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RESUMO 

Ramos, L. V. R. Aumento do sistema complemento e redução de células T 

reguladoras podem aumentar a atividade da metaloproteinase de matriz (MMP- 

2) e o remodelamento arterial na hipertensão. 85 p. Dissertação (Mestrado) - 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

2024. 

A hipertensão arterial está associada à inflamação, de modo que pacientes 

hipertensos apresentam maiores concentrações plasmáticas de citocinas pró-

inflamatórias. A geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), a expressão e 

liberação de citocinas e quimiocinas e a infiltração de células imunes nos rins e nas 

artérias são características da hipertensão. O estresse oxidativo pode participar da 

regulação da resposta imune na hipertensão através da ativação do sistema 

complemento e redução de células T reguladoras (Tregs). O sistema complemento, 

por sua vez, diminui fisiologicamente a expressão e função de Tregs circulantes in 

vivo, de modo que aumento da sua atividade resulta em inibição da capacidade 

supressora dessa população de células e em estresse oxidativo, sugerindo uma inter- 

relação entre os componentes dessa via. Ademais, o estresse oxidativo é capaz de 

aumentar a atividade da MMP-2, que é importante para o remodelamento arterial na 

hipertensão, enquanto o sistema complemento aumenta a expressão de MMP-2 em 

modelo animal de aneurisma. Sabendo que ocorre aumento do sistema complemento 

na hipertensão, a hipótese é que o aumento do sistema complemento C3a contribui 

para aumentar estresse oxidativo, reduzir Tregs e aumentar a atividade e expressão 

da MMP-2, o que resulta no remodelamento arterial da hipertensão. A hipertensão foi 

induzida em camundongos C57BL/6 por infusão de angiotensina-II por minibombas 

osmóticas, e estes foram tratados com o antagonista de C3aR, o SB290157. A 

pressão arterial foi avaliada por pletismografia de cauda e de forma invasiva e a 

expressão de Foxp3, C3a, C3aR, MMP-2, IL-6 e IL-10 foi determinada por Western 

Blot e Elisa; a atividade de MMP-2 foi determinada por zimografia em gel e in situ e o 

estresse oxidativo por DHE; análise do remodelamento arterial também foi avaliada 

por coloração com hematoxilina e eosina; marcação de CD4 e Foxp3 foi usada na 

citometria de fluxo. A pressão arterial sistólica foi maior no grupo hipertenso em 

relação ao grupo Sham (p<0,05), e o tratamento foi efetivo na diminuição de PAS no 

último dia de tratamento pelo método não-invasivo, entretanto, pelo método invasivo, 

não houve diferença. O grupo hipertenso também obteve valores maiores de 

citocinas pró-inflamatórias em relação ao grupo Sham. Em relação ao conteúdo 

proteico de C3aR, não houve diferença significativa entre os grupos. O grupo 



hipertenso também obteve valores maiores de C3a presente no plasma (p<0,05) em 

relação ao grupo Sham. Pela análise em conteúdo aórtico, a atividade de MMP-2 

estava aumentada no grupo hipertenso e o fármaco foi capaz de diminuir a atividade 

(p<0,05). O aumento de C3a decorrente da gênese da hipertensão tem como 

consequencia a piora do quadro hipertensivo e aumento da atividade de MMP-2, 

este que pode ser atenuada com o uso do fármaco.  

Palavras-chaves: complemento; metaloproteinase de matriz; estresse oxidativo; 

células T reguladoras; remodelamento arterial; hipertensão. 



ABSTRACT 

Ramos, L. V. R. Increased complement system and reduced regulatory T cells 

may increase the activity of matrix metalloproteinase (MMP)-2 and arterial 

remodeling in hypertension. 85 p. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Medicina 

de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2024. 

Hypertension is associated with inflammation, so that hypertensive patients have 

higher plasma concentrations of pro-inflammatory cytokines. The generation of 

reactive oxygen species (ROS), the expression and release of cytokines and 

chemokines and the infiltration of immune cells in the kidneys and arteries are 

characteristic of hypertension. Oxidative stress may play a role in regulating the 

immune response in hypertension by activating the complement system and reducing 

regulatory T cells (Tregs). The complement system, in turn, physiologically decreases 

the expression and function of circulating Tregs in vivo, so that an increase in its 

activity results in inhibition of the suppressive capacity of this population of cells and 

in oxidative stress, suggesting an inter-relationship between the components of this 

pathway. Furthermore, oxidative stress is capable of increasing the activity of MMP-

2, which is important for arterial remodelling in hypertension, while the complement 

system increases the expression of MMP-2 in an animal model of aneurysm. 

Knowing that there is an increase in the complement system in hypertension, the 

hypothesis is that the increase in the complement system C3a contributes to 

increasing oxidative stress, reducing Tregs and increasing the activity and expression 

of MMP-2, which results in arterial remodelling in hypertension. Hypertension was 

induced in C57BL/6 mice by infusion of angiotensin-II by osmotic minipumps, and 

they were treated with the C3aR antagonist SB290157. Blood pressure was 

assessed by tail and invasive plethysmography and the expression of Foxp3, C3a, 

C3aR, MMP-2, IL-6 and IL-10 was determined by Western Blot and Elisa; MMP-2 

activity was determined by gel and in situ zymography and oxidative stress by DHE; 

analysis of arterial remodelling was also assessed by haematoxylin and eosin 

staining; CD4 and Foxp3 staining was used in flow cytometry. Systolic blood 

pressure was higher in the hypertensive group compared to the Sham group 

(p<0.05), and the treatment was effective in lowering SBP on the last day of 

treatment by the non-invasive method; however, by the invasive method, there was 

no difference. The hypertensive group also obtained higher values of pro-

inflammatory cytokines than the Sham group. There was no significant difference 

between the groups in terms of C3aR protein content. The hypertensive group also 

had higher plasma C3a values (p<0.05) than the Sham group. By analysing aortic 



content, MMP-2 activity was increased in the hypertensive group and the drug was 

able to decrease activity (p<0.05). The increase in C3a resulting from the onset of 

hypertension has the effect of worsening hypertension and increasing MMP-2 

activity, which can be attenuated with the use of the drug. 

Keywords: complement; oxidative stress; matrix metalloproteinase; regulatory T cells; 

arterial remodeling; hypertension. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Hipertensão arterial e inflamação 

 
A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é definida por um aumento contínuo da 

pressão arterial e é considerada um dos principais fatores de risco para o 

desenvolvimento de outras doenças cardiovasculares como insuficiência cardíaca, 

cardiomiopatias e doenças dos sistemas coronariano e cerebrovascular. Entre 1990 e 

2019, o número de pessoas com HAS e prescrição para anti-hipertensivos foi de 650 

milhões para 1,3 bilhões (78) e mais de 75% dos adultos com HAS residiam em países 

de renda baixa e média (45). Há vários mecanismos que podem contribuir para o 

desenvolvimento da HAS. A HAS é caracterizada pelo aumento da pressão arterial 

em níveis sustentados acima de 130 mmHg para a pressão arterial sistólica (PAS) e 

80 mmHg para a pressão arterial diastólica (PAD). Tais valores são usados para 

pacientes que realizam a medição da pressão arterial em casa, sem monitoramento. 

No consultório, como há um período de espera, a pressão arterial se mantém mais 

estável e os valores de referência continuam sendo 140 por 90 mmHg (1). 

O desenvolvimento da HAS pode ser causado por vários mecanismos 

fisiopatológicos, como anormalidades renais, desregulação do sistema nervoso 

central e disfunção das células endoteliais. Diversos fatores secretados por diferentes 

tipos de células estão envolvidos no aparecimento da inflamação e estes podem ativar 

respostas imunes importantes na HAS (46). Tanto a inflamação como a resposta 

imune inata e adaptativa exercem um papel importante no desenvolvimento da HAS 

e dos danos aos órgãos-alvos (2,3), de modo que pacientes com inflamação crônica 

apresentam aumento do risco cardiovascular (3), enquanto que pacientes hipertensos 

apresentam concentrações plasmáticas elevadas de citocinas pró-inflamatórias (4). 

Além disso, sabe-se que a inflamação de baixo grau é um mediador importante para 

a elevação da pressão arterial, podendo associar a HAS com as doenças inflamatórias 

crônicas (5). 

O aumento das respostas imunológicas inatas frente ao estímulo hipertensivo 

pode ativar receptores do tipo Toll (TRL) na vasculatura, que contribuem para o 

aumento do estresse oxidativo e o remodelamento vascular. O TLR4 é o TLR mais 

estudado na hipertensão entre os treze receptores identificados. Este receptor 

desencadeia resposta inflamatória por meio da ativação de duas vias: 1) dependente 

da proteína 88 de resposta primária à diferenciação mieloide (MyD88), que ocorre 
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durante o estágio inicial da ativação do fator nuclear-κB (NF-κB) e resulta na produção de 

citocinas inflamatórias; e 2) as vias independentes de MyD88, que ocorrem durante o 

estágio final da ativação do NF-κB, e ativa o fator regulador de interferon (IFN)-3, 

induzindo expressão de genes induzidos por IFN. A figura 1 mostra que a angiotensina 

II (Ang II), via atuação em receptores AT1, regula positivamente o TLR4 no sistema 

nervoso central, rins e sistema cardiovascular, contribuindo para ativação da MyD88. 

Esta via pode acionar MAPKs, como ERK1/2 e JNK, que induz a ativação de NF-κB e 

EROs. Por fim, EROs estimulam a liberação de mediadores pró-inflamatórios, o que, 

por sua vez, contribui para a hipertensão (48). Além de reconhecer patógenos, o TLR4 

também induz a expressão de componentes do sistema complemento, como o C3a e 

C5a, contribuindo ao aumento da sua atividade no ambiente pró-inflamatório (6,7). 

Assim, o bloqueio farmacológico do TLR4 pode diminuir a inflamação e estresse 

oxidativo no sistema nervoso central, rins e coração, o que reduz os efeitos da HAS e 

diminui os danos aos órgãos-alvos. 

 
 

 
Figura 11- Angiotensina II-TLR4: vias de sinalização que medeiam a inflamação durante a hipertensão. 
A ang II age por meio dos receptores AT1, que regulam positivamente o TLR4, com consequente ativação 
da via MyD88 (não mostrado). Esta via aciona diferentes MAPKs, como ERK1/2 e JNK, que induzem 
a ativação  de  NFκB  e  EROs  (ROS).  Por  fim,  EROs  estimulam  a  liberação  de  mediadores  
pró- inflamatórios, o que, por sua vez, contribui para a hipertensão. A Ang-II também age na 
vasculatura, causando disfunção contrátil, o que piora o quadro de hipertensão. Ademais, atua no 
núcleo 
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paraventricular (PVN), estimulando o aumento das EROs e da produção de citocinas,  o que contribui 
ao tônus simpático, levando a hipertensão (48). 

 

1.2 Ativação do sistema complemento na hipertensão 

 
O sistema complemento é reconhecido como uma rede proteica complexa que 

atende principalmente às funções imunes inatas. A super ativação deste sistema pode 

causar autoimunidade, inflamação e lesão tecidual (49). O sistema complemento é 

ativado por três vias distintas. A primeira via, conhecida como via clássica, se inicia 

quando complexos antígeno-anticorpo se ligam à proteína C1q no plasma. A região 

Fc dos isotipos de anticorpos IgG e IgM, proteína C reativa ou até mesmo componente 

amiloide P sérico se ligam nas regiões globulares da C1q, iniciando a ativação do 

sistema. Células apoptóticas e as proteínas de superfície de bactérias e vírus também 

podem se ligar a essas regiões globulares da C1q. Esses fatores causam mudança 

conformacional na proteína C1(q, r, s), que pode clivar os outros componentes da 

cascata do complemento (49, 50). Esta via clássica também pode ser ativada na 

hipertensão. A infusão de Ang II em camundongos contribui para o recrutamento de 

macrófagos para a aorta, onde secretam o componente C1q, iniciando a cascata (50). 

Na seção abaixo, serão discutidas as hipóteses do porque o complemento é ativado 

durante a hipertensão. 

A segunda via, ou via da lectina, é semelhante a via clássica, com exceção de 

utilizar moléculas de reconhecimento ao invés de anticorpos para o reconhecimento 

do alvo. Inicia-se quando receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) se ligam 

nos padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), como D-manose e 

grupos acetil na superfície de patógenos, células necróticas ou apoptóticas. Os PRRs 

da via da lectina podem ser a lectina de ligação à manose (MBL), proteínas séricas 

associadas à serina (MASP)-1, 2 e lectinas oligoméricas, como as ficolinas (1-3). A 

MBL é estruturalmente semelhante à C1q, com uma região semelhante ao colágeno 

e cabeças globulares. As cabeças globulares do MBL são domínios de lectina do tipo 

C específicos para repetir estruturas de carboidratos encontradas em microrganismos. 

Tal como C1q, MBL e as ficolinas são complexadas com uma MASP, que é estrutural 

e funcionalmente semelhante a C1r e C1s. MASP-1 e -2 são proteases ativas, mas 

apenas a MASP-2 cliva o C4 e C2. Isso permite a montagem das conversões de C3 

e C5 e a geração de C3a e C5a, duas anafilatoxinas pró-inflamatórias que aumentam 

a resposta inflamatória. O fragmento C3b se liga covalentemente a grupos hidroxila 
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e amino na superfície de moléculas-alvo das três vias. Na ausência de proteínas 

reguladoras do complemento, ocorre amplificação no número de moléculas de C3b 

ligadas à superfície por meio da via alternativa (79-81). 

Por fim, diferentemente das vias de ativação do complemento clássica e da lectina, 

a via alternativa é acionada pela hidrólise espontânea de C3, e não por uma proteína 

de ligação ao patógeno (52). O plasma é rico em C3, e a clivagem espontânea, ou 

"tickover", produz C3b em taxa considerável. O processo envolve a hidrólise 

espontânea da ligação tioéster em C3 para formar C3,Bb. Esse complexo é uma 

convertase de C3 em fase fluida e embora seja formado em poucas quantidades, pode 

clivar muitas moléculas de C3 em C3a e C3b (52, 82). 

Independente de qual via a ativação do sistema complemento aconteça, todas 

convergem na degradação do componente C3, que se dividirá em C3a e C3b. O C3a 

se liga em seu receptor C3aR, localizado em diferentes tecidos e células do sistema 

imune, e o C3b contribui na formação do complexo de ataque a membrana (MAC). As 

vias de ativação do complemento podem ser vistas na Figura 2, produzida por 

Shughoury (2023) (51-53). 

 
 

 
Figura 12 - Três vias diferentes compõem a ativação do sistema complemento. Os complexos 
anticorpo-antígeno que envolvem IgG ou IgM ativam a via clássica. A hidrólise lenta e espontânea de 
C3 ativa continuamente a via alternativa, necessitando de inibição contínua por proteínas reguladoras 
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endógenas para mantê-la sob controle. A identificação de carboidratos específicos em superfícies 
microbianas dá início à via da lectina (53). 

 

Quando a pressão arterial se eleva, o sistema complemento também é ativado. A 

infusão de Ang II em camundongos aumenta as concentrações plasmáticas de C3a e 

C5a, que se ligam aos seus receptores C3aR e C5aR presentes no coração, linfócitos 

e células do músculo liso, causando disfunção (56). As células do sistema imune, 

como linfócitos e monócitos, por exemplo, produzem citocinas pró-inflamatórias, como 

interleucina (IL)-6 e o fator de necrose tumoral (TNF)-α, que podem contribuir na 

disfunção cardiovascular (55, 56). Estudos usando camundongos knockouts para 

C5aR1 mostraram melhora no perfil inflamatório e no remodelamento cardíaco. O 

mesmo efeito foi observado quando estes camundongos tiveram a produção de C5a 

reduzida pelo uso farmacológico de anticorpo monoclonal anti-C5 ou pelo 

antagonista do receptor de C5aR, o PMX53. O tratamento de ratos hipertensos pelo 

modelo de infusão de acetato de desoxicorticosterona (DOCA) e sal com PMX53 

melhorou a função endotelial da aorta e reduziu os danos cardíacos (54). 

Por outro lado, o C3a endógeno também aumenta a proliferação das células 

musculares lisas vasculares (CMLVs) e a produção de Ang II em ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR). A inibição de C3aR com o antagonista 

SB290157 reduz a expressão gênica do fator de transcrição Kruppel-like (KLF-5) e 

consequentemente a proliferação celular (16). Em ratas grávidas, a administração 

endovenosa do antagonista de C3aR, SB290157, por curto período de tempo, é capaz 

de inibir o aumento de pressão arterial em resposta ao peptídeo C3a (17). Além disso, 

o C3a induz o aumento da formação de superóxido, dependente de NADPH oxidase 

em cultura de células tubulares proximais. Esse efeito também é observado in vivo, 

durante a isquemia e reperfusão renal, ou seja, a NADPH oxidase é ativada de 

maneira dependente ao sistema complemento, desempenhando papel fundamental 

na geração de EROs (18). Tal complexidade de eventos pode contribuir com o 

aumento da pressão arterial. Já foi observado em estudo clínico e experimental, 

usando ratos SHR e DOCA sal, que as concentrações plasmáticas de C3 e C3a estão 

associados ao desenvolvimento da hipertensão (89-91). Já que o C3 é comum às três 

vias de ativação do complemento, o avaliamos usando a ferramenta farmacológica 

SB290157, que é um antagonista de receptores de C3aR a uma dose de 1mg/kg/dia. 

Tal dose foi escolhida visando reduzir o efeito off-target do fármaco ao receptor 

C5aR, haja vista que uma dose maior pode agir como agonista deste receptor, 

podendo aumentar o perfil inflamatório (110). 
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1.3 Células do sistema imune e seu envolvimento na HAS 

 
A presença de células imunes, como linfócitos T, que expressam os receptores 

do complemento em sua superfície e que podem infiltrar-se nas artérias e rins 

também são protagonistas no que tange as alterações cardiovasculares da 

hipertensão (Figura 3). Camundongos knockouts para o gene do ativador de 

recombinase (Rag-1-/-; linhagem desprovida de células T e B) apresentam pressão 

arterial reduzida após infusão de Ang II. Em contrapartida, a transferência adotiva de 

células T, mas não de células B, para estes camundongos resulta na restauração da 

resposta hipertensiva, sugerindo células T como essenciais ao desenvolvimento da 

hipertensão (55). 

 
 

Figura 13 - Células imunes e a ativação do complemento contribuem para o aumento da pressão 
arterial. Após a ativação do complemento, o C5b-9 promove a lise de patógenos, mediada pelo 
complexo de ataque à membrana (MAC). Além disso, os neutrófilos e os monócitos/macrófagos são 
finamente moldados pelo complemento e seus receptores aumentando sua população. A expressão 
de CD11c, um componente do receptor de complemento 4, é indicativa de células dendríticas. Os 
receptores de C3a e C5a são expressos na superfície e em vários compartimentos intracelulares das 
células T, podendo causar inibição da função CD4+Foxp3+ (Adaptado) (56). 

 

Os linfócitos T efetores, juntamente com os monócitos e macrófagos, podem 

ser expressos e entrarem em uma relação de desequilíbrio com a quantidade de 

células anti-inflamatórias, como linfócitos T reguladores (Treg). Isto pode facilitar a 
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ocorrência de lesão vascular na hipertensão, sobretudo por produzirem quantidades 

significativas de citocinas pró-inflamatórias. As Tregs são uma subpopulação de 

células T que expressam o fator de transcrição forkhead box P3 (Foxp3) e apresentam 

função imunossupressora sobre linfócitos T efetores, bem como efeitos protetores 

contra o aumento da pressão arterial induzida por Ang II, como a produção de (IL)-10 

(8–10). Por outro lado, a infusão de Ang II em camundongos resulta na diminuição de 

Tregs, enquanto que a transferência de Tregs para estes animais previne a HAS, o 

aumento da atividade da NADPH oxidase e o prejuízo do relaxamento vascular em 

resposta à acetilcolina (8). Portanto, sabendo que mecanismos imunológicos 

modulam o aumento de pressão arterial e danos aos órgãos-alvos, e que as Tregs 

contribuem para prevenir esses efeitos (8), essas células podem ser alvos para 

intervenção farmacológica na HAS. 

Um dos fatores que reduzem a quantidade e função das Tregs é o componente 

C3a e C5a do sistema complemento, visto que o duplo knockout para C3aR e C5aR 

aumenta a expressão de Foxp3 e seu papel imunossupressor na hipertensão (11). O 

C3a e o C5a são produtos ativos da clivagem de C3 e C5 pelas C3 e C5 convertases 

e interagem com receptores C3aR e C5aR, acoplados à proteína G, nas CMLVs, 

aumentando a proliferação, por exemplo (12–14). O aumento de C3a plasmático em 

modelos animais de hipertensão DOCA sal e via infusão de Ang II pode reduzir a 

expressão de Foxp3, via sinalização por C3aR, inibindo a ação imunossupressora das 

Tregs (15). 

Um estudo mostrou que há aumento de MMP-2 nas CMLVs durante a 

dissecção da aorta torácica no aneurisma (34); entretanto, os mecanismos que 

interligam o C3a/C3aR e a MMP-2 ainda precisam ser explorados. A ativação do NF-

kB, que pode ocorrer após aumento das concentrações de células inflamatórias e que 

regula a transcrição de vários genes de citocinas pró- inflamatórias, pode ser um dos 

links entre o C3a e a MMP-2. Durante a hipertensão mediada pela Ang II ou em ratos 

SHR, o NF-κB é ativado e transloca-se do citoplasma ao núcleo, onde regula a 

expressão de genes, como o da MMP-2 (84). As MMPs como a MMP-1, -2 e -9 

possuem regiões promotoras como a região AP-1, em sua estrutura que responde de 

forma rápida a uma grande variedade de sinais e que podem ser moduladas pelo 

NF-κB (59, 114). Como mencionado anteriormente, o sistema complemento também 

tem relação direta com estresse oxidativo, que por sua vez, 
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também contribui com o aumento da expressão e/ou atividade da MMP-2 na 

vasculatura durante a hipertensão (35). 

 

1.4 Metaloproteinases de Matriz (MMPs) 

 
As MMPs são endopeptidases dependentes de zinco, sintetizadas com um pró- 

peptídeo auto inibitório ligado ao sítio catalítico por uma ligação sulfidrila. Existem 

mais de 25 tipos de MMPs. Dentre elas, a MMP-2 (72 kDa) caracteriza-se como 

gelatinase e têm contribuição expressiva no remodelamento vascular da hipertensão 

e outras doenças cardiovasculares (25, 59). Além dos domínios comuns às MMPs 

como o pro-peptídeo, o domínio catalítico ligado ao zinco, a região de articulação e o 

domínio hemopexina, as gelatinases possuem domínio fibronectina-like, responsável 

pela interação e proteólise de alguns componentes da matriz extracelular, como o 

colágeno tipo IV, por exemplo (25). 

A expressão proteica e atividade da MMP-2 podem ser moduladas por várias 

vias, desde transcricionais até por inibição da sua atividade pela ação dos inibidores 

teciduais de MMPs, os TIMPs. O NF-kB é um fator de transcrição, que como dito 

anteriormente, pode contribuir para o aumento de expressão da MMP-2. O estresse 

oxidativo também pode contribuir para o aumento da MMP-2, já que animais 

knockouts para p47phox da NADPH oxidase reduz a expressão gênica e a atividade 

da MMP-2 nas artérias na hipertensão (111). 

A MMP-2 pode ser ativada por duas vias: a proteolítica e não proteolítica. A via 

proteolítica, que é extracelular, consiste na clivagem do pró-peptídeo e exposição do 

sítio catalítico da MMP-2, convertendo-a de 72 em 64 kDa. Esta forma de 64 kDa pode 

degradar os componentes da matriz extracelular e participar do remodelamento 

tecidual fisiopatológico, seguida pela resíntese proteica e hipertrofia celular (29). A 

forma de ativação não proteolítica, por sua vez, baseia-se em uma modificação pós- 

translacional e consiste na reação do peroxinitrito com a ligação sulfidrila do pró- 

peptídeo, na presença de glutationa, deslocando o pró-peptídeo e expondo o sítio 

catalítico (26). Essa reação, chamada de S-glutatiolação, pode ser um evento chave 

na ativação intracelular da 72 kDa MMP-2 (26–28) (Figura 4). Esta ativação pode 

resultar na proteólise de proteínas da maquinaria contrátil, como a calponina-1, 

incitando a proliferação e migração das CMLVs na hipertensão (26,30–32). 
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Figura 14- Mecanismo de ativação proteolítica e não proteolítica da MMP-2. A figura mostra a clivagem 
da ligação entre a sulfidrila (-SH) do pró-peptídeo e o zinco Zn2+ do sítio catalítico da MMP-2 (72 kDa), 
resultando na forma ativa de 64 kDa no meio extracelular. A figura também mostra que o ONOO- e a 
glutationa celular (GSH) reagem com o grupamento sulfidrila do pró-peptídeo (PRCGVPD) da MMP-2, 
deslocando-o e permitindo que ela fique ativa na forma molecular de 72 kDa (57). 

 

A ativação da MMP-2 favorece sua ação no remodelamento mal adaptativo das 

artérias em resposta ao aumento da pressão. O remodelamento arterial hipertrófico é 

caracterizado pelo aumento da espessura da camada média da aorta, por causa da 

proliferação e migração acentuada das CMLVs, resultando no aumento da razão 

média por lúmen (M/L) e da área de secção transversal (CSA) (25,32). Inibindo a ação 

da MMP-2 com doxiciclina, por exemplo, reduz o remodelamento aórtico hipertrófico 

e o aumento da deposição de proteínas da matriz, como o colágeno e a elastina (112). 

Diversos modelos animais de hipertensão mostram aumento da expressão e atividade 

da MMP-2 nas artérias de resistência e de condutância. Esta atividade proteolítica 

aumentada pode contribuir ao aumento da capacidade de resposta das artérias à 

constritores, como a fenilefrina, já que este efeito também é inibido por inibidores de 

MMPs (85). Estudos também mostraram que camundongos knockouts para MMP-2 

apresentaram melhora na disfunção endotelial causada pela infusão de Ang II (86). A 

MMP-2 pode clivar outros alvos proteolíticos independentes da matriz extracelular. A 

MMP-2 pode clivar pró-domínios de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-1β, 

contribuindo para sua ativação e participação no remodelamento vascular (107, 108). 

Interessantemente, a própria IL-1β pode contribuir para o aumento da expressão da 

MMP-2 na sepse e outras doenças cardiovasculares (113). A MMP-2 também tem 

como alvo a big-endotelina-1, que é clivada em endotelina-1, um potente 
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vasoconstrictor que está aumentado em processos hipertensivos (115). A MMP-2 

também contribui para vasoconstrição ao clivar e destituir a ação de um neuropeptídio 

vasodilatador, o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), inibindo assim 

a vasodilatação dependente de CGRP (116). 

Já a MMP-9 também é uma gelatinase com cerca de 70% de homologia com a 

MMP-2 e tem seus mecanismos de ativação semelhantes (73, 100). No entanto, sua 

expressão e atividade são induzidos por mecanismos inflamatórios (101), enquanto a 

MMP-2 também é constitutiva. A MMP-9 pode clivar quimiocinas como MCP-1, -3 e 

CXCL-5, -8, que são importantes para o recrutamento de neutrófilo e macrófagos nas 

mais diversas fisiopatologias, como a pneumonia e a sepse (102, 103). 

Assim, a ativação do C3a do complemento pode contribuir para o aumento da 

atividade da MMP-2 na vasculatura na hipertensão, seja pelas ações das citocinas 

pró-inflamatórias e estresse oxidativo, seja pelo aumento de NF-kB, configurando-se 

como possível alvo terapêuticos na HAS. 
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2 HIPÓTESE 

 

O aumento no sistema complemento, principalmente o C3a, contribui para 

aumentar estresse oxidativo, reduzir Tregs e aumentar expressão e atividade da 

MMP-2 na aorta, resultando no remodelamento mal adaptativo da hipertensão. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 

 
Avaliar se o aumento do C3a decorrente da HAS e aumenta a expressão e 

atividade da MMP-2 em aortas de camundongos infundidos com Ang-II, além do 

estresse oxidativo, e da redução da quantidade de Tregs, favorecendo o 

remodelamento mal adaptativo. Ademais, se o uso do antagonista do receptor de 

C3a atenua tais eventos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 
• verificar se a inibição da sinalização de C3a pelo receptor C3aR reduz 

Tregs nos rins e causa estresse oxidativo nas artérias de 

camundongos infundidos com Ang II; 

• verificar se o aumento de C3a aumenta a atividade e expressão de 

MMP-2 nas artérias de camundongos infundidos com Ang II; 

• verificar se o aumento de C3a aumenta a expressão de NF-kB e do 

receptor de C3a como parte integrante desta cascata de sinalização; 

• analisar se estes efeitos bioquímicos contribuem para o remodelamento 

arterial da HAS, e se o antagonista de C3a previne essas alterações; 

• analisar se estes efeitos bioquímicos contribuem para a disfunção das 

aortas frente a estímulos de contração e relaxamento; 

• analisar os níveis de C3a plasmático no modelo estudado. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Animais 

 
Neste estudo foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6. Esses 

animais foram provenientes do biotério central da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto (FMRP) da Universidade de São Paulo (USP) e mantidos no Biotério 

de Manutenção e Experimentação do Departamento de Farmacologia da FMRP. O 

projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da FMRP-USP 

(1404/2023). 

 

4.2 Delineamento Experimental 

 
A hipertensão foi induzida nos camundongos após implantação subcutânea de 

minibombas osmóticas contendo Ang II a 1 µg/kg/min, que foi infundida por 14 dias 

conforme a figura 5. Nos animais controles foi feito apenas uma incisão, sem a 

implantação da minibomba. Os animais foram tratados com o antagonista do receptor 

de C3a, o SB290157, a 1 mg/kg (dissolvido em 0,02% de DMSO) via intraperitoneal, 

a cada dois dias, a partir da implantação das minibombas. Na segunda semana pós-

tratamento, os animais foram eutanasiados para a coleta da aorta, plasma e rins. 

 

 

 
Figura 5 - Esquema para visualização da metodologia utilizada. 
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4.3 Avaliação da Pressão Arterial Sistólica (PAS) 

 
A PAS foi avaliada pelo método de pletismografia de cauda. Para isto, os 

animais foram alocados do biotério para a sala de pletismografia e aclimatizados por 

uma hora para adaptação ao novo ambiente, a fim de minimizar o estresse e obter 

medidas fidedignas. Estes animais foram colocados em contensores adequados ao 

peso sobre uma placa aquecida a 37ºC. Os manguitos do equipamento foram 

colocados na cauda dos animais e as variações de pressão foram identificadas por 

um sistema de aquisição de dados (CODA Non-Invasive Blood Pressure Acquisition 

System, Kent Scientific Corporation). Os resultados foram representados pela média 

de todas as medidas consecutivas que foram obtidas para cada animal. 

 

4.4 Determinação da pressão arterial invasiva 

 
Os animais foram anestesiados com uma mistura de isoflurano 2% e O2, e os 

procedimentos cirúrgicos foram realizados em condições assépticas. Os animais 

foram colocados em decúbito dorsal e foi feita incisão femoral. Cateteres de polietileno 

(Clay-Adams, Northridge, CA) foram implantados na artéria femoral direita para 

medição da pressão arterial. Os cateteres foram preenchidos com solução salina 

heparinizada (100 UI/mL), tampados e tunelizados por via subcutânea até a nuca. 

Após procedimento, os animais foram deixados em recuperação por 24 h. As 

medições da pressão arterial foram realizadas em animais conscientes em suas 

próprias gaiolas, 24 h após a cirurgia. O cateter arterial foi conectado a um transdutor 

de pressão (MLT0380/D, AD Instruments, Sydney) e o sinal AP foi amplificado 

(ML110, AD Instruments, Sydney), alimentado em um IBM/PC conectado a um Power 

Lab (ML866, AD Instruments, Sydney, Austrália) a 2 kHz. 

 

4.5 Ensaio imunoenzimático para C3a no plasma 

 
Para realizar o ELISA de C3a presente no plasma, foi utilizado um kit específico 

(NBP2-70037; Novus Biologicals). Foi adicionada a solução padrão às duas primeiras 

colunas das placas, cada concentração foi adicionada em duplicata, em um poço de 

cada vez, lado a lado (100 μL para cada poço). As amostras foram adicionadas aos 

outros poços da placa. A placa foi coberta com o vedante fornecido no kit e incubada 

durante 90 min a 37ºC. Foram adicionados 100 μL do anticorpo de detecção biotinilado a 

cada poço, coberto com o selador de placa e misturado suavemente. Após isso, 
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houve incubação durante 1 h a 37ºC. A solução de cada poço foi aspirada e foram 

adicionados 350 μL de tampão de lavagem. A placa foi deixada de molho durante 2 

min e foi aspirada a solução de cada poço e secada com papel absorvente limpo. Esta 

etapa foi repetida por 3 vezes. Foram adicionados 100 μL de anticorpo conjugado 

HRP a cada poço e cobertos com a tampa da placa e incubadas durante 30 min a 

37ºC. A solução de cada poço foi aspirada novamente e foram adicionados 350 μL de 

tampão de lavagem. Logo após, foram adicionados 90 μL do reagente de substrato a 

cada poço, cobertos com o novo vedante e incubado por 15 min a 37ºC. Ao final, foram 

adicionados 50 μL de solução de parada a cada poço e foi determinada a densidade 

ótica de cada poço de uma só vez com uma microplaca regulada para 450 nm (Novus 

Biologicals). 

 

4.6 Dosagem de Proteínas pelo Método de Bradford 

 
Antes de efetuar zimografia e western blotting, foi necessário dosar as 

proteínas das amostras para evitar variações proteicas inerentes a cada tecido. O 

método de Bradford é uma técnica que tem como objetivo determinar as proteínas 

totais dos tecidos. As aortas foram trituradas e homogeneizadas em tampão de 

extração de proteínas (NaF 10 mM, ortovanadato de sódio 1 mM, inibidor de protease 

1X e RIPA q.s.p) por 18 h. Os extratos foram centrifugados por 10 min, a 13.000 rpm 

e a 4°C. Os sobrenadantes foram retirados e colocados no freezer -80°C para 

determinação proteica. Os valores foram obtidos após a leitura por espectrofotometria 

(Espectrofotômetro Synergy H1 Microplate Reader, BioTek), para que fosse possível 

normalizar a quantidade que foi aplicada nas técnicas bioquímicas. 

 

4.7 Western Blot para expressão proteica do C3aR e NF-kB nas aortas 

 
Extratos de aorta (20 µg de proteína para cada amostra) foram misturados a um 

tampão redutor (0,25 M Tris-HCl pH 6,8, 30% de glicerol, 0,6 M DTT, 10% de dodecil 

sulfato de sódio e 0,179 mM de azul de bromofenol), aquecidos por 5 min a 95ºC e 

carregados em géis de 10% de poliacrilamida. Após eletroforese, as proteínas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare, Alemanha) usando um 

aparelho de transferência úmida (#TE22 Mini Tank Transfer Unit, GE Healthcare, 

Germany) a 100 V por 1 h e 15 min ou por meio de um sistema semi-seco de 

transferência Trans-Blot (Turbo Transfer System- BioRad) a 25 V, 1.0 A, 30 min, em 
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tampão de transferência (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%). As membranas 

foram bloqueadas por 2 h com 5% de leite diluído em solução salina tamponada com 

Tris e Tween 20 (TBS-T) e incubadas por 16 h a 4ºC com o seguintes anticorpos 

primários: mouse anti-C3aR (1:3.000 #ab126250, Abcam EUA; rabbit anti-Phospho- 

NF-κB p65 (Ser536) (93H1) (1:1000) mAb #3033; rabbit anti-NFκB p65 (H-286): sc- 

7151). Em seguida, as membranas foram incubadas com seu respectivos anticorpos 

secundários (1:10.000, #A0545 Sigma; #A9044 Sigma) por 1 h a temperatura 

ambiente. Após isto, as membranas foram lavadas em TBS-T por 3 vezes de 5 min 

e reveladas. As bandas foram visualizadas por quimioluminescência (#32106, 

ThermoFisher Scientific, EUA) com o fotodocumentador Amersham Imager 600 (GE 

Healthcare, Alemanha). As intensidades de quimioluminescência de cada banda 

foram quantificadas pelo Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA). 

 

4.8 Avaliação da atividade da MMP-2 
 

4.8.1 Zimografia em gel 

 
A zimografia em gel é a técnica utilizada para avaliar a atividade das MMPs. 

Especificamente a MMP-2 e a MMP-9 podem degradar a gelatina do gel durante a 

eletroforese. As amostras foram previamente preparadas, aplicadas em géis de 

poliacrilamida 8% e separadas por eletroforese, conforme a técnica de SDS-PAGE. 

Após este processo, os géis foram submetidos a dois banhos de Triton X-100 para 

remoção do SDS e colocados em solução de incubação Tris-HCl/CaCl2/NaCl (50mM 

Tris, 5 mM CaCl2.2H2O, 150 mM NaCl, pH 7,6) por 16 h na estufa à 37°C. 

Posteriormente, foram corados em solução Coommassie Blue (metanol 25%, ácido 

acético 10% e Coomassie Blue G-250 0,05%) e em seguida descorados com solução 

descorante (metanol 25% e ácido acético 7%) para visualização da banda de 72 e 64 

kDa da MMP-2, e 89 kDa MMP-9. Dessa forma, foi observado a formação de bandas 

claras contra o fundo azul escuro do Coommassie (devido a degradação da gelatina 

incorporada ao gel). Para cada gel foi utilizado um controle positivo (Soro Fetal 

Bovino). Por ele, é possível normalizar as quantidades de proteínas obtidas entre os 

géis, podendo compará-los entre si. A quantificação das bandas de 72 e 75 kDa da 

MMP-2 além da banda de 89 kDa da MMP-9 foram feitas pelo Image J. 
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4.8.2 Zimografia in situ 

 
A zimografia in situ é uma técnica de fluorescência utilizada para avaliar a 

atividade das gelatinases, utilizando o substrato DQ gelatina (#D12054, Invitrogen). 

Aortas foram incluídas em Tissue-Tek (O.C.T), cortadas no criostato em secções de 

5 μm de espessura e incubadas com substrato fluorogênico DQ gelatina, em tampão 

Tris-CaCl2 na estufa, à 37ºC por 1 h. Os cortes foram lavados em tampão salina fosfato 

(PBS) e fixados em formalina tamponada 4%. As imagens dos cortes foram 

fotografadas (400x) por microscópio de fluorescência (Leica CTR 6000 Fluorescence 

Microscope; em nm: excitação: 495, emissão: 515). O software ImageJ foi usado para 

quantificar a fluorescência. Na lâmina que representa o animal, foram fotografadas 

três áreas diferentes de um mesmo corte de aorta e em cada uma das áreas foi 

realizada a quantificação da intensidade da fluorescência verde por 40 campos 

selecionados ao redor da circunferência do vaso. A intensidade de fluorescência 

desses campos foi usada para calcular a média aritmética da fluorescência de cada 

lâmina. Como controle negativo, não houve incubação com DQ, apenas a lavagem 

com PBS. 

 

4.9 Determinação vascular das Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) por DHE 

 
Diidroetídio (DHE) foi utilizado para avaliar a concentração de O-

2 na camada 

média da aorta. As aortas coletadas foram congeladas em OCT, utilizando nitrogênio 

líquido e posteriormente cortadas em criostato a 4 μm de espessura. Os cortes foram 

incubados a 37°C com DHE na concentração de 10 μg/ml em câmara úmida e escura 

durante 30 min. O DHE reage com O2
- presente nos tecidos e os produtos da reação 

emitem fluorescência vermelha no núcleo. Após a lavagem tripla com PBS, as 

imagens foram obtidas com auxílio de um microscópio de fluorescência acoplado à 

câmera fotográfica, em 400X. As concentrações de EROs foram quantificadas 

utilizando o ImageJ através da inserção de 40 quadrados com uma área fixa sobre 

os núcleos marcados em vermelho, presentes na camada média da aorta. 

Quantificação dos núcleos marcados se deu pela totalidade da fluorescencia 

individual dos cortes. 

4.10 Curva concentração-efeito para fenilefrina (PE) e acetilcolina (ACh) nas 

aortas por miografia de fio 

 

Após anestesia com isoflurano e eutanásia dos animais, as aortas torácicas foram 

removidas e colocadas em placas de Petri contendo solução de Krebs-Henseleit 
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modificada a 4ºC (em mM): NaCl, 130; KCl, 4,7; KH2PO4, 1,1; MgSO4, 1,1; NaHCO3, 

15; EDTA, 0,03; CaCl2, 1,6; Glucose, 5,5. A porção mediana da aorta torácica foi 

dividida em 4 anéis de 2 mm de comprimento sem o tecido adiposo perivascular 

(PVAT). Os anéis com endotélio foram montados em miógrafo (modelo 620M; Danish 

Myo Technology – DMT, Copenhagen, Denmark) para estudo da geração de força 

isométrica. Os anéis foram colocados entre ganchos, um fixo e outro conectado a um 

transdutor de sinal acoplado a um computador. As preparações permaneceram sob 

tensão de 5 mN, por 30 min para estabilização, nas cubas do miógrafo contendo 

solução de Krebs-Henseleit modificada, gaseificada com 95% de O2 e 5% de CO2 e 

aquecida à 37º C, com trocas de solução nutriente e ajuste de tensão a cada 10 min. 

Após período de estabilização, as artérias foram estimuladas com cloreto de potássio 

(KCl 120 mM), com a finalidade de se avaliar a integridade funcional. 

Após novo período de lavagem e estabilização por mais 30 min, a integridade do 

endotélio foi testada avaliando-se o relaxamento à acetilcolina (ACh) à 10-6 M em 

aortas pré-contraídas com fenilefrina (PE), na concentração de 10-6 M. A ausência de 

relaxamento à ACh foi critério para confirmação da ausência de endotélio. Foram 

realizadas curvas de caráter cumulativo de PE e ACh de (10-10 a 10-4 M) em segmentos 

aórticos com endotélio. 

 

4.11 Ensaio de imunoabsorção enzimática para TNF-α, IL-10 e IL-6 

 
A determinação da expressão proteica de TNF-α, IL-10 e IL-6 foi avaliada em 

porções do rim pelo ensaio de ELISA. Placas de 96 poços foram revestidas com 150 

μL/poço de anticorpos para TNF-α, IL-10 e IL-6 nas concentrações de 3, 4 e 3 μg/ml, 

respectivamente, e incubadas overnight. As placas foram então lavadas com PBS em 

Tween 0,05%, seguido de incubação com 200 μl de PBS contendo 1% de albumina 

de soro bovino para evitar ligações não-específicas. As amostras e o padrão (a 4000 

pg/ml) foram inseridos nos poços e incubados durante a noite a 4°C. Após lavagem, 

anticorpos biotinilados apropriados foram adicionados a 3 μg/ml por 1 h. Então, 

avidina-peroxidase foi adicionada por um período de 20 min de incubação. Após 

lavagem, 100 μl de tetrametilbenzidina (R&D Systems) também foi adicionada e a 

reação enzimática foi interrompida por H2SO4 após o desenvolvimento colorimétrico. 
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4.12 Citometria de Fluxo 

 
Os rins foram esmagados diretamente em filtros celulares para obter 

suspensões unicelulares. Os glóbulos vermelhos foram lisados antes da coloração por 

citometria de fluxo. Os rins foram picados e colocados em placas contendo 1 mg/ml 

de colagenase I (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a 37°C por 30 min. As amostras foram 

então dissociadas mecanicamente e depois filtradas por filtros de células de 40 μm 

(BD Biosciences) para obter suspensões unicelulares. As amostras de rim foram 

submetidas a centrifugação de gradiente Percoll (17089102; GE Healthcare, 

Marlborough, MA) antes da coloração por citometria de fluxo. Os seguintes anticorpos 

foram utilizados: FITC-A: CD4; PEA: GM-CSF; PerCP-Cyh-5-5A: IFNg; APC-A: Foxp3; 

APC-H7; IL-17; CD45; PE-Cy7-A: IL10. As amostras foram analisadas utilizando o 

software FlowJo (Ashland, Oregon; EUA). 

 

4.13 Análise do remodelamento vascular 

 
A aorta torácica foi removida do animal, fixada em formalina tamponada a 10% 

(pH 7,0) por 24 h, seguido por mais 24 h em etanol 70%. Depois disso, os tecidos 

foram lavados numa sequência de álcool e xilol e incluídos em parafina. As aortas 

foram cortadas a 5 μm em micrótomo (Jung/Leica RM 2065) e coradas com 

hematoxilina e eosina (H&E). Parâmetros morfológicos M/L e CSA foram quantificados 

pelo ImageJ. Para analisar o CSA fez-se a subtração da área interna do lúmen (Ai) 

pela área externa (Ae), de acordo com a fórmula: 

 

 

 
Em seguida, os diâmetros externos (DE) e interno (DI) foram calculados. Para o 

diâmetro externo (DE), utilizou-se a fórmula: 

 

 

 
Para o diâmetro interno (DI), a fórmula aplicada foi: 
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A espessura da média (M) foi obtida subtraindo o diâmetro interno (DI) do diâmetro 

externo (DE) e dividindo o resultado por 2: 

 

 

 
4.14 Análise Estatística 

 
Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido de pós-teste de 

Tukey usando GraphPad Prism Software, versão 9.00 (Califórnia, EUA). Considerou- 

se estatisticamente significativos valores com p<0,05. Gráficos foram representados 

como média ± erro padrão da média (EPM). 
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5 RESULTADOS 
 

5.1 Tratamento com o antagonista de receptor de C3a parece não restaurar a 

PAS elevada na hipertensão por Ang II 

 

Para verificar se a Ang II causou aumento da pressão arterial nos camundongos 

e se o tratamento com o SB290157 reduz este parâmetro, foi realizado aferição da 

PAS por 14 dias por pletismografia de cauda. Houve aumento significativo da PAS já 

no segundo dia após a implantação das minibombas de infusão nos grupos Ang II em 

comparação aos controles (*p<0,05; Fig. 6A). O tratamento com o SB290157 reduziu 

a PAS elevada a partir do 14º dia de tratamento (#p<0,05 vs. Ang II). Entretanto, como 

a redução da PAS começou ocorrer apenas no último dia de tratamento, resolvemos 

avaliar a PAS pelo método invasivo para nos certificarmos dos resultados, já que a 

aferição invasiva é mais fidedigna. 

A aferição da pressão pelo método invasivo foi feita no último dia de tratamento 

com o SB290157. Houve aumento da PAS nos grupos Ang II em comparação aos 

controles (**p<0,001; Fig. 6B), porém o tratamento com SB290157 não reduziu a PAS 

elevada (*p<0,05 vs. controles). 
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Figura 16 – A: Pressão arterial sistólica (PAS) de camundongos submetidos a cirurgia de implantação 
das minibombas osmóticas com Ang II, tratados ou não com o antagonista de c3aR. Painel A: 
Registros representativos da aferição de pressão arterial sistólica. B: Pressão arterial sistólica (PAS) 
invasiva no 14º de tratamento e imagem representativa da aferição de pressão arterial invasiva. 
Valores expressos em média ± erro padrão (*p<0,05 vs. grupos controles; **p<0,001 vs. grupos 
controle; #p<0,05 vs. grupo Ang II; A: n=8; B: n=6-7). 

 

5.2 Hipertensão por Ang II aumenta concentrações plasmáticas de C3a 

 
Para verificar se durante a hipertensão causada pela Ang II há aumento de C3a 

plasmático, foi realizado ELISA de C3a após coleta de sangue no dia da eutanásia. 

Como pode ser observado na figura 7, os camundongos hipertensos tiveram maior 

concentração de C3a no plasma em relação aos controles (*p<0,05) e o tratamento 

com SB290157 não reduziu esta quantidade elevada de C3a. 
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Figura 17- Concentração plasmática de C3a de camundongos submetidos a cirurgia de implantação 
das minibombas osmóticas com Ang II, tratados ou não com o antagonista de C3aR. Valores expressos 
em média ± erro padrão. (*p<0,05 versus grupo Sham; n=4-6). 

 

5.3 O tratamento com SB290157 não altera o conteúdo proteico do receptor de 
C3a 

 
Para determinar se a expressão proteica do receptor de C3a se altera na 

vasculatura por causa da hipertensão causada pela Ang II ou por causa do tratamento 

com o SB290157, Western blot para o receptor de C3a foi realizado nas aortas. Não 

houve diferenças na expressão do receptor de C3a nas aortas dos camundongos dos 

grupos experimentais, embora haja tendência de diminuição do receptor nos grupos 

hipertensos (Figura 8). 
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Figura 18 - Conteúdo proteico da expressão do receptor de C3a (C3aR) em aortas de camundongos 
submetidos a cirurgia de implantação das minibombas osmóticas com estímulo ou não de Ang II, 
tratados ou não com o antagonista de C3aR.  p>0,05.n=3-6. 
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5.4 O tratamento com o SB290157 reduz as concentrações de EROs nas aortas 

dos animais hipertensos 

 

Foi avaliado também a produção de EROs nas aortas dos camundongos pela 

fluorescência do DHE. As EROs, representando aqui o estresse oxidativo, são 

componentes ativos da imunidade inata e apresentam participação na via de 

sinalização intracelular do NF-kB e das células inflamatórias. Além disso, também 

podem participar do aumento da expressão e ativação da MMP-2 nas artérias na 

hipertensão. Como visto na figura 9, houve aumento de EROs nas aortas do grupo 

Ang II (*p<0,05 vs. controles) e o SB290157 reduziu significativamente este aumento 

(#p<0,05 vs. Ang II). Além disso, o grupo Ang II também obteve maior número de 

núcleos marcados em relação aos controles (*p<0,05) e o antagonista de C3aR 

também reduziu esta quantidade (#p<0,05 vs. Ang II). 
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Figura 19 - Produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) pela técnica de DHE em aortas de 
camundongos submetidos a cirurgia de implantação das minibombas osmóticas com estímulo ou não 
de Ang II, tratados ou não com antagonista de C3aR. As fotografias são representativas de cada grupo 
(400x) e a barra de escala representa 25 μm, seguidas dos resultados apresentados em gráficos, com a 
intensidade de fluorescência. Valores expressos como media ± erro padrão (*p<0,05 vs. grupos 
controles; ***p<0,01 vs. grupos controles; #p<0,05 vs. grupo Ang II; n=5-6). 

 

5.5 O tratamento com SB290157 não reduz a quantidade aumentada de linfócitos 

T efetores nos rins dos animais hipertensos. 

 

Para avaliar a população de linfócitos, foi realizada a citometria de fluxo nos 

rins dos camundongos Ang II e tratados com SB290157. Como mostra a figura 10, o 

grupo Ang II apresentou aumento da população de linfócitos CD4+ (*p<0,05 vs. 

Sham e **p<0,01 vs. Sham + SB290157), mas não houve diferenças quantitativas na 

população dos linfócitos T que expressam Foxp3 e que produzem IL-10 (Figura 10 A- 

D). O tratamento com SB290157 não reduziu significativamente a quantidade de 

linfócitos T CD4+, embora especula-se que isto possa reduzir com mais tempo de 

tratamento. 
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Figura 10: Citometria de fluxo de linfócitos T CD4+ (A e B) e Foxp3+IL-10+ (C e D) em tecidos renais 

de camundongos submetidos a cirurgia de implantação das minibombas osmóticas com estímulo ou 

não de Ang II, tratados ou não com o antagonista de C3aR (*p<0,05 vs. Sham; **p<0,001 versus Sham 

+ SB290157; n=4). 
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5.6 O tratamento com SB290157 reduz a quantidade aumentada de IL-6 nos rins 

dos animais hipertensos 

 

A fim de avaliar a produção de algumas citocinas pró-inflamatórias, foi realizado 

o ensaio imunoenzimático nos rins dos camundongos. Usamos os rins por termos 

pouca disponibilidade de tecido aórtico para todos os experimentos e porque os rins 

contêm muitas células imunes e produção de citocinas pró-inflamatórias, além de ter 

muita ação da Ang II no desenvolvimento da hipertensão. Foram avaliadas citocinas 

pró-inflamatórias, como o TNF-α e a IL-6, e citocinas anti-inflamatórias como a IL-10. 

Como pode ser visto na figura 11, houve aumento significativo destas citocinas nos 

rins dos camundongos Ang II vs. controle (*p<0,05). Entretanto, o tratamento com o 

SB290157 reduziu apenas as concentrações da IL-6 (#p<0,05 vs. Ang II). 
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Figura 11 - Concentrações renais de IL-10, IL-6 e TNF-α em camundongos submetidos a cirurgia de 
implantação das minibombas osmóticas com estímulo ou não de Ang II, tratados ou não com o 
antagonista de C3aR (*p<0,05 versus grupos controles; p=0,06 versus Ang-II #p<0,05 versus grupo 
Ang II; n=4). 

 

5.7 O tratamento com o antagonista não alterou a quantidade proteica de NF-kB 

na aorta 

 

Foram avaliadas as concentrações de NF-kB nas aortas dos camundongos. O 

aumento de NF-kB pode contribuir para o aumento da cascata inflamatória durante a 

hipertensão, gerando citocinas pró-inflamatórias e aumentando a expressão e/ou 

atividade das MMPs (-2 e -9). Para tal, aortas de camundongos foram trituradas e 

centrifugas a fim de obter material a ser quantificado pela técnica de Western blot. 

Como mostra a figura 12, não houve diferença das quantidades proteicas de NF-kB 

entre os grupos experimentais, embora pareça que os hipertensos apresentem mais. 

A técnica de Western blotting para a versão fosforilada de  NF-kB se deu devido a 

este fator ser fosforilado  intracelularmente, levando a transcripção de fatores pró-

inflamatórios.
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Figura 12 - Níveis proteicos de NF-kB e p-NF-kB em aortas de camundongos submetidos a cirurgia de 
implantação das minibombas osmóticas com Ang II, tratados ou não com o antagonista de C3aR; n= 
3-5. 

 

5.8 O tratamento com o SB290157 reduziu a atividade acentuada da MMP-2 na 

aorta dos camundongos hipertensos 

 

Mesmo sem alteração do NF-kB, o estresse oxidativo pode ativar a MMP-2 no 

coração e artérias em algumas doenças cardiovasculares. Assim, a zimografia em gel 

foi realizada para determinar a atividade da MMP-2 e -9 nas aortas dos camundongos 

tratados com Ang II e SB290157. A figura 13 mostra que houve aumento significativo 

da atividade da MMP-2 (72 e 64 kDa) nas aortas dos camundongos Ang II quando 

comparados aos grupos controles (*p<0,05). O tratamento com o antagonista de C3aR 

reduziu este efeito (#p<0,05 vs. Ang II). A atividade da MMP-9 89 kDa também foi 

aumentada nas aortas dos camundongos tratados com Ang II (*p<0,05 vs. controles), 

porém o tratamento com o SB290157 não reduziu esta atividade. 
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Figura 13 - Atividade da MMP-2 por zimografia em gel em aortas de camundongos submetidos a 
cirurgia de implantação das minibombas osmóticas com estímulo ou não de Ang II, tratados ou não 
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com o antagonista de C3aR. Imagem 1: Foto representativa. Os gráficos A e B mostram a atividade da 
72 e 64 kDa MMP-2, respectivamente. Os gráficos C e D mostram a quantificação da MMP-2 total e a 
89 kDa MMP-9. A Valores expressos como media ± erro padrão (*p<0,05 vs Sham e Sham + SB290157; 
#p<0,05 vs grupo Ang II; n= 3-6). Controle positivo: Soro Fetal Bovino. 

 

o SB290157 reduziu a atividade gelatinolítica acentuada na aorta dos 

camundongos hipertensos 

 

Para verificar a atividade da MMP-2 em segmentos de aorta dos camundongos 

Ang II e tratamento com o SB290157, foi realizada a zimografia in situ. Houve aumento 

significativo da atividade gelatinolítica na camada média das aortas dos camundongos 

hipertensos (*p<0,05 vs. controles; Figura 14) e o tratamento com o SB290157 reduziu 

essa atividade proteolítica (#p<0,05 vs. Ang II). 
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Figura 14- Atividade gelatinolítica por zimografia in situ em aortas de camundongos incubadas ou não 
com Ang II e antagonista de C3aR. As fotografias são representativas de cada grupo (400x) e a barra 
de escala representa 25 μm, seguidas dos resultados apresentados como intensidade de fluorescência 
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(Unidades arbitrárias). Como controle negativo, ao invés da DQ, foi utilizado PBS. Valores expressos 
como media ± erro padrão (*p<0,05 vs. grupos controles; #p<0,05 vs. grupo Ang II; n=5). 

 

5.10 Aumento da atividade gelatinolítica correlaciona-se positivamente com a 

quantidade de EROs nas aortas dos camundongos hipertensos 

 

Foi verificado também se existe correlação entre as quantidades de EROs e a 

atividade gelatinolítica da zimografia in situ. Como pode ser visto na figura 15, quanto 

maior a quantidade de EROs, maior a atividade gelatinolítica, com r2 0,641 e p<0,05. 
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Figura 15 - Correlação positiva entre EROs e atividade gelatinolítica in situ, ambos vistos em aortas 
de camundongos incubadas ou não com Ang II e SB290157. 

 

5.11 O tratamento com SB290157 reduziu a área de secção transversal (CSA) da 

aorta que estava aumentada nos camundongos hipertensos 

 

Para verificar se o aumento da atividade da MMP-2 contribui para as alterações 

vasculares morfofuncionais na hipertensão por Ang II, os parâmetros morfológicos 

CSA e M/L foram analisados. Quatorze dias após a implantação das minibombas de 

Ang II, houve aumento significativo no CSA em relação aos grupos controles (*p<0,05 

vs. Sham + SB290157; ***p<0,001 vs. Sham) o que caracteriza para formar o 

remodelamento hipertrófico de artérias de condutância. A M/L parece aumentar no 

grupo Ang II em relação aos controles, embora sem diferenças estatísticas. O 

tratamento com o SB290157 reduziu o CSA elevado nos animais hipertensos (p=0,051 

vs. Ang II; Figura 16). 
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Figura 16 – A e C: Área de secção transversal (CSA) e B e D: razão média/lúmen (M/L) das aortas de 
camundongos submetidos a cirurgia de implantação das minibombas osmóticas com estímulo ou não 
de Ang II, tratados ou não com antagonista de C3aR. As fotografias são representativas de cada grupo 
(100 e 400x) e a barra de escala representa 25 μm. (*p<0,05 vs Sham +SB290157; ***p<0,001 versus 
Sham; n=5-6). 

 

5.12 O tratamento com SB290157 não melhora a hipercontratilidade da aorta nos 

camundongos hipertensos 

 

Por causa do aumento da produção de EROs, citocinas pró-inflamatórias e 

MMP-2 na aorta dos camundongos hipertensos, verificamos se estas alterações 

poderiam interferir na funcionalidade da aorta após tratamento com o SB290157. 

Nota-se que os animais infundidos com Ang II obtiveram hipercontratilidade à PE em 

relação aos controles (*p<0,05; figura 17A). O SB290157 não reduziu a 

hipercontratilidade causada pela PE nestes animais. Não houve diferença 

significativa nos valores de pD2 entre os grupos (figura 17C). 



58 
 

p
D

2
  

 

A 

 

150 

 
120 

 
90 

 
60 

 

 
Sham 

SB290157 

Ang II 

Ang II + SB290157 

 

30 
 

0 

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 

Log [PE] M 
 

 
B C 

 

150 
*
 

100 

8 

* Sham 

Ang II 
6

 

     Sham 

Ang II 

 

 
50 

 

 
0 

 
Veículo 

 

 
 

SB290157 

 
4 

 
2 

 
0 

 
Veículo 

 
 
 
 
 
 
 
 

SB290157 

 
 

Figura 17 - A: Curvas concentração-efeito à fenilefrina (PE) em anéis de aorta de camundongos 
submetidos a cirurgia de implantação das minibombas osmóticas com estímulo ou não de Ang II, 
tratados ou não com antagonista de C3aR. B: O gráfico de barra mostra a resposta máxima que foi 
medida durante a curva de concentração-efeito à fenilefrina. C: O gráfico de barra mostra os valores 
de pD2 obtidos da transformação dos valores de EC50 (*p<0,05 vs grupos controles; n=5-10). 

 

Curvas concentração-efeito à Ach também foram realizadas nos anéis de aorta 

dos grupos experimentais, como pode ser observado na figura 18. Não houve 

diferenças no relaxamento dependente do endotélio provocado pela Ach entre os 

grupos experimentais. Entretanto, nos animais hipertensos, maiores concentrações 

de Ach foram usadas para promover o mesmo relaxamento endotelial que o grupo 

controle, deslocando a curva para direita (pD2, p<0,05 entre Sham vs. Ang II). 
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Figura 18 - A: Curvas concentração-efeito à Acetilcolina (ACh) em anéis de aorta de camundongos 
submetidos a cirurgia de implantação das minibombas osmóticas com estímulo ou não de Ang II, 
tratados ou não com o antagonista de C3aR. B: O gráfico de barra mostra a resposta máxima que foi 
medida durante a curva de concentração-efeito. C: O gráfico de barra mostra os valores de pD2 obtidos 
da transformação dos valores de EC50 (*p<0,05 vs. grupo controle; n=5-10). 
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6 DISCUSSÃO 

 

Este estudo mostrou que a atividade de MMP-2 está aumentada em modelo 

com infusão de Ang II subcutânea após 14 dias, o que contribui para o remodelamento 

e disfunção vascular da hipertensão. O uso do SB290157 diminuiu as concentrações 

elevadas de EROs e o aumento da atividade de MMP-2 nas aortas dos animais 

hipertensos. Além disso, reduziu as quantidades de IL-6 renais e o remodelamento 

arterial hipertrófico. Sendo assim, o sistema complemento, neste caso o C3a, participa 

das alterações bioquímicas e morfofuncionais da hipertensão e seus antagonistas 

podem ser estratégias farmacológicas interessantes se usadas preventivamente para 

melhorar o remodelamento e a disfunção vascular. 

Concentrações elevadas de C3a plasmático foram associadas à hipertensão 

em humanos (61). Em modelos de hipertensão arterial em camundongos, por infusão 

com Ang II, também se observa aumentos das concentrações de C3a no plasma (60). 

Estes estudos estão em consonância com os achados do presente trabalho onde após 

duas semanas de infusão com Ang II nos camundongos, houve aumento do C3a no 

plasma. Entretanto, mais estudos precisam ser feitos para entender os mecanismos 

de ativação do sistema complemento que resultam em aumento de C3a quando há 

aumento de Ang II. Sabe-se que a via clássica de ativação do sistema complemento 

pode ocorrer quando há dano tecidual. Na hipertensão, estes danos podem estar 

relacionados com o estresse e aumento da tensão na parede arterial ou lesão por 

isquemia (60, 62). A via alternativa é ativada continuamente (63). Danos endoteliais e 

a ativação plaquetária também podem contribuir para a ativação do complemento. A 

exposição de neoantígenos na disfunção endotelial pode levar ao aumento da via da 

lectina, como alternativa (64, 65). 

A infusão de Ang II por 14 dias tornou os camundongos hipertensos e contribuiu 

para formação do remodelamento arterial hipertrófico. Outros estudos também 

mostraram que 14 dias de administração de Ang II foram suficientes para desenvolver 

hipertensão e o remodelamento arterial mal adaptativo nos camundongos (92). O 

tratamento com antagonista de receptores do C3a, o SB290157, parece começar 

reduzir a PAS nos animais hipertensos no final da segunda semana, quando a PAS 

foi analisada por pletismografia de cauda. Entretanto, como este efeito não foi 

observado quando a PAS foi aferida pelo método invasivo, especulamos que talvez o 

uso do antagonista seja mais eficaz se usado como antihipertensivo. Experimentos 

usando a Ang II por 21 dias seriam interessantes e podem ser analisados no futuro. 

Estudos mostram que camundongos knockout para C3aR tiveram menor PAS após 



62 
 

infusão de Ang II quando comparados aos controles. Este estudo usou a mesma 

concentração de Ang II que no presente trabalho, entretanto por sete dias (60). 

Camundongos hipertensos por infusão de Ang II por 14 dias, mas knockouts para os 

receptores de C3a e C5a, também apresentaram redução da PAS (11). A 

administração de SB290157 por via endovenosa do 14º ao 19º dia de gestação em 

ratas hipertensas também mostrou redução da pressão (17). Um dos diferenciais em 

nosso estudo foi usar tratamento farmacológico com o antagonista do receptor de 

C3a, o SB290157, para tratar os animais hipertensos e contribuir para possíveis 

aplicações futuras de tratamento. Entretanto, uma das limitações apresentadas neste 

estudo é que usamos apenas um tempo de tratamento com SB290157, que foi inicia- 

lo concomitantemente à infusão de Ang II. Desta forma, começar o tratamento depois 

de sete dias de iniciado a infusão de Ang II seria relevante para a proposta de 

tratamento farmacológico. 

Devido ao aumento das concentrações plasmáticas de C3a na hipertensão, 

questionamos como estaria a expressão proteica dos receptores nas aortas destes 

animais. Não houve mudança significativa no conteúdo proteico de C3aR entre os 

grupos experimentais, embora haja tendência de diminuição nos animais hipertensos. 

A probabilidade das maiores concentrações plasmáticas de C3a ligarem ao receptor 

na vasculatura, por exemplo, e manifestar o efeito biológico é alta. O receptor de C3a, 

uma vez ativado, sofre fosforilação em resíduos Serina469 e Treonina463, o que leva a 

ativação de vias intracelulares; entretanto, a estimulação contínua também pode 

contribuir com sua dessensibilização, mediada por β-arrestina 2, e o receptor pode ser 

menos expresso (77). 

Uma das vias de sinalização intracelular mediada pelo C3a é a ativação do NF- 

kB, como pode ser observado na ativação de monócitos no sangue (93). O NF-kB é 

um dos componentes intracelulares que controla a expressão gênica da MMP-2 e 

genes relacionados à inflamação e ao remodelamento. A inibição farmacológica do 

NF-κB reduz a atividade da MMP-2 nas aortas de ratos hipertensos, melhorando o 

remodelamento e a disfunção vascular (59). Não houve diferenças significativas da 

expressão proteica de NF-kB nas aortas entre os grupos experimentais, embora haja 

tendência de aumento nos animais hipertensos. Mesmo assim, é sabido que o NF-κB é 

regulado positivamente pela Ang II e pode induzir a produção de IL-6 e TNF-α na 
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aorta e rins, além de estimular o recrutamento de monócitos e macrófagos, 

aumentando a inflamação (66, 67, 68). Foi visto aumentos significativos nas 

concentrações renais de TNF-α e IL-6 nos camundongos hipertensos e o tratamento 

com SB290157 reduziu as concentrações elevadas de IL-6. Por outro lado, a citocina 

anti-inflamatória, IL-10, também foi avaliada nos rins dos animais hipertensos tratados 

com SB290157. Esta citocina contribui para reduzir as quantidades de mediadores 

pró-inflamatórios e regula a infiltração de monócitos nos tecidos (69). Houve aumento 

da IL-10 nos rins dos camundongos com Ang II e o tratamento com SB290157 ainda 

não foi capaz de reduzir este aumento neste tempo de tratamento. Por ser um modelo 

de hipertensão aguda, a produção das citocinas, de forma geral, ainda pode estar 

ocorrendo, deixando-as em concentrações mais elevadas no plasma ou tecidos. Por 

outro lado, a administração exógena de IL-10 em modelo de infarto do miocárdio 

reduziu o remodelamento cardíaco hipertrófico causado pela sobrecarga de pressão 

e melhorou a função cardíaca ao reduzir a expressão do NF-kB via ativação de STAT- 

3. Isto contribui para reduzir a inflamação e o remodelamento do ventrículo esquerdo 

após o infarto do miocárdio (70, 71). 

É sabido que a Ang II e o sistema complemento estimulam a proliferação e 

maturação de células T CD4+ no sistema cardiovascular. Tal aumento total de células 

TCD4+ pode levar a diferenciação de células naive em Th17 (43). Nas análises de 

citometria de fluxo dos rins, os animais hipertensos apresentaram maiores percentuais 

e números absolutos de células T CD4+ em comparação aos controles, enquanto que 

o grupo tratado com o SB290157 parece reduzir este número de células. Este efeito 

pode estar relacionado à redução da sinalização mediada pelo C3a nos rins. O próprio 

aumento da quantidade de citocinas renais observado nos nossos experimentos pode 

ser decorrente do aumento destas células inflamatórias nos rins dos animais 

hipertensos. Por outro lado, embora não vimos diferenças estatísticas ao analisar as 

células T CD4+Treg+ nos rins por citometria de fluxo, sabe-se que quando estas estão 

aumentadas em quantidade, pode ocorrer diminuição do infiltrado inflamatório, já que 

apresentam ação imunossupressora. Estudos mostraram que na ausência dos 

receptores para C3a e C5a há aumento de células T CD4+Treg+ e melhora dos 

quadros hipertensivos induzidos pela Ang II (11, 76). A escolha dos tecidos renais 

para realizar os experimentos de citometria de fluxo se deu pela maior disponibilidade 

de material, além da importância renal no controle das ações cardiovasculares pós 

infusão de Ang II. 
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Aumento nas concentrações de Ang II aumenta tanto as concentrações de C3a 

quanto estresse oxidativo nas artérias via NADPH oxidase. As alterações vasculares 

crônicas causadas pela hipertensão são influenciadas pelo aumento da produção de 

EROs e ativação da MMP-2 na vasculatura (32). Por este motivo decidimos investigar 

a quantidade de estresse oxidativo na aorta através do experimento de DHE. Houve 

aumento das EROs na camada média da aorta e o tratamento com SB290157 reduziu 

estas concentrações elevadas. Estudos mostram que o C3a contribui para formação 

renal de estresse oxidativo por estímulo da NADPH oxidase na hipertensão (18, 41). 

Adicionalmente, o C3a em cultura de células renais parece aumentar a expressão e 

ação da NOX-4, o que contribui para a liberação de citocinas e fatores de crescimento, 

causando estresse no ambiente renal. O tratamento com inibidor de C1 (início da 

cascata do complemento) pode reduzir o estresse oxidativo e, por consequência, os 

danos teciduais (17). Os achados estão em concordância com a ação do SB290157, 

que potencializa a ação da superóxido dismutase (SOD)-2 e reduz nitrotirosina em 

podócitos na hipertensão e nefropatia diabética (72). 

Os EROs advindos do estresse oxidativo interagem com grupos tiol das MMPs 

ativando-as e aumentando sua expressão por diferentes vias. Particularmente, o 

OONO- (produzido pela reação de óxido nítrico e superóxido) produz modificações 

pós-translacionais na estrutura da MMP-2, ativando-a (118). 

Além do estresse oxidativo, o aumento na expressão e/ou atividade da MMP-2 

pode ocorrer por vias que incluem o NF-kB, citocinas pró-inflamatórias e o próprio C3. 

Interleucina (IL)-1β e TNF-α são citocinas pró- inflamatórias que podem aumentar a 

expressão e a atividade das MMP-2 e -9 em fibroblastos cardíacos e nas CMLVs, 

contribuindo para proteólise do colágeno na MEC em modelos de hipertrofia cardíaca. 

(94, 95). Além disso, o fator transformador de crescimento (TGF)-β pode ser ativado 

pela ação da MMP-2 e contribui para o acúmulo de colágeno e as alterações de 

remodelamento pro-fibróticas ligadas à hipertensão (96). Outro estudo mostra a 

relação direta entre o C3a-C3aR e a expressão da MMP-2 vascular. Camundongos 

knockouts para o receptor de C3a e submetidos à formação de aneurisma de aorta 

tiveram redução da atividade e expressão da MMP-2 e redução do risco de ruptura 

pelo aneurisma. Além disso, ao incubar CMLVs com o C3a recombinante e submetê- 

las ao estiramento mecânico, houve aumento da expressão da MMP-2; entretanto os 

mecanismos que interligam estas vias ainda não foram descritos (34). 
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No nosso trabalho, observamos aumento da atividade gelatinolítica da MMP-2 

na camada média da aorta dos animais hipertensos em relação aos controles. De fato, 

a atividade da MMP-2 é vista aumentada em artérias de condutância e resistência nos 

diferentes modelos de HAS (99). O tratamento com SB290157 reduziu esta atividade 

gelatinolítica acentuada nos hipertensos. Ao correlacionar estresse oxidativo e a 

atividade in situ da MMP-2, observamos uma correlação positiva, onde quanto mais 

estresse oxidativo, mais atividade gelatinolítica. Este panorama também já tinha sido 

demonstrado na literatura, fortalecendo nossos achados (74). Houve aumento das 

bandas de 72 e 64 kDa MMP-2, e também da 89 kDa MMP-9, nas aortas dos animais 

hipertensos quando a zimografia em gel foi utilizada. O SB290157 reduziu a atividade 

acentuada da MMP-2, mas não da MMP-9 nas aortas dos camundongos hipertensos. 

Como a MMP-9 é uma protease induzível, produzida em células inflamatórias, e o 

tratamento com SB290157 não reduziu a infiltração de linfócitos TCD4+ nos rins dos 

camundongos hipertensos, é bem provável que este antagonista também não reduza 

a atividade da MMP-9 nas aortas, supondo que haja maior infiltração inflamatória 

neste local. Como dito anteriormente, por limitação de material, não investigamos a 

quantidade de linfócitos TCD4+ nas aortas destes animais, mas há estudos mostrando 

que a MMP-9 pode estar presente no sistema cardiovascular durante a hipertensão 

(104). 

Nas alterações morfofuncionais, os animais hipertensos tiveram aumento de 

CSA em relação aos grupos controles, o que está relacionado aos efeitos da Ang II e 

da MMP-2 nas CMLVs, o que aumenta também a M/L. Na fase aguda da hipertensão, 

a MMP-2 induz a mudança de fenótipo das CMLVs de contrátil para sintético, o que 

contribui para a migração e proliferação celular (44). O tratamento com o SB290157 

reduziu o CSA elevado nos animais hipertensos, sugerindo que o C3a, provavelmente 

via MMP-2, contribui para hipertensão e para o desenvolvimento do remodelamento 

arterial hipertrófico. Nosso grupo mostrou que o tratamento de ratos hipertensos com 

doxiciclina, um inibidor de MMPs, reduziu a ação proteolítica da MMP-2 sob calponina- 

1, um marcador de diferenciação das CMLVs do fenótipo contrátil ao sintético. Este 

efeito reduziu o remodelamento arterial hipertrófico da fase aguda da hipertensão 

(107). O C3a também contribui para o aumento da proliferação das CMLVs via o fator 

de transcrição KLF-5 (16). Estas alterações estruturais nos animais hipertensos não 

estão necessariamente associadas à disfunção vascular neste tempo de hipertensão. 

Observamos maior hipercontratilidade aórtica com a fenilefrina nos animais Ang II, 
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mas o tratamento com SB290157 não reduziu este efeito. Além disso, não houve 

alteração do efeito máximo da acetilcolina em provocar o relaxamento, embora tenha 

sido menos potente em relaxar a aorta dos animais hipertensos que em relação aos 

controles. O tratamento com SB290157 não alterou estas respostas. Em estudo 

realizado com camundongos duplo knockout para C3aR/C5aR foi visto uma 

atenuação do comprometimento do relaxamento dependente do endotélio em 

comparação aos controles com infusão de Ang II (11). Nossos dados embora tenham 

tendência parecida, não possuem diferença estatística, o que por ser explicado por 

estarmos inibindo apenas um receptor de maneira farmacológica. 
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7 CONCLUSÃO 

 

O sistema complemento, neste caso o C3a, participa de algumas alterações 

vasculares bioquímicas e morfofuncionais da hipertensão e no que tange a atividade 

das metaloproteinases (-2 e 9) e o antagonista do receptor C3a pode ser uma 

estratégia farmacológica interessante se usado para melhorar o remodelamento 

vascular.
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