atividade
inibitéria no tecido fibrovascular modulando o NO, ja que PNs e oxido nitrico compartilham
a mesma via de sinalizagao intracelular (ANAND-SRIVASTAVA, 2005; ZICHE and
MORBIDELLI, 2009). Esse resultado pode ser compativel com o efeito positivo deste
mediador vasoativo na angiogénese (RISTORI, 2008).

Evidéncias diretas do mecanismo pelo qual o C-ANP4,3 atenuou a angiogénese
inflamatoria no implante de esponja nao foram investigadas em nosso estudo. No entanto,
no contexto de nossos achados é possivel que a interagdo do C-ANP 4,3 com o0 receptor
NPR-C resultou na ativagdo da proteina Gi (inibitoria) que por sua vez, inibiu a producao
de AMPc, uma importante molécula envolvida na formacdo de vasos sanguineos como
mostrado em um modelo de hipoxia induzido por retinopatia em camundongo (RISTORI,
2008; ANAND-SRIVASTAVA, 1990). No entanto, nossos resultados e os achados de
outros sobre os efeitos dos PNs na regulacdo da neovascularizagdo divulgam a
complexidade da formacgdo de vasos sanguineos em distintas condigbes patolégicas. O
efeito inibitério do C-ANP 4,3 no componente angiogénico do tecido fibrovascular induzido
pela matriz sintética estende a gama de ac¢des dos peptideos e pode indicar um potencial

terapéutico do controle da angiogénese em doencas fibroproliferativas.
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7. Conclusbes

Os resultados deste estudo mostram pela primeira vez a avaliagdo dos efeitos dos
peptideos natriuréticos (ANP, BNP, CNP e C-ANP4.3) na angiogénese inflamatoria
induzida por uma matriz sintética.

O modelo utilizado permitiu avaliar o componente angiogénico e inflamatorio, eventos
associados a varias patologias fibroproliferativos e mostrar o efeito seletivo do C-ANP 4.23
na formacéo de vasos sanguineos.

Foi identificado o efeito modulador do C-ANP,4.,3 na modulacdo do VEGF e o efeito
contra-regulatério na producéo de NO.

Neste modelo ndo foi mostrado o efeito dos peptideos na inflamacéo avaliados pelos
marcadores mieloperoxidase e N-acetil-p-D-glucosaminidase.

Este estudo amplia a gama de ac¢des do peptideo C-ANP4.,3 € pode indicar o seu

potencial terapéutico no controle da angiogénese em doencas fibroproliferativas.
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Natriuretic peptides (NPs), endogenous bioactive peptides, modulate endothelial cell
functions, besides their well known effects controlling salt, water and blood pressure
homeostasis. To date, the effects of NPs on inflammation and angiogenesis are rather
contradictory. In this study we evaluated the effects of these peptides on inflammatory
angiogenesis induced by polyether polyurethane sponge implants in mice. The
hemoglobin content (ug/mg wet tissue) and blood flow measurements (laser Doppler
perfusion imaging) of the implants used as an index of vascularization showed that single
dose of C-ANP4.23, (a ligand for the natriuretic peptide clearance receptor) but not of atrial
natriuretic peptide (ANP), brain natriuretic peptide (BNP) or C-type natriuretic peptide
(CNP) reduced angiogenesis in the implants relative to the PBS-treated group, but failed to
modulate inflammation in our system. Histological analysis corroborated the biochemical
and functional parameters indicative of inhibition of neovascularization. The decreased
vascularization of the implants by the peptide was associated with attenuated production
of nitric oxide (nitrite levels) and enhanced levels of VEGF. The inhibitory effect of C-ANP4.
23 on the angiogenic component of the fibrovascular tissue induced the synthetic matrix
extends the range of actions of the peptide and may indicate its therapeutic potential in

controlling angiogenesis in fibroproliferative diseases.

Key words: natriuretic peptides, angiogenesis, inflammation, implants,

VEGTF, nitric oxide
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