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RESUMO

Durante a vida intrauterina, o feto esta suscetivel a mudangcas do ambiente
uterino que podem acarretar alteracbes fenotipicas na vida adulta. Se essas
alteracdes ocorrerem durante o periodo critico de desenvolvimento fetal podem alterar
a estrutura e funcao de 6rgaos e tecidos com consequéncias precoces e tardias. A
sobrecarga de sédio perinatal € um dos fatores capazes de promover estas alteraces.
A prole de maes alimentadas com dieta rica em sodio apresenta alteracdes cardiacas,
renais e metabdlicas, tornando-os propensos ao surgimento de doencas
cardiovasculares e metabdlicas na vida adulta. Porém, ainda ndo existem dados sobre
0 impacto desta sobrecarga de sédio sobre o sistema vascular da prole. Assim, o
objetivo deste estudo foi investigar o efeito da sobrecarga de sédio materna sobre a
funcdo (mecanismos de contracdo e relaxamento) e a estrutura (remodelamento e
propriedades mecanicas) vasculares da prole e o envolvimento da angiotensina Il.
Para isso, ratas ~"Wistar”” foram alimentadas com dieta hipersodica (HS: 8% de NaCl)
ou normossodica (NS: 1,3% de NaCl) durante o periodo de gestacédo e lactacdo. A
partir da 162 semana de vida, uma parte da prole foi tratada com o losartan (15
mg/kg/dia,via oral,por gavagem) durante 8 semanas. Na 242 semana, a prole foi
submetida a experimentos de medida da presséao arterial, avaliacdo do relaxamento a
acetilcolina (ACh) em aorta e artéria mesentérica de resisténcia (AMR), da reposta
contratil induzida pela fenilefrina ou noradrenalina, medida das propriedades
mecanicas e estruturais em AMR e experimentos de ~“western blot” e PCR para
estudo da expressédo de alguns componentes da parede arterial. Comparado a prole
NS, os animais HS apresentaram prejuizo do relaxamento a ACh em ambas artérias
e hiper-reatividade a fenilefrina na aorta, sem apresentarem alteracdes na pressao
arterial. Estas alteragcdes foram acompanhadas com aumento da atividade da enzima
conversora de angiotensina e aumento da expresséo da ciclooxigenase (COX-2). Na
presenca de inibidores da ciclooxigenase (indometacina) e do estresse oxidativo
(apocinina e tempol) estas alteragcdes foram revertidas, sugerindo um aumento do
perfil inflamatoério (ciclooxigenase) e do estresse oxidativo (NADPH oxidase) nas
artérias do grupo HS. Os diametros interno e externo, a espessura da parede e a area
da secéo transversal foram aumentados, enquanto a relagcdo parede/limen néo foi
modificada na AMR do HS em comparacdo com o NS. Por outro lado, a
distensibilidade da AMR do grupo HS foi semelhante a do grupo NS. O tratamento



cronico com o losartan foi capaz de reverter o prejuizo da funcéo endotelial em ambas
artérias e a hiper-reatividade a fenilefrina na aorta, porém néo reverteu as alteracoes
estruturais (hipertrofia) na AMR da prole HS; apenas houve uma diminuicdo da
resposta miogénica nesses animais apos tratamento com losartan. Os resultados aqui
obtidos demonstram que a sobrecarga de sodio materna foi capaz de programar
importantes alteracdes funcionais sobre o sistema vascular da prole, as quais
parecem ser mediadas através do aumento da formacgéo de radicais livres derivados
da NADPH oxidase e de metabdlitos derivados da COX-2, que por sua vez sao
dependentes dos efeitos estimulatérios da angiotensina Il. Apesar de a angiotensina
Il ser um fator indutor de hipertrofia vascular, as alteracdes estruturais observadas em

artérias de resisténcia da prole HS séo independentes deste fator.

Palavras-chave: Programacdo fetal. Disfuncdo vascular. Sobrecarga de soédio.

Angiotensina Il



ABSTRACT

The concept of "fetal programming” suggests that an individual can be
"programmed” during intrauterine and perinatal stages to develop diseases in
adulthood. The literature shows that maternal sodium overload causes important
cardiac, renal and metabolic changes in adult offspring, predisposing them to the
emergence of cardiovascular diseases. However, there is yet no data on the impact of
this maternal sodium overload on the offspring's vascular system. Thus, the aim of this
study was to investigate the effect of maternal sodium overload on the function
(contracting and relaxing mechanisms) and vascular structure (arterial remodeling and
mechanical properties) of the offspring and whether these effects would be mediated
by the actions of angiotensin Il via AT1 receptor activation. Dams were fed a high
sodium diet (HS: 8% NacCl) or normal sodium concentration (NS: 1.3% NacCl) during
pregnancy and lactation periods. At 16 weeks of age, part of the male offspring was
treated with losartan (15 mg/kg day, via gavage) for 8 weeks. Blood pressure,
acetylcholine and phenylephrine/noradrenaline responses were analyzed in aorta and
mesenteric resistance arteries (MRA) from 24-week-old male offspring. The vascular
structure and mechanics of the MRA were assessed with pressure myography.
Expression of some protein of the arterial wall was measured by western blot.
Compared to NS, HS offspring was normotensive. Contraction to phenylephrine
increased (aorta) and relaxation to acetylcholine was decreased only in aorta and MRA
from HS than age-matched NS. These changes were accompanied by an increase in
the activity of the angiotensin converting enzyme and increased COX-2 expression.
Preincubation with tempol, apocynin or indomethacin decreased contraction to
phenylephrine (aorta) and potentiated relaxation to acetylcholine in HS aorta and MRA,
suggesting an increase in the inflammatory (COX-2) and oxidative stress (NADPH
oxidase) profile in HS arteries. Internal and external diameters, wall thickness and
cross-sectional area were increased, whereas the wall-to-lumen ratio was uncharched
in MRA from HS compared with NS. On the other hand, the distensibility of HS MRA
was similar to NS MRA. Chronic treatment with losartan could reverse the impairment
of endothelium-dependent relaxation in both HS aorta and MRA and decreased
hyperreactivity to phenylephrine in HS aorta. Losartan treatment did not produce any
detectable effect on structural properties in MRA from NS or HS offspring. The results

obtained here demonstrate that maternal sodium overload during perinal period



“programs” important functional changes on the vascular system of the offspring, which
appear to be mediated by increased formation of reactive oxygen species derived from
NADPH oxidase and increased metabolites derived from COX-2, which in turn are
dependent on the stimulatory effects of angiotensin Il. Although angiotensin Il is a
factor that induces vascular hypertrophy, the structural changes observed in HS

arteries are independent of angiotensin II.

Keywords: Fetal programming. Vascular dysfunction. Sodium overload. Angiotensin
I
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1 INTRODUCAO

Indmeras publicacBes cientificas tém demonstrado que modificacbes do
ambiente intrauterino durante os periodos criticos de desenvolvimento fetal estédo
associados ao aparecimento de varias doengas cronicas durante a vida adulta. O
grupo liderado pelo epidemiologista britanico David Barker foi o primeiro a demonstrar
essas observacdes em regifes da Inglaterra e do Pais de Gales (BARKER et al.,
1986). Concretamente este grupo evidenciou uma associacao positiva entre as taxas
de mortalidade por doenca coronariana entre 1968 e 1978, e as respectivas taxas de
mortalidade infantil nessas mesmas regifes cerca de 50 anos. Estes estudos sécios
demograficos deram origem a “Hipotese de Barker” ou “teoria da origem fetal das
doencas do adulto”, segundo a qual, a nutricdo deficiente durante a gestacédo e
infancia precoce originaria uma adaptacao metabolica e/ou estrutural permanente que
aumenta o risco de desenvolvimento de doenca coronariana e outras doencas
associadas, como a hipertensdo arterial, o diabetes e o acidente vascular cerebral
(AVC) na vida adulta — fenbmeno conhecido como ‘programacao fetal’ (BARKER et
al., 1989; BARKER et al., 1994; BARKER et al., 2007). Apesar da ‘Hipétese de Barker’
ter sido elaborada a partir de dados epidemiolégicos, ela tem sido confirmada
experimentalmente através do uso de animais, sobretudo roedores.

A maioria dos estudos epidemiolégicos e experimentais tem dado maior énfase
ao efeito da desnutricdo materna sobre a ‘programacao fetal’ de algumas doencgas na
vida adulta. Contudo, ja existem hoje inimeros estudos demonstrando que a
exposicao fetal a outros insultos, como a hiperglicemia (RAMOS-ALVES et al., 2012;
DE QUEIROZ et al., 2015; DE SA et al., 2017), os glicocorticoides (KHORRAM et al.,
2013) ou o excesso de sodio (CABRAL et al., 2012) tém uma contribui¢cdo importante
para o aparecimento de complicacdes desde a vida intrauterina até a vida adulta.

Estudos epidemiologicos e experimentais tém demonstrado uma estreita
relacdo entre o consumo elevado de sodio e o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (TUOMILEHTO et al., 2001; RODRIGUES et al., 2009; STOLARZ-
SKRZYPEK etal., 2011). Quando ingerido em excesso, o0 sodio, pode causar elevacao
da pressao arterial, hipertrofia cardiaca, disfuncao diastolica, arritmias ventriculares e
alteracOes da funcédo e da estrutura vascular (SCHMIEDER et al, 1988; dos SANTOS
et al., 2006; JESSUP et al., 2010; BALDO et al., 2011, 2012).
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A partir de 2011 o governo brasileiro passou a celebrar acordos com a
Associacdo Brasileira das Indastrias de Alimentacdo (ABIA) para reduzir
gradativamente a quantidade de sddio presente em alimentos industrializados. A meta
é reduzir em 28,5 mil toneladas a presenca de sddio ha mesa dos brasileiros até 2020,
para se adequar a recomendacao da Organizacdo Mundial de Saude — OMS (PUFF,
2014). Apesar destas tentativas, a populacdo brasileira ainda consome o dobro da
quantidade de sodio recomendada pela OMS. As consequéncias deste consumo
sobre o sistema cardiovascular de individuos adultos ja sdo bem conhecidas.Contudo,
nos ultimos anos varios grupos de pesquisa tém se dedicado a estudar o impacto da
sobrecarga de sédio durante a gestacado e lactacdo sobre aspectos fisioldgicos e/ou
estruturais da prole em diferentes idades (CONTRERAS et al., 1989, CARDOSO et
al., 2009, PIECHA et al., 2012, RAMOS et al., 2012).

Esta descrito na literatura que durante a gestacdo, mulheres e ratas preferem
dietas com teor de sédio mais elevado (BROWN et al., 1986; MORRIS et al., 2008).
Um estudo realizado em roedores revelou que o fluido amniético de ratas alimentadas
com dieta rica em sodio apresenta concentracdes mais elevadas deste ion quando
comparadas as que receberam dieta normossédica (HAZON et al. 1988). Além disso,
individuos que foram expostos a concentracdes elevadas de sodio durante a vida
intrauterina desenvolvem na vida adulta uma preferéncia por dietas mais salgadas
(CRYSTAL et al., 1998).

A sobrecarga de sédio durante a gestacdo tem sido apontada como um dos
fatores responsaveis pelo desenvolvimento de hipertenséo arterial na prole adulta. Um
estudo realizado por CONTRERAS et al. (1983), demonstrou que a prole adulta
oriunda de ratas alimentadas com dieta rica em sodio (3% de NaCl) apresentou
pressdo arterial mais elevada em comparacdo com a prole de ratas que foram
alimentadas com dieta normossaodica. A sobrecarga de sodio durante a gravidez esta
ainda associada ao desenvolvimento de alteracfes da funcdo renal e metabdlica da
prole. Estudos com ratos tém demonstrado glomeruloesclerose, proteindria,
alteracdes no perfil lipidico, aumento da infiltragdo de macrofagos renais e estresse
oxidativo na prole de ratas que foram expostos a sobrecarga de sédio durante a
gravidez e lactacdo (MARIN et al., 2008; CARDOSO et al., 2009; CABRAL et al.,
2012). Além desses efeitos, a ingestdo materna elevada de sddio tem sido associada
ao desenvolvimento de alteracbes estruturais (hipertrofia) da parede ventricular

esquerda e da parede de algumas artérias da prole, como a aorta, a carétida e a artéria
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mesentérica, independentemente dos niveis de presséao arterial (PIECHA et al., 2012;
ALVES-RODRIGUES et al., 2013).

Os mecanismos responsaveis pelas alteracfes cardiovasculares na prole de
ratas alimentadas com dieta rica em sddio ainda ndo foram totalmente elucidados.
Entretanto, o sistema renina angiotensina tem sido apontado como um importante
modulador desse processo. Um estudo publicado por da SILVA et al. (2003)
demonstrou que a sobrecarga de sodio materna é capaz de induzir alteracdes no
sistema renina-angiotensina da prole e que estas alteracbes parecem estar
associadas a algumas altera¢cdes funcionais e estruturais observadas.

Diante dos estudos citados acima, evidencia-se que o consumo de dietas ricas
em soédio pela mde tem um importante impacto sobre o desenvolvimento da prole,
sobretudo no que diz respeito ao aparecimento de doengas que acometem o sistema
cardiovascular. Desta forma, estudos que visem caracterizar a fisiopatologia desses
processos sdo de grande relevancia, ndo s6 para o seu entendimento, mas também
para sua prevencao e/ou tratamento. Portanto, o presente estudo tem como principal
objetivo investigar se a sobrecarga de sédio durante a gestacdo e lactacdo € capaz
de alterar a funcéo, a estrutura e as propriedades mecanicas de artérias da prole
adulta e ainda investigar a contribuicdo do sistema renina-angiotensina nestas

possiveis alteracoes.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PROGRAMACAO FETAL DAS DOENCAS DO ADULTO.

O conceito de que doencgas cronicas como, a hipertensao arterial, o diabetes
mellitus tipo-2 e a doenga coronariana podem ser ‘programadas’ através de alteraces
do ambiente intrauterino foi descrito a partir de estudos publicados pelo médico e
epidemiologista britanico David Barker e seus colaboradores ainda na década de 1980
(BARKER et al., 1987). Eles constataram que condicbes precarias de
desenvolvimento fetal, como a desnutricdo materna e infantil, comuns as regifes mais
carentes da Inglaterra e do Pais de Gales no inicio do século XX, estava intimamente
relacionada as taxas de mortalidade por doenca corondria nestas regides, 50 anos
mais tarde, entre os anos de 1968 e 1978 (BARKER et al., 1986). Estas observagdes
originaram a “Hipétese de Barker” ou “Teoria da origem fetal das doencas do adulto”,
segundo a qual a nutricdo deficiente durante a vida intrauterina e infancia precoce
origina uma adaptacao metabdlica e/ou estrutural permanente que aumenta 0 risco
de desenvolvimento de doenca coronariana e outras doencgas associadas, como a
hipertenséo arterial e o diabetes na vida adulta (BARKER, 1998).

A Hipotese de Barker se baseia no conceito de plasticidade do
desenvolvimento, que é a capacidade de um genétipo poder originar diferentes
estados morfolégicos ou fisiolégicos em resposta a exposicdo a diferentes insultos
durante o desenvolvimento. Essas adaptacfes ocorreriam na vida intrauterina,
durante um periodo de desenvolvimento conhecido como “periodo critico de
desenvolvimento fetal”. As vias e mecanismos exatos implicados na programacéo fetal
de doencas cronicas ainda estao por esclarecer, mas suspeita-se que as modificacoes
epigenéticas desempenham um papel fundamental, tendo em vista que durante o
desenvolvimento do individuo, o epigenoma esta significativamente mais sensivel aos
fatores ambientais (AKYOL et al., 2012; MORTENSEN et al., 2014; INGUL et al., 2016;
MASLOVA et al., 2017). Esta sensibilidade do epigenoma ao ambiente representa um
mecanismo adaptativo pelo qual o organismo em desenvolvimento ajusta os seus
sistemas metabdlicos e homeostaticos para se moldar ao ambiente extrauterino com
gue ira contatar.

A discrepancia entre o ambiente intrauterino e extrauterino pode prever a

susceptibilidade individual ao desenvolvimento de doenca no futuro. Estas alteracdes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akyol%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21861941
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mortensen%20OH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24756078
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ingul%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25761057
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maslova%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28679553

22

epigenéticas podem influenciar o funcionamento de determinados genes, podendo
assim ter um papel silenciador ou ativador. Desta forma, a susceptibilidade para o
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo-2 e/ou da sindrome metabdlica na vida
adulta, por exemplo, pode estar relacionada com ambientes intrauterinos
caracterizados tanto por excesso de aporte nutricional como por caréncia de aporte
nutricional (STANKOV et al., 2013).

Os principais tipos de alteracdes epigenéticas sdo: a metilacdo do DNA,
modificacdo de histonas e regulagcdo de microRNAs. Um estudo publicado por
SINCLAIR et al. (2007) demonstrou que os fetos de ovelhas alimentadas com uma
dieta pobre em grupos metilo, apresentaram hipometilacdo do DNA hepatico,
resisténcia a insulina e elevacdo da pressao arterial. Outro estudo demonstrou que a
descendéncia de ratas alimentados com uma dieta hipoproteica durante a gravidez
apresenta hipometilacdo do DNA e, portanto, hiper- expresséo de varios genes, cujas
alteracdes foram revertidas quando as mées foram suplementadas com acido félico,
um doador de grupos metilo (LILLYCROP et al., 2007). Ainda, um estudo realizado
por VUCETIC et al. (2010) demonstrou que o consumo materno de uma dieta com
alto teor de gordura durante a gestacéao foi capaz de promover hipometilagcdo do DNA,
associado a alteracdes de longo prazo na producdo central da dopamina e na
alteracdo no comportamento alimentar da prole. Em humanos, um estudo de EL HAJJ
et al. (2013) descreveu resultados relativos ao gene mesoderm-specific transcript
(MEST), que se encontra hipometilado no sangue do cordédo umbilical e amostras de
placenta de criancas expostas a hiperglicemia materna quando comparadas com
amostras de criangcas ndo expostas a hiperglicemia. Existem, portanto, varias
evidéncias de que a modificacdo do ambiente intrauterino influencia a expresséao de
genes fetais via metilagdo de DNA ou outros mecanismos epigenéticos, resultando no

aumento de susceptibilidade a doenca em vérias fases do desenvolvimento.

2.2 CONSUMO DE SODIO VERSUS PROGRAMA(;AO FETAL DE DOENCAS
CARDIOVASCULARES

Apesar de inicialmente grande parte dos estudos terem dado maior énfase ao
efeito da desnutricdo materna sobre a ‘programacao fetal’ de algumas doencas na
vida adulta (BARKER et al., 1986; BONEY et al., 2005; HEERWAGEN et al., 2010),
existem dados epidemioldgicos e experimentais demonstrando que a exposicao fetal

a outras condicbes adversas, como a hiperglicemia (HOLEMANS et al., 1999;
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RAMOS-ALVES et al., 2012), os glicocorticoides (MACKINTOSH et al., 1985;
KHORRAM et al., 2013) e os niveis elevados de sédio (CONTRERAS et al., 1993; da
SILVA et al., 2009; CABRAL et al., 2012) tem uma contribuicdo importante para o
aparecimento de doencas cronicas desde a vida intrauterina até a vida adulta.

Tendo em vista que um dos fatores mais envolvidos na génese de doencas
cardiovasculares, dentre elas a hipertensao arterial, € o consumo elevado de saédio,
véarios estudos vém sendo realizados com o objetivo de estabelecer alguma relacao
entre o consumo de sddio durante a gestacdo e/ ou lactacdo e o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares na prole durante os varios estagios de desenvolvimento
(RAMOS et al.,, 2012; MARUYAMA et al., 2015; SERAVALLI et al., 2016). Os
resultados destes estudos tém revelado que a exposicao fetal a sobrecarga de sodio
pode resultar em alteracdes renais e/ou cardiovasculares e aumento do risco de
desenvolvimento de hipertensédo arterial na vida adulta (CONTRERAS et al., 2000; da
SILVA, et al., 2009).

Um estudo publicado por GRAY et al. (2015) revelou que a ingestdo materna
de uma dieta com alto teor de lipidios e/ou sodio é capaz de promover, na prole,
alteracdes de parametros metabdlicos, do crescimento e do desenvolvimento fetal.
CARDOSO et al. (2009), utilizando ratos, demonstraram que a sobrecarga de sédio a
partir da fase pré-natal até o desmame leva a alteracdes no metabolismo lipidico e na
funcdo renal da prole adulta. Nestes animais, a exposi¢cdo pré-natal a um ambiente
rico em sodio prejudica a nefrogénese, reduz o niumero de néfrons (KOLEGANOVA et
al., 2011), induz glomeruloesclerose (MARIN et al., 2008) e proteinaria (CARDOSO et
al., 2009) durante varias fases do desenvolvimento. Além disso, o elevado consumo
de sbédio materno é capaz de promover hipertrofia ventricular esquerda e direita em
ratos recém-nascidos (SERAVALLI et al., 2016).

Em um estudo publicado em 2004, VIDONHO et al. (2004) demonstraram que
a exposicdo a sobrecarga de sodio durante a gestagcdo e lactacdo também pode
influenciar a presséo arterial a longo prazo, a sensibilidade a insulina e os niveis de
lipidios plasmaticos da prole adulta. GRAY et al. (2015) ainda demonstrou que a
ingestdo materna de uma dieta com alto teor de lipideos e/ou sddio é capaz de
promover alteracbes na funcédo vascular da prole, caracterizada por reducdo do
relaxamento arterial a acetilcolina, desde as primeiras semanas de vida até a vida
adulta. Entretanto, os mecanismos envolvidos nestas alteracfes vasculares tém sido

muito pouco estudados.
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2.3 O SISTEMA VASCULAR: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E
FUNCIONAIS.

Os vasos sanguineos sdo anatomicamente e funcionalmente organizados em
trés camadas; a tunica intima, a tunica média e a tunica adventicia, que séao
compostas de diferentes tipos celulares incorporados a matriz extracelular (Figura 1).
As diferentes camadas da parede vascular exercem sua propria influéncia no controle
vasomotor e na estrutura vascular, sendo o efeito final o resultado da participacéo
inter-relacionada das trés camadas (MARTINEZ-LEMUS et al., 2012).

A tanica intima delimita a parede do vaso em relacdo ao lumen e é formada
pelo endotélio, constituido por uma camada simples de epitélio e sua lamina basal
subjacente composta predominantemente de colageno tipo IV. As células endoteliais
sdo geralmente lisas e alongadas na direcao do fluxo sanguineo, muitas vezes com
meédia de 0,2 a 0,5 ym de espessura, 10 a 15 ym de largura e 25 a 50 ym de
comprimento. A tldnica intima € separada da tinica média pela lamina elastica interna
que esta localizada acima do tecido conjuntivo (RHODIN et al., 1980).

A tunica média contém células de muasculo liso que estdo incorporadas em uma
matriz extracelular de elastina e colageno e proteoglicanos. Esses constituintes estao
organizados em uma estrutura 3D complexa. As células do muasculo liso vascular tém
forma de fuso, tipicamente de 100 um de comprimento e cerca de 5 um de diametro.
Nas artérias elasticas, o0 musculo liso medial € organizado em camadas concéntricas
de 5 a 15 um de espessura, separadas por finas laminas fenestradas de elastina. As
células do musculo liso estdo cercadas por colageno interlamelar (principalmente de
tipo I, Il e IV) e fibras de elastina. As fibras de colageno séo onduladas e estao entre
as lamelas elasticas e as camadas de células musculares lisas. Por outro lado, nas
artérias musculares, o musculo liso aparece como uma Unica camada espessa
delimitada por uma lamina elastica interna e uma externa menos marcada. Excec¢des
sao as artérias cerebrais que ndao possuem lamina externa. As fibras de colageno na
camada média sao formadas em feixes ondulados e a orientacéo das fibras € dispersa
(STARY et al., 1992).

Finalmente, a adventicia, ou seja, a camada mais externa da parede consiste
principalmente em uma rede densa de fibras de colageno de tipo I, com elastina, fibras
e terminacbes nervosas, fibroblastos e ““vasa vasorum™ (pequenas artérias

responsaveis pela irrigacdo sanguinea e nutricdo da parede do vaso). Da mesma
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forma que na tunica média, o colageno na adventicia € ondulado e sua orientacéo
principal € distribuida aleatoriamente. No entanto, tem uma maior dispersao angular e
forma feixes mais espessos em comparacdo com o0 coldgeno na tlnica média.
(RHODIN et al., 1967).

Colageno

intima

Células Endoteliais
Lamina Elastica Interna

Média Colageno

Adventicia Elastina

Figura 1 - Representagéo da estrutura da arterial. As artérias sdo compostas por trés camadas: intima,
médica e adventicia. A camada intima é contém basicamente células endoteliais, é separada da tanica
média pela lamina elastica interna. A tinica média apresenta grande quantidade de fibras elasticas e
colagenas. Entre outros constituintes, a adventicia é também formada por fibras de colageno.
(Modificado de KOHN et al., 2015).

Como um dos componentes da tanica intima, o endotélio ja ndo € considerado
apenas como uma barreira mecanica entre o sangue e os tecidos adjacentes; ele atua
como receptor e transdutor de varios tipos de sinais entre o sangue circulante e os
demais componentes da parede vascular. As células endoteliais tém funcbes
exocrinas, paracrinas e autocrinas e estao envolvidas na regulacao de varias funcbes
no sistema vascular, como a regulacao do tbnus arterial, a angiogénese, a coagulagéo

sanguinea, a fibrindlise e a inflamacao (BLATOUNI et al., 2001).

2.3.1 Regulagéo do tdnus vascular

O tbnus e a estrutura da parede vascular sdo regulados através do equilibrio
entre fatores vasodilatadores e vasoconstritores, antiproliferativos e proliferativos,
antifibréticos e pro-fibréticos, que séo sintetizados em grande parte, pelas células
endoteliais e as células musculares lisas em resposta a estimulos mecanicos e/ou
quimicos. O desequilibrio entre estas substancias leva a disfuncéo endotelial e/ou ao

remodelamento vascular observados em varias situagfes de risco cardiovascular
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(PRIES et al., 2006). Alguns dos fatores mais envolvidos nas alteracées vasculares
sao o oxido nitrico (*NO), as espécies reativas de oxigénio (EROs) e os prostandides
derivados da ciclooxigenase (COX), que s&o regulados pelo sistema renina-
angiotensina (SRA) (VIRDIS et al.,, 2010). O papel destes fatores serd descrito a

sequir.

2.3.1.1 Oxido nitrico

O *NO é o principal mediador do relaxamento dependente do endotélio. Ele é
um radical livre, gasoso, muito difuso e com meia-vida curta. A produgao de *NO é
catalisada pela enzima sintase de Oxido nitrico (NOS), que € responsavel pela
conversdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina e *NO (PALMER et al., 1988;
FLEMING et al., 2003). As isoformas da NOS pertencem a uma familia de redutases
semelhantes ao citocromo P450 ligadas a enzima nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato oxidase (NADPH).

Existem trés isoformas da NOS que diferem em sua expressao e atividade. A
isoforma endotelial (eNOS) ou NOS3 (principalmente expressa em células do
endotélio vascular), a isoforma neuronal (nNOS) e NOS1 (expressa principalmente
em neurbnios) e a isoforma induzivel (iINOS) ou NOS2, inicialmente descrita em
macrofagos e mais tarde em células endoteliais e células musculares lisas durante ou
apos estimulacdo com varios agentes inflamatérios. As duas primeiras sao
constitutivamente expressas e sua atividade depende da formagéo intracelular do
complexo Ca?*-calmodulina; ja a ultima funciona independente da formacgédo deste
complexo (ALDERTON et al., 2001).

A producédo de *NO também é modulada pela dimetilarginina assimétrica
(ADMA), um inibidor enddgeno da NOS e pelo seu cofator tetrahidrobiopterina (BH4)
(WERNER et al., 2011). Ap6s a sua produgéo, o *NO se difunde para o musculo liso
subjacente, onde ativa a guanilato ciclase soltuvel (GCs), que converte o trifosfato de
guanosina (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), isso leva a uma
reducdo da concentracédo de Ca?* citoplasmatica e o relaxamento muscular (Figura 2)
(MARTINELLI et al., 2018).
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Figura - 2. Biossintese de 6xido nitrico (*NO) e sua acdo nos vasos sanguineos. A biossintese do
vasodilatador endégeno *NO é realizada principalmente nas células endoteliais (CE) pela sintase de
*NO endotelial (eNOS). Isso é desencadeado por agonistas ou pelo estresse de cisalhamento que
induzem um aumento da concentragdo intracelular de célcio (Ca?*). O aminoacido L-Arginina é
convertido pela eNOS em *NO e L-citrulina como subproduto. O *NO se difunde para as células de
musculo liso adjacentes (CML), onde ativa a enzima guanilato ciclase soltvel (GCs), que converte o
trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina (GMPCc), isso leva a uma reducao
da concentragdo de Ca?* intracelular e o ao relaxamento da CML.

A eNOS esta localizada em invaginacdbes da membrana plasmatica
denominadas cavéolas, que séo ricas em caveolina-1 (Cav-1) e outras proteinas
especializadas, como a proteina de choque térmico 90 (HSP90). A associa¢cdo com a
Cav-1 mantém baixa atividade da eNOS, enquanto a interacdo de eNOS com a HSP90
aumenta a atividade desta (Xl et al., 2005). Existem varias vias pelas quais a atividade
da eNOS pode ser aumentada. A ativacao de receptores especificos com agonistas,
como acetilcolina ou a bradicinina, pode ativar rapidamente eNOS por deslocamento
dependente do complexo calcio-calmodulina (Figura 2) e de Cav-1 (DRAB et al.,
2001). A eNOS também pode ser estimulada pela fosforilacdo do seu sitio Ser’” por
varias quinases, como a Akt, proteina quinase dependente de AMPc (PKA) e proteina
quinase ativada pelo AMPc (AMPK) (BIRD 2011). A ativacdo da Akt pela

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) medeia a ativacdo da eNOS induzida pelo estresse
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de cisalhamento, pelo fator de crescimento endotelial, pelo estrogénio ou pela insulina
(CONTRERAS et al., 2011).

A atividade da Akt também pode ser estimulada pela PKA, tanto
diretamente quanto através da PI3K. A PKA é a principal via para muitos receptores
ativados por agonistas e, além de ativar a eNOS através da fosforilacdo da Ser!'”’,
também pode estimular a eNOS através da desfosforilacdo da Thr4% (sitio inibitério
da eNOS) mediada pela proteina fosfatase 1 (PP1) (FLEMING et al., 2001). J& a
proteina quinase C (PKC) inibe a atividade da eNOS através da fosforilagdo da Thr4%®
(MATSUBARA et al., 2003). Este processo é mediado pelo diacilglicerol (DAG),
formado a partir da hidrolise do 2,4-fosfatidilinositol (PIP2) pela fosfolipase C (PLC),
que ativa a PKC (MOUNT et al., 2007). Esta complexa regulacdo da eNOS e a
interconexao entre as varias vias regulatérias sdo de fundamental importancia para
uma produgao adequada de *NO. A alteracdo em qualquer destas vias pode resultar

em redugao da producéao de *NO e de seus efeitos bioldgicos.

2.3.1.2 Espécies reativas de oxigénio (EROS)

As EROs sao formas reduzidas de oxigénio energeticamente mais reativas que
0 oxigénio molecular, ou seja, sdo compostos que tem maior facilidade em reagir com
outras substancias podendo gerar uma cascata de reacdes. As formas mais comuns
de EROs sédo o anion superoéxido (O2’), o peréxido de hidrogénio (H202), o radical
hidroxil (OH") e o peroxinitrito (ONOO"). Existe um aparente paradoxo entre o papel
das EROs como biomoléculas essenciais na regulacdo de muitas funcdes celulares e
como subprodutos téxicos do metabolismo que podem estar relacionados, pelo menos
em parte, a diferencas nas concentracdes de EROs produzidas. Assim, em baixas
concentracdes intracelulares, as EROs tém um papel fundamental na regulagcéo
fisiologica do tbnus vascular, crescimento celular, adesao, diferenciacéo, senescéncia
e apoptose (SENA et al., 2012). No entanto, niveis excessivos de EROs podem estar
associados ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, entre elas a
hipertenséao arterial (WARD et al., 2006) e a insuficiéncia cardiaca (BYRNE et al.,
2006)

O Oz é altamente reativo, tem meia-vida curta (2-4 us) e é incapaz de se
difundir através das membranas biologicas, exceto possivelmente via canais ibnicos
(BRIONES et al., 2010). O Oz é prontamente dismutado em H202, espontaneamente

e enzimaticamente, através de qualquer uma das trés isoformas da superdxido
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dismutase (SOD): Cu/Zn-SOD citossélica (SOD1), Mn-SOD mitocondrial (SOD2) e
EC-SOD extracelular (SOD3) (LIOCHEV et al., 2007) (Figura 3). O H202 é mais estavel
que o O2 e atravessa membranas através de alguns membros da familia das
aquaporinas (HENZLER et al., 2000). O H20:2 é rapidamente metabolizado em agua
e oxigénio por diversos sistemas enzimaticos, como a glutationa peroxidase, a
catalase e o sistema tiorredoxina (TRX), que inclui a TRX redutase e a TRX peroxidase
(peroxiredoxina) (MEYE et al., 2009) (Figura 3). Na presenca de metais de transicao
(como Fe?*), o H202 pode ser convertido em radicais hidroxila (OH) (Figura 3), que
sao altamente reativos e podem causar danos aos lipidios, proteinas e DNA (VALKO
et al., 2007).

Além disso, o *NO que tem uma meia vida muito curta, pode reagir com o Oz
para formar o ONOO-, que é capaz de modificar a estrutura e funcao das proteinas
(WOLIN et al., 2000) (Figura 3). A biodisponibilidade das EROs é rigidamente regulada
para manter niveis fisioldgicos através de um delicado equilibrio entre a sua geracéo
e 0 seu metabolismo. Portanto, alteracbes em qualquer dos sistemas mencionados

acima podem levar a niveis patolégicos de EROs.
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Figura - 3. Formacao e metabolismo de espécies reativas de oxigénio. As principais fontes de geracao
das EROs incluem a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, a NADPH oxidase e a xantina
oxidase. O anion superoxido (Oz2) € o principal ERO que pode ser convertido em outras espécies
reativas. Na mitocéndria, o Oz é gerado pela captura de elétrons que escapam da cadeia de transporte
de elétrons pelo oxigénio molecular (O2). O Oz pode ser rapidamente convertido em peréxido de
hidrogénio (H20:) pela superéxido dismutase (SOD), que é convertido em H20 pelos sistemas catalase,
glutationa peroxidase (GPX) ou tiorredoxina (TRX). Na presenca de metais de transi¢cdo (como o Fe?*),

0 H202 pode ser convertido em radicais hidroxil (OH-). O éxido nitrico (*NO) tem uma meia vida muito
curta e pode reagir com o Oz para formar o peroxinitrito (ONOO-). Glutationa redutase (GPR);
glutaredoxina oxidada (GRXo0); glutarredoxina reduzida (GRXr); glutationa reduzida (GSHr); glutationa
oxidada (GSSG); tiorredoxina oxidada (TRXo); tiorredoxina reduzida (TRXr).

A NADPH oxidase € a principal fonte de EROs em diferentes tecidos (CROSAS
et al., 2015; GARCIA-REDONDO et al., 2016; QIU et al., 2016). Nos mamiferos, ha
sete membros da familia de NADPH oxidases, NOX1-NOX5, DUOX1-DUOX2. As
NOX1, 2, 4 e 5 sdo expressos em multiplos tecidos, incluindo a parede vascular, com
localizacéo e regulacéo celular e subcelular especificas, enquanto a NOX3 e a DUOX
sdo expressas em tecidos especificos (KONIOR et al., 2014). Todas as NOXs sdo
proteinas transmembrana que tém uma subunidade catalitica central (NOX) e um
namero de subunidades reguladoras que diferem dependendo da isoforma da NOX
(BEDARD et al., 2007). A NOX2, o proto6tipo fagocitico da NADPH oxidase, é ativada
quando a subunidade reguladora p47phox é fosforilada, complexada com p67phox e
p40phox e translocada para a membrana celular para interagir com a p22phox e a
NOX2, a qual transfere elétrons do substrato NADPH para Oz formando o O2
(DRUMMOND et al., 2014).

Além das diferencas em sua estrutura e localizacdo, as subunidades cataliticas
também diferem nos tipos de EROs que produzem. As NOX1, 2, 3 e 5 produzem Oz,
enquanto a NOX4, a DUOX1 e a DUOX2 produzem H202 (LASSEGUE et al., 2012,
MONTEZANO et al., 2015). Enquanto a NOX4 mostra alta atividade constitutiva,
outros membros da familia podem ser ativados através de alguns estimulos (CHEN et
al., 2012).

Outras fontes de EROs na parede vascular sdo: as mitocondrias, a xantina
oxidase, a eNOS desacoplada, o reticulo endoplasmatico, a via da ciclooxigenase
(COX), o citocromo P450 e a lipoxigenase (FORSTERMANN, 2008; PI et al., 2014).
As mitocéndrias sdo uma importante fonte celular de EROs. Existem varios locais na
cadeia de transporte de elétrons em que o Oz pode ser reduzido a Oz, sendo complexo
| e Il os locais com maior capacidade. O complexo | produz O2" na matriz, enquanto

que o complexo Il produz Oz na matriz ou no espago inter-membranar (MURPHY,
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2009). A xantina oxidase, expressa principalmente no endotélio, catalisa a oxidagcao
sequencial da hipoxantina em xantina e xantina em urato e pode gerar Oz e H202
(KELLEY, 2015). O estresse do reticulo endoplasmatico estd associado a um aumento
na geracdo de EROs associado a uma diminuicdo no nivel de antioxidantes como
consequéncia de um aumento no limiar de geracdo de EROs (ZEESHAN et al., 2016).
Embora seja aceito que as principais fontes de EROs durante o estresse do reticulo
endoplasmatico sdo a oxidacdo das proteinas do reticulo endoplasmatico e as
mitocdndrias, nos ultimos anos o envolvimento da NADPH oxidase também tem sido
sugerido. Curiosamente, isso tem sido associado a varias doencas cardiovasculares
(LASSEGUE et al., 2012).

Até o momento, hd um crescente nimero de evidéncias sugerindo que a
ativacao de uma fonte especifica de EROs pode levar a ativacao de outra, fornecendo
uma explicacéo para o fenébmeno bem conhecido da producédo de EROs pelas EROs
(MARTINEZ-REVELLES et al., 2013). De particular interesse é a interacéo entre a
NADPH oxidase e a mitocondria. Assim, a ativacdo da NADPH oxidase pode aumentar
a producao mitocondrial de EROs e vice-versa. As EROs mitocondriais sdo capazes
de ativar a NADPH oxidase em varias situacdes. Portanto, os antioxidantes
direcionados as mitocondrias quebram o ciclo vicioso reduzindo a producao de EROs
tanto pela mitocéndria quanto pela NADPH oxidase (OYEWOLE et al., 2015).

Outro exemplo desse crosstalk, é o fato das EROs produzidas nas mitocondrias
e da NADPH oxidase influenciarem a atividade e a expressao da xantina oxidase
(MCNALLY et al., 2003), bem como o desacoplamento da eNOS (WASSMANN et al.,
2004). A producéo de EROs em autoperpetuacao afeta praticamente todas as EROs.
Assim, o H20: ativa a NADPH oxidase levando a mais producdo de Oz (NISIMOTO
et al., 2014). Curiosamente, o0 H202 induz a transi¢cdo da xantina desidrogenase em
xantina oxidase, o que gera H202 e Oz (VEAL et al.,, 2007). Também o ONOO-
aumenta a geragao de Oz e diminui a producgéo de NO pelo desacoplamento da eNOS
(LIAUDET et al., 2009). Além disso, ONOO- participa na producdo de H20:2
mitocondrial induzida por Ang Il (HITOMI et al., 2007). Estes dados, portanto, indicam
gue existe um mecanismo de retroalimentacao positiva pelo qual as EROs podem ser
importantes para a producao persistente de Oz na parede vascular, particularmente
em condi¢cdes patologicas.

Esta bem estabelecido na literatura que as EROs séao poderosas moduladoras

da contragcéo vascular, do vasorrelaxamento e do remodelamento estrutural e que



32

participam das alteracBes vasculares em varias condicdes patolégicas (GARCIA-
REDONDO et al., 2016). Os mecanismos responsaveis por esses efeitos incluem a
diminuicdo do efeito vasodilatador do *NO vasodilatador pelo Oz, a geragdo de
produtos de peroxidacao lipidica, a producdo de substancias vasoconstritoras, a
deplecdo de BH4 e a inducéo de fibrose através da ativacdo de metaloproteinases
(MMP) (LASSEGUE et al., 2012; SCHRODER et al., 2014; BROWN et al., 2015). Ao
nivel intracelular, as EROs induzem diferentes processos como aumento do célcio
intracelular, ativacéo de fatores de crescimento e inflamacéo e ativacao de diferentes
vias de sinalizacdo, como as proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPK), as
proteinas tirosina fosfatases e as tirosina quinases, PI3K e RhoA/ROCK (FINKEL et
al., 2011; BRANDES et al., 2014; BRETON-ROMERO et al., 2014).

2.3.1.3 Derivados vasoativos da via da ciclooxigenase (COX)

Os prostanodides funcionam como moduladores importantes do ténus vascular
e da agregacdo plaquetaria em condi¢cbes fisioloégicas e patoldgicas. Essas
substancias sado derivadas biologicamente ativas do acido araquiddnico, liberado de
fosfolipidios da membrana (sobretudo a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina)
através da acdo da fosfolipase Az. A transformacéo inicial do acido araquiddénico em
prostandide envolve a producdo de um intermediario endoperdoxido instavel, a PGG2,
pela COX, que também reduz a PGG2 em PGH: (Figura 4). A COX esté localizada na
membrana do reticulo endoplasmatico e/ou microssomas. Em vasos sanguineos
saudaveis, a maioria dos prostandides é produzida pela isoforma constitutiva COX, a
COX-1. No entanto, esses mediadores também podem ser sintetizados pela COX-2,
que pode ser induzida por estimulos inflamatérios e outros fatores, como a
angiotensina Il ou a endotelina-1 (ANTMAN et al., 2005; ALVAREZ et al., 2007).

A COX-2 pode ser também constitutivamente expressa em condigdes
patolégicas em varios 0Orgdos e tipos celulares, incluindo a parede vascular
(ADEAGBO et al., 2003). Apos a sintese inicial da PGH2, a produgéo dos diferentes
prostanodides depende da atividade de sintases especificas. A PGE2, o prostandide
mais abundante no corpo humano, pode ser sintetizado a partir da acdo de trés
sintases (PGES): a cPGES (PGES citossélica) e duas PGES ligados a membrana
(MPGES-1 e mPGES-2) (Figura 4). Destas trés, a cPGES e a mPGES-2 sao
constitutivas, enquanto a MPGES-1 € regulada positivamente por estimulos
inflamatoérios (YANG et al., 2016). A prostaciclina (PGlz), a PGD2 a PGF2a e 0
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tromboxano Az (TxA2) sdo formados pela acdo de enzimas especificas denominadas,
prostaciclina sintase (PGIS), PGD:z sintase (PGDS), PGFz2a sintase (PGFS) e
tromboxano sintase (TXAS), respectivamente (Figura 4).

Estes prostandides apresentam diferentes efeitos vasculares, dependendo do
tipo de receptor ao qual se ligam (Figura 4). Assim, a ligacdo da PGE:2 aos quatro
subtipos de receptores (EP1-EP4), tem multiplos efeitos vasculares. O receptor EP1
ativa o metabolismo do fosfatidilinositol via proteina Gq, levando a formacao de inositol
trisfosfato (IP3) com mobilizacdo de célcio intracelular e a inducdo da contracdo
vascular. O receptor EP3, via Gi, aumenta o calcio intracelular, pela inibicdo da
formacdo de AMPc, levando a vasoconstricdo. Os receptores EP2 e EP4 medeiam a
vasodilatacao por meio da ativacao da adenilil ciclase via Gs, como formacao de AMPc
e ativacdo da PKA (COLEMAN et al., 1994). Além de modular a func¢éo vascular, o0s
receptores EP podem influenciar a agregacao plaquetéaria, a migracdo de mondocitos
e macrofagos, a proliferacdo e migracdo de células musculares lisas, a producao de

citocinas vasculares ou ativagéo de metaloproteinases (LEBENDER et al., 2018).
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Figura - 4. Sintese e mecanismos de sinalizacdo dos prostandides. A partir do acido araquiddnico (AA),
as enzimas COX-1 e COX-2 catalisam etapas chave na biossintese do endoperdéxido ciclico PGHz, que
€ subsequentemente convertida em cinco prostandides primarios estruturalmente relacionados: as
prostaglandinas PGE2, PGD2, PGF2s, PGI2 e tromboxano Az (TxAz). Esses prostanodides se ligam a seus
proprios receptores EP1.4, DP12, FP, IP e TP, respectivamente, que compreendem uma familia distinta
de receptores acoplados a proteinas G. Os receptores DP1, EP2-EP4 e IP ativam a adenilil ciclase (AC),
resultando na conversdo de ATP em cAMP, induzindo relaxamento. Os receptores EP1, FP e TP
medeiam a mobilizacdo do Ca?* citossolico através da ativacdo da fosfolipase C (FLC), resultando em
contracdo. O receptor EPs inibe a via de sinalizagdo do cAMP, produzindo contragédo. CE, célula
endotelial; CML, célula muscular lisa; FL, fosfolipidio.

A ligacao da PGl2 ao receptor IP e da PGD:2 ao receptor DP induz vasodilatacao
e desagregacdo plaquetéaria, via proteina Gs, através da formacdo de AMPc e
consequente ativacdo da PKA. Curiosamente, em varias condi¢cdes patoldgicas, a
PGl2 também pode induzir vasoconstricao por ligacdo aos receptores TP (GLUAIS et
al., 2005; XAVIER et al., 2010).

O receptor TP se acopla principalmente a dois tipos de proteinas G, as familias
Gq e Gais, resultando na ativagéo da fosfolipase C para induzir vasoconstricdo (BREYE
et al., 2001) (Figura 4). Estédo envolvidos na agregacdo plaquetaria, na contracdo da
musculatura lisa, na expressao de moléculas de adesao e na adesao e infiltracdo de
monaocitos/macréfagos (MATSUOKA et al., 2007, XAVIER et al., 2010). Curiosamente,
embora o TxA:z produzido pela tromboxano sintase seja o ligante fisiolégico
preferencial para os receptores TP, a PGHz2 e outras prostaglandinas, os isoprostanos
e 0s acidos hidroxieicosatetraendicos também podem ativar este receptor (NOREL,
2007). Uma via de sinalizacdo semelhante a do receptor TP é ativada pela ligacéo da

PGF24 ao receptor FP.

2.3.1.4 Sistema renina-angiotensina (SRA)

A ativacdo do SRA tem um papel fundamental na regulagéo fisiologica do
volume e do fluxo sanguineo e da pressao arterial (de MELO et al., 2017). Os
componentes deste sistema, particularmente o angiotensinogénio, a renina e as
angiotensinas | e Il, sdo encontrados normalmente na circulagdo. A partir do sangue,
a angiotensina Il, a principal substancia biologicamente ativa deste sistema, é
distribuida para oOrgdos e tecidos, nos quais, através da ligagcdo a receptores
especificos, promove seus efeitos biologicos (DOSTAL et al., 1992). A formacéo da
angiotensina Il pode ainda ocorrer localmente em vérios 6rgédos e tecidos como: o
coracdo, 0sS vasos sanguineos, os rins, os pulmdes e o sistema nervoso central, 0s

quais expressam todos 0os componentes deste sistema. As acdes deste, podem em
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muitos casos serem complementares ou independentes do SRA classico/circulante
(BICKERTON et al., 1961; CORNISH et al., 1979; BALCELLS et al., 1996).

Os sistemas locais parecem ter sua importancia ligada ao fato de que exercem
efeitos diretos sobre mecanismos regulatorios locais, que contribuem para um grande
namero de mecanismos homeostéticos teciduais de desenvolvimento mais lento,
porém, de carater mais permanente, como o crescimento celular, a formacéo da matriz
extracelular dos tecidos, a proliferacédo vascular, a modulagéo da fungcédo do endotélio
e o controle do processo apoptoético (RESENDE et al., 2002).

O SRA é composto de uma série de peptideos formados através de uma
sequéncia complexa de reac¢des enzimaticas, a partir de um substrato chamado
angiotensinogénio. A renina catalisa a conversdo do angiotensinogénio em um
decapeptideo, a angiotensina I, que € subsequentemente hidrolisado pela enzima
conversora de angiotensina (ECA) para formar a angiotensina Il (Figura 5) (MEHTA et
al., 2007). A ECA também é responsavel pelo catabolismo de varios outros peptideos
biologicamente importantes, como por exemplo, a substancia P e a bradicinina
(COSTEROUSSE et al, 1992). Também existem caminhos alternativos
independentes da ECA para a producao de angiotensina Il. O angiotensinogénio pode
ser convertido diretamente em angiotensina Il por enzimas, tais como, o ativador de
plasminogénio tecidual, a catepsina G e a tonina, enquanto que a enzima geradora de
angiotensina 1l, a quimase e a catepsina G, podem catalisar a hidrélise da
angiotensina | a angiotensina Il (JOHNSTON et al., 1996).

Independentemente da via pela qual € formada, a angiotensina Il medeia seus
efeitos bioldgicos através da ligacdo a receptores altamente especificos, localizados
na membrana de varias células. Em seres humanos, dois subtipos de receptores da
angiotensina Il foram caracterizados: o tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2), 0s quais exibem
uma distribuicdo bastante heterogénea nos tecidos periféricos e no sistema nervoso
central. Apesar de pertencerem a mesma familia de receptores, o AT1 e 0 ATz diferem
acentuadamente na cascata de sinalizacao e atividades biologicas (de GASPARO et
al., 2000). No sistema vascular, os efeitos mediados pela ativacao dos receptores AT1
incluem: vasoconstricdo, fibrose, crescimento e migragao celular, inflamacéao e
geracdo de radicais livres (HIGUCHI et al., 2007). A ativacdo dos receptores ATz
promove vasodilatacdo, formacédo de *NO e, geralmente, inibe o crescimento da
parede vascular (FYHRQUIST et al., 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fyhrquist%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18793332
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Os receptores AT1 sdo acoplados a multiplos processos de transdugéo de
sinais através dos quais promove diversas acdes bioldgicas. Sua acdo € mediada pela
proteina Gq que ativa a fosfolipase C, induzindo a formacéo do trifosfato de inositol
(IP3) e do diacilglicerol (DAG) a partir da hidrolise do fosfatidilinositol 4,5-difosfato
(PIP2). O IPs promove um aumento subsequente do calcio (Ca?*) intracelular, que
desencadeia a fosforilacdo da cadeia leve da miosina (MLC) por meio da MLC quinase
(MLCK), que resulta em contragdo. A angiotensina Il também induz a contracdo dos
vasos através da via RhoA/Rho quinase, que aumenta a sensibilidade do célcio pela
inibicdo da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP) (TOUYZ, 2003).

-
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Figura - 5. Revisdo esquematica do sistema renina-angiotensina. No sistema renina-angiotensina
(SRA) classico, a renina produzida no rim é secretada na circulagdo, onde cliva o angiotensinogénio
derivado do figado em angiotensina (Ang) |, que é hidrolisada em angiotensina Il pela enzima
conversora da angiotensina (ECA). A ECA também metaboliza a bradicinina em metabdlitos inativos.
O SRA local pode utilizar outras enzimas como catepsinas e quimase, para a sintese de angiotensina
Il. Essa, por sua vez, é capaz de se ligar ao receptor tipo 1 da angiotensina Il (AT1) para desencadear
diferentes a¢bes, como vasoconstricdo, liberacdo de aldosterona, fibrose, hipertrofia, estresse oxidativo
e inflamacdo. A Ang Il é convertida a Ang lll e posteriormente a Ang IV. Ang | pode ainda ser
metabolizado a peptideos como a Ang-(1-9), que através da ECA é convertido a Ang-(1-7). A ECA-2
converte a Ang Il a Ang 1-7. Essa atua em receptores MAS e induz vasodilatacdo, efeitos anti-
inflamatérios e antifibréticos. Modificado de (MONTEZANO et al., 2014).

O receptor ATz é também um membro da familia de receptores acoplados a
proteina G, com algumas caracteristicas proprias. O mecanismo de sinalizacédo do
receptor ATz €& diversificado, e apenas alguns deles foram razoavelmente

caracterizados. Em alguns casos, ocorre ativagao de fosfatase PP2A, que resulta na


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Montezano%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24760441
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hiperpolarizacdo das membranas plasmaticas que leva a supressdo de algumas
atividades celulares estimuladas pela despolarizacdo (HUANG et al., 1996).

Uma segunda via de sinalizacdo envolve a ativagdo de fosfotirosina e é de
fundamental importancia para a inibigdo do crescimento tecidual, resultante da agéo
da angiotensina Il (HORIUCH et al., 1998). Atraves destas vias, a ativacao do receptor
AT2 pela angiotensina Il induz a geragdo de *NO e vasodilatagdo, estimula a
natriurese, promove agdes anti-inflamatodrias e antifibroticas e inibe o crescimento
celular (CAREY, 2017).

Além da angiotensina Il ser indiscutivelmente a substancia ativa mais
importante do SRA, seus metabdlitos, tais como a angiotensina 1-7, a angiotensina 1-
9, a angiotensina Il e a angiotensina IV, também possuem atividade biol6gica. A
angiotensina 1-7 apresenta efeitos opostos aos da angiotensina Il, atuando como um
agente vasodilatador e inibidor do crescimento celular (ARDAILLOU et al., 1997). A
angiotensina 1-9 é provavelmente o principal produto do metabolismo de angiotensina
Il em plaguetas (SNYDER et al., 1985); ha indicios demostrando que ela induz
agregacdo de plaguetas em ratos (MOGIELNICK et al., 2003), porém sua
concentracéo fisiolégica no plasma humano e de ratos € muito baixa (CAMPBELL et
al., 1990), no rim atinge cerca de 50% de sua concentracdo (CAMPBELL et al., 1991
(Figura 5).

Dentre 0s peptideos secundarios do sistema renina-angiotensina, a
angiotensina lll parece ser um dos mais importantes, porque compartilha muitas das
funcdes fisioldgicas com a angiotensina Il sobre o sistema cardiovascular e sobre o
sistema nervoso central, incluindo respostas pressoras, liberacdo de vasopressina,
potencializacdo da atividade simpatica e inducdo da secrecdo de aldosterona, além
do efeito vasoconstritor similar ao da angiotensina Il (FYHRQUIST et al., 2008,
YATABE et al., 2011).

A angiotensina IV é outro importante peptideo originado a partir da angiotensina
Il com potencial papel sobre a fisiopatologia vascular. A angiotensina IV aumenta a
proliferacéao celular (PAWLIKOWSKI et al., 2001); além disso, em células musculares

lisas vasculares, ativa a expresséo do NF-kB (ESTEBAN et al., 2005).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fyhrquist%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18793332
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2.4 O SRA COMO MEDIADOR DA DISFUNCAO ENDOTELIAL, INFLAMACAO,
ESTRESSE OXIDATIVO E REMODELAMENTO DA PAREDE VASCULAR.

E bem conhecido que a infus&o cronica e/ou aguda de angiotensina Il aumenta
a pressao arterial (OJEDA et al., 2011; COLLISTER et al., 2016). Este peptideo pode
influenciar a pressao arterial, por induzir a liberacdo de catecolaminas nas
terminacdes nervosas noradrenérgicas (RUPP, 2007).

A angiotensina Il também induz altera¢Bes vasculares, tais como aumento das
respostas vasoconstritoras e diminuicdo das respostas vasodilatadoras dependentes
do endotélio (MONTEZANO et al., 2014). Além disso, a angiotensina Il influencia a
arquitetura e a integridade da parede vascular, modulando o crescimento celular e
regulando a composi¢ao da matriz extracelular (TOUYZ, 2005). Assim, tanto in vitro
como in vivo, a angiotensina Il induz o crescimento ou hipertrofia das células
musculares lisas, aumenta a deposicado de colageno e altera a estrutura da elastina
(VAN THIEL et al.,, 2015). Em condi¢cbes patologicas, a exemplo da hipertenséo
arterial, a ativagao excessiva do SRA tem sido ligada ao desenvolvimento de diversas
alteracdes vasculares, sobretudo aquelas relacionadas a funcdo endotelial e a

estrutura da parede arterial.

2.4.1 Relacao entre o SRA e as alteracdes estruturais do sistema cardiovascular

Apesar da organizagéo estrutural minimalista, comparado com outros sistemas
e Orgdos, a estrutura da parede vascular possui uma regulacdo complexa,
apresentando caracteristicas peculiares. Esta estrutura € regulada através de varios
estimulos, como as forcas mecanicas geradas pelo sangue e pelo tecido
circunjacente, assim como através de estimulos quimicos locais, neurais e circulantes.
Desde 1987, quando Glagov relatou a descoberta de que o estreitamento da luz
arterial aterosclerdtica ndo é simplesmente o resultado do aumento de lesbes
aterosclerdticas, um novo conceito surgiu sugerindo que a parede do vaso pode
mudar sua estrutura para manter o tamanho apropriado do limen para permitir o fluxo
sanguineo. Isso foi denominado remodelamento vascular. Essa capacidade das
artérias de adaptar sua estrutura em resposta as condi¢des fisioldgicas e patologicas
€ essencial em situagcées como gravidez ou envelhecimento, mas também em muitas
doencas arteriais. Assim, a incapacidade dos vasos de remodelar adequadamente é
considerada uma forma de "faléncia vascular" que pode levar a estados patoldgicos,

como hipertenséo ou aterosclerose (TANAKA et al., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tanaka%20LY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28109889
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O remodelamento vascular € um processo ativo de alteracdo estrutural que
envolve mudancas no crescimento, morte e migracdo celular e producdo ou
degradacédo da matriz extracelular (MULVANY et al., 1999). E um processo complexo
e estd presente em uma ampla gama de doencas cardiovasculares, incluindo a
aterosclerose, a hipertenséao arterial, a hipertensao pulmonar, o aneurisma, o diabetes
mellitus, dentre outras enfermidades (GIBBONS et al., 1994). Este processo inclui
véarias etapas: percepcao de alteracdes hemodinamicas e/ou da liberacdo de fatores
humorais (locais e/ou circulantes), transmissdo do sinal dentro de uma célula e entre
células adjacentes, sintese, ativacdo ou liberacdo de substancias que afetam o
crescimento, a morte e a migracao celular ou a construcéo de matriz extracelular que,
em conjunto promovem mudancgas estruturais, mecanicas e/ou funcionais da parede
vascular (GIBBONS et al., 1994).

Segundo Mulvany (1999) o remodelamento vascular pode ser classificado de
acordo com a quantidade de material na parede arterial como, hipertrofico, hipotrofico
ou eutrdéfico; e conforme as alteracdes no diametro do lumen vascular, “para dentro”,
quando ocorre reducado do didametro, ou “para fora”, quando o didmetro aumenta
(Figura 6).

O remodelamento eutréfico é caracterizado por uma diminuicdo dos diametros
interno e externo do vaso, por um aumento da espessura da parede e da relacao
parede/limen, sem alteracdo na area da secao transversal da parede (MULVANY et
al., 1999) (Figura 6). Este tipo de remodelamento se deve ao rearranjo da mesma
guantidade de material da parede em torno de um diametro interno menor. Os
mecanismos que conduzem a este tipo de remodelamento sdo pouco conhecidos,
mas foi sugerido que uma combinacdo de crescimento interno mais apoptose
periférica ou vasoconstriccdo prolongada de células musculares lisas em uma matriz
extracelular expandida poderia levar a esse tipo de remodelamento.

O remodelamento hipotrofico esta associado a uma diminui¢do da quantidade
de material (ou seja, area de secao transversal diminuida) em torno da parede do vaso
(MULVANY et al.,, 1999) (Figura 6). Este tipo de remodelamento pode estar
relacionado com processos de apoptose e/ou rearranjo do material ao redor da
circunferéncia do vaso. O remodelamento hipotrofico tem sido descrito em varios
modelos, dentre eles em arteriolas renais de ratos espontaneamente hipertensos SHR
e nas artérias mesentéricas de resisténcia de animais hipertensos induzidos por
ouabaina (BRIONES et al., 2004).
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Eutrdfico
para fora

Hipotrofico Hipertrofico
para fora para fora

Diametro interno

Hipertrofico
para dentro

Hipotrofico
para dentro

Area de seccao transversal

Eutrdfico
para dentro

Figura - 6. Classificag@o dos tipos de remodelamento vascular de acordo com as altera¢bes na area
de seccdo transversal e didmetro interno. O remodelamento vascular pode modificar a area de sec¢ao
transversal do vaso por alteragBes tanto na quantidade de material da parede vascular quanto no
diametro do limen do vaso. O vaso considerado como normal esta representado no centro da figura.
O remodelamento pode ser hipertréfico (quando h&d aumento da area de secg¢édo transversal, vasos
representados na parte direita superior e inferior da figura), hipotréfico (com reducéo da &rea de secgéo
transversal indicados na parte esquerda superior e inferior da figura) ou eutréfico (sem mudancas na
area de secgdo transversal, vasos representados ao centro da figura). Quanto ao diametro do vaso,
quando ha redugédo do didmetro (parte inferior na figura) é considerado “para dentro” e quando ha
aumento do didmetro interno (parte superior na figura) indica que o remodelamento é “para fora”.
Modificado de MULVANY, 1999.

O remodelamento hipertréfico é caracterizado por um aumento da espessura
de parede, da relagdo parede/limen e da area de sec¢do transversal, associados a
uma contribuicdo mais evidente do crescimento celular (MULVANY et al., 1996)
(Figura 6). Isso, juntamente com as alteragbes da lamina elastica e o aumento da
deposicdo de colageno e fibronectina, contribuem muitas vezes para aumentar a
rigidez. As artérias de condutancia normalmente passam por remodelamento
hipertréfico e maior rigidez com o envelhecimento e na hipertenséo arterial, levando a
uma maior pressao de pulso (GE et al., 2017).

O remodelamento hipertrofico € descrito em modelos animais com hipertenséo
severa, nos quais o sistema endotelina esta mais ativado, como: o modelo DOCA-Sal
(DENG et al., 1992), o modelo Um-Rim Um-Clipe (KORSGAARD et al., 1988; DENG
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et al.,, 1991) e o modelo Dahl-Sal sensivel (D’'USCIO et al., 1997). Crescimento,
apoptose, inflamacdo e fibrose sédo eventos que parecem contribuir para o
remodelamento vascular na hipertenséo, onde varios fatores, como o a endotelina-1
e 0 sistema renina-angiotensina parecem exercer um importante papel (GIBBONS et
al., 1998; INTEGAN et al., 2001).

Alguns estudos tém demonstrado que a angiotensina Il induz a expressao de
integrinas em fibroblastos, fatores de crescimento e proteinas da matriz extracelular
em midcitos cardiacos, bem como a proliferacéo e hipertrofia de células musculares
lisas vasculares (SCHUPP et al., 2011). Além disso, esta bem documentado que
farmacos inibidores da enzima conversora de angiotensina impedem o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca em modelos animais (LI et al., 2010) e em
pacientes hipertensos (KJELDSEN et al., 2002).

Antagonistas dos receptores ATi1 também foram eficazes na regressao da
hipertrofia em pacientes hipertensos (PARADIS et al., 2000). Em um estudo
randomizado, duplo-cego, com pacientes hipertensos nao tratados previamente, o
tratamento anti-hipertensivo com valsartan (antagonista de receptores AT1) durante 8
meses induziu uma regressdo significativa da hipertrofia ventricular esquerda
(THURMANN et al., 1998).

MARTINEZ-LEMUS et al. (2005) demonstraram que a infusdo sistémica de
angiotensina Il em animais é capaz de aumentar a pressao arterial sistdlica, induzir
hipertrofia ventricular esquerda, e reduzir o didmetro do limen aortico, além de
aumentar a espessura da camada média. Outros estudos demonstram que o
tratamento com candesartan, em longo prazo, em ratos espontaneamente
hipertensos, propensos a acidente vascular cerebral, reduziu significativamente a
massa ventricular esquerda. De forma interessante, na dose mais elevada de
candesartan (10 mg/kg), a massa ventricular esquerda foi, na verdade, mais baixa do
gue o controle normotenso, os ratos Wistar Kyoto, refletindo a poténcia da resposta
trofica a angiotensina Il mediada através do receptor ATa (INADA et al., 1997). Uma
reducdo na hipertrofia cardiaca também foi relatada com o telmisartan em ratos
hipertensos transgénicos (BOHM et al.,, 1996) e com o losartan em ratos
espontaneamente hipertensos (GOHLKE et al., 1996).

A angiotensina Il através do receptor AT1 promove alteragdes fenotipicas na
parede vascular; de um fendtipo contratil a um fenotipo proliferativo e sintético de

células musculares lisas, levando a mudangcas na maquinaria contratil,
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hipertrofia/proliferacdo celular e secrecdo de mediadores contrateis, miogénicos,
inflamatorios e pro-fibroticos (INTENGAN et al., 2001). Os mecanismos responsaveis
em parte pelos efeitos da angiotensina Il sobre o crescimento celular e fibrose sé&o
mediados pela producédo enddgena de fatores mitogénicos, como o TGF-3 (fator de
necrose tumoral tipo beta), PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), EGF
(fator de crescimento endotelial), IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1), endotelina-1 e ativacdo de vias mitogénicas e pro-fibréticas (SATOH et al.,
2001).

A familia das proteinas quinases de atividade mitogénica (MAPK) € uma das
vias de sinalizacdo de crescimento mediado pela angiotensina Il. Em células do
musculo liso vascular, a angiotensina Il ativa as quatro principais MAPKSs, incluindo as
quinases extracelulares reguladas por sinal (ERK1/2), p38MAPK, C-Jun N-terminal
quinase (JNK) e ERK5. A ERK1/2 fosforilada é uma quinase chave de sinalizacéo de
crescimento, enquanto que a JNK e p38MAPK, quando fosforiladas influenciam a
sobrevivéncia celular, a apoptose, a diferenciacdo e a inflamacdo. A ERK5 esti
envolvida na inducdo da sintese proteica, progresséo do ciclo celular e crescimento
celular (X1 et al., 1999).

A angiotensina Il também estimula a producéo de metaloproteinases (MMP) de
matriz extracelular, que sdo necessérias para o remodelamento da parede vascular
(DZAU et al., 1991). Vias dependentes de MAPK podem participar na formacéo e
regulacédo da matriz extracelular induzida por angiotensina Il. Um estudo realizado por
TOUYZ et al. (2001) evidenciou que a producdo de colageno induzida por
angiotensina Il em SHR é influenciada positivamente pela p38MAPK.

A angiotensina |l derivada de fibroblastos exerce ainda efeitos paracrinos
locais, estimulando a producéo de colageno (JU et al., 1996). Aumentos da MMP-2 e
do colageno IV em resposta a angiotensina Il também tem sido evidenciado (LIBBY et
al., 2000). Assim, a angiotensina Il atua em varios componentes diferentes da
formacdo e deposicdo de matriz extracelular contribuindo efetivamente para o
remodelamento da parede vascular em varias situacdes. Parte destes efeitos da
angiotensina Il também sao induzidos através de eventos inflamatorios e/ou oxidativos

que também afetam a composicéo estrutural da parede vascular.

2.4.2 Efeitos pro-inflamatérios e pro-oxidativos da angiotensina Il
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A angiotensina Il tem sido apontada como uma das principais moléculas
envolvidas nos processos pro-inflamatoérios e pro-oxidativos no sistema cardiovascular
e renal, uma vez que estimula a liberagdo de varios mediadores inflamatorios como,
moléculas de adesdo celular, quimiocinas e citocinas pro-inflamatoérias, além de
estimular a geracdo de EROs (ALIQUE et al., 2015; MENG et al., 2015; CHAN et al.,
2017). A angiotensina Il induz ainda a ades&o e migracdo de mondcitos e neutrofilos
na parede vascular através da producdo de moléculas de adesado celular como:
selectinas, ICAM-1 (molécula de adeséo intercelular) e VCAM-1 (molécula celular de
adesdao vascular 1) (INTENGAN et al., 1999a; PUEYO et al., 2000) e de moléculas
guimiotaticas como a MCP-1 proteina quimiotactica de mondcitos do tipo 1) (CHEN et
al., 1998). Tem sido reportado que uma variedade de receptores e cascatas de
sinalizacdo celular estdo envolvidos na mediacdo das ac¢bes pré-inflamatérias da
angiotensina Il.

Como j& descrito, a angiotensina Il ao se ligar ao receptor ATi, ativa a
fosfolipase C; esta por sua vez, induz a formacéao de IP3 e DAG, que provoca aumento
da concentracéo citoplasmatica de Ca?* e ativacdo da proteina quinase C (PKC). Em
varias células, incluindo as da parede vascular, a ativacdo da PKC induz a
translocacao do fator de transcricdo génica NF-kB (MCALLISTER-LUCAS et al., 2007,
BRASIER, 2010), que por sua vez, leva a producao e liberacdo de citocinas pro-
inflamatoérias, como o TNF-a (fator de necrose tumoral do tipo alfa) e a IL-1B
(interleucina do tipo 1 beta) (GUO et al., 2011).

A acédo pro-inflamatoria da angiotensina Il, via receptor AT1 nas células do
musculo liso vascular, também envolve a interacdo com proteinas G acopladas a
outras vias de sinalizagéo, dentre elas a da fosfolipase A2 (PLA2) (TOUYZ et al., 2000).
A estimulacdo da PLA2 promove a liberacdo de acido araquidonico a partir de
fosfolipidios de membrana, que sdo metabolizados pelas ciclooxigenases
(BONVENTRE et al., 1992). ACCORSI-MENDONCA et al. (2006) demonstraram que
a indometacina, um inibidor ndo seletivo da COX, foi capaz de reduzir a contracao
induzida por angiotensina Il em artérias carotidas de ratos. Esses achados mostram a
capacidade da angiotensina 1l de promover, via COX, alteracbes vasculares
importantes. Além disso, MARTINEZ-LEMUS et al. (2005) evidenciaram que o0
tratamento com celecoxib (inibidor seletivo da COX-2) foi capaz de atenuar o0 aumento
da pressédo arterial induzido por angiotensina II, diminuir a hipertrofia cardiaca e

normalizar a espessura da parede da aorta. Aumento da expressao da COX-2 pela
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angiotensina Il também tem sido demonstrado em varios tecidos (MARTINEZ-
REVELLES et al., 2013).

Além dos receptores AT1 e ATz, a angiotensina Il também pode se ligar ao
receptor Toll-like 4 (TLR4) (JI et al., 2009). O TLR4 destaca-se como um regulador
chave da inflamacao crénica e estd associado a varias doencas cardiovasculares.
Estudos recentes demonstram que algumas das acfes da angiotensina Il, incluindo a
inflamacéo, o estresse oxidativo, a hipertrofia celular e a deposicdo de matriz
extracelular, estéo ligadas a ativacdo do TLR4 (DANGE et al., 2014). Além disso, a
fosforilacdo induzida por angiotensina Il da quinase regulada por sinal extracelular
(ERK) e a ativacdo do fator nuclear NF-kB, ambas importantes proteinas de
sinalizacdo da via do TLR4, contribuem para a expressao de citocinas inflamatérias
(CARDINALE et al., 2012). Essas citocinas incluem o TNF-a, a MCP-1 e a IL-6, as
quais estdo envolvidas em muitas lesGes inflamatérias induzidas pela angiotensina Il
(SPRAGUE et al., 2009).

Por outro lado, o receptor ATz apresenta um potencial papel antiinflamatorio.
Na verdade, no contexto da aterosclerose, SALES et al. (2005) demonstraram que a
expressdo do receptor AT2 estava aumentada em ratos ApoE-knockout apés oito
semanas de dieta rica em colesterol, estabelecendo que o receptor ATz é capaz de
modular negativamente a aterogénese. Usando um modelo de duplo-knockout
ApoOE/AT2, os autores constataram que a perda do receptor ATz resultou em aumento
da quantidade de macrofagos, de células musculares lisas e do contetdo de coladgeno
nas lesbes ateroscleroticas (SALES et al., 2005)

A angiotensina Il € também uma potente indutora da geracdo de EROs na
vasculatura. Como descrito anteriormente, essas EROs, tais como 0s &anions
superéxido e o peroxido de hidrogénio, atuam como mensageiros intercelulares e
intracelulares que podem desempenhar um papel fisiolégico no crescimento celular e
um papel fisiopatolégico na inflamacao, hipertenséo arterial e aterosclerose (ABE et
al., 1989; ALEXANDER et al., 1995; FINKEL et al., 1998; TOUYZ et al., 2004). Na
vasculatura, o aumento da producéao de EROs pela angiotensina Il produz ativacéo da
quimiotaxia leucocitaria, proliferacdo de células musculares lisas, hipertrofia e
deposicao de colageno (MARCHESI et al., 2008).

A ativacdo da NADPH oxidase corresponde ao principal mecanismo de geracao
de EROs pela angiotensina Il, a qual é mediada através da ativacao do receptor AT1

(SHEN et al., 2006). A acao da angiotensina Il sobre a NADPH oxidase nao se resume
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apenas ao aumento da sua atividade; este peptideo também aumenta a expressao
desta enzima, a qual, como ja mencionado, representa a principal fonte de EROs na
vasculatura (DRUMMOND et al., 2011). Assim, a angiotensina Il induz a expresséo
da Nox1 e Nox4 in vivo e in vitro (LASSEGUE et al., 2001, DIKALOV et al., 2008).
Neste sentido, camundongos com deficiéncia da Nox1l apresentaram um menor
aumento na pressao arterial apos a infusao de angiotensina Il (GAVAZZI et al., 2006).

Além disso, demonstrou-se que a Nox1 contribui para 0 aumento da matriz
extracelular induzido por angiotensina Il na aorta (GAVAZZI et al., 2007) e esta
implicada no prejuizo do relaxamento dependente do endotélio através do
desacoplamento da eNOS (DIKALOVA et al., 2010), sugerindo um papel importante
da NOX1 na disfuncéo endotelial e remodelamento vascular. J& o papel da NOX4 é
controverso. Sugere-se que a NOX4 pode atuar como uma proteina vasoprotetora,
através de mecanismos que incluem geracao de H202, manutencdo da producéo de
NO e expressdo da enzima antioxidante heme oxigenase-1. Em apoio a essa
hip6tese, camundongos deficientes de NOX4 infundidos com angiotensina Il
apresentaram disfuncdo endotelial aumentada e estrutura vascular comprometida,
sem alteracbes na presséo arterial (SCHRODER et al., 2012). No entanto, outros
autores sugeriram um papel da NOX4 na producao de Oz induzida por angiotensina
Il (TOPCHIY et al., 2013, KURODA et al., 2014) e na hipertenséo induzida por este
peptideo (BRIONES et al., 2011).

O estresse oxidativo induzido pela angiotensina Il ndo envolve apenas a
ativacdo da NADPH oxidase. Na mitocondria, a angiotensina Il induz a geracéo de
EROs e disfuncao mitocondrial, caracterizadas pelo aumento da producéo de perdxido
de hidrogénio e a diminui¢éo da glutationa mitocondrial (DE CAVANAGH et al., 2009;
DIKALOVA et al., 2010). Estudos mostram que as EROs derivadas das mitocondrias,
induzidas pela angiotensina I, ttm um papel importante no desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares (KIMURA et al., 2005; de CAVANAGH et al.,, 2006;
DOUGHAN et al., 2008). A utilizacdo de antioxidantes direcionado as mitocondrias, a
fim de diminuir significativamente as EROs mitocondriais, tem sido apontada como
uma estratégia promissora no tratamento da hipertensdo arterial e da disfungéo

vascular induzida pela angiotensina Il (DIKALOVA et al., 2010).
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2.4.3 Envolvimento da angiotensina Il no desenvolvimento da disfuncao
endotelial

O equilibrio da funcdo do endotélio vascular é essencial para a saude do
sistema cardiovascular, em grande parte devido as suas propriedades
antiproliferativas, anti-hipertroficas, antiinflamatérias e de controle do tbnus da
musculatura lisa vascular, através da producédo de varios mediadores (BLATOUNI et
al., 2001). A disfuncédo endotelial é geralmente definida como a incapacidade do
endotélio de manter adequadamente a homeostase vascular. Isso se refere a um
desequilibrio entre a liberacéo de fatores vasodilatadores e vasoconstritores derivados
do endotélio (BRIONES et al., 2000; TOUYZ, 2005; DRUMMOND et al., 2011). Na
grande maioria dos casos, a disfuncdo endotelial se desenvolve cronicamente em
varias condicfes de risco, como o tabagismo, o envelhecimento, a obesidade, a
resisténcia a insulina, o diabetes, os disturbios lipidicos, a hipertenséo, as doencas
inflamatérias ou as infeccoes (KEI et al., 2014, DE SA et al., 2017; YIN et al., 2017,
MOREIRA et al., 2018). Nestas situacfes, o endotélio pode apresentar disfuncao, mas
estd relativamente intacto. No nivel molecular, a disfuncdo endotelial pode ser
promovida por uma variedade de fatores, como produtos de estresse oxidativo,
produtos finais de glicacdo avancada, particulas de LDL oxidadas, &cidos graxos livres
e seus metabdlitos e moléculas de inflamacédo, incluindo citocinas ou endotoxinas
bacterianas (VIRDIS, 2016; INCALZA et al., 2018).

Uma das manifestacbes mais importantes da disfuncdo endotelial é o
relaxamento dependente do endotélio prejudicado (PERAMAIYAN et al., 2013),
devido ao prejuizo da biodisponibilidade ou sinalizagdo do *NO. No entanto,
dependendo do leito vascular, outros fatores vasodilatadores derivados do endotélio,
como a prostaciclina, o EDHF ou as substancias gasosas, como o H2S, entre outros,
também podem ser afetados (VIRDIS et al., 2010).

E bem conhecido que diferentes vasos de diferentes modelos de hipertens&o
e de pacientes hipertensos exibem diminuicdo do relaxamento dependente do
endotélio (PARK et al., 2001; PUZSEROVA et al., 2007; YANG et al., 2011). No
entanto, 0 aumento das respostas vasoconstritoras ou a modulagdo alterada das
respostas vasoconstritoras pela remocéo do endotélio ou pelo bloqueio da sintese de
*NO também sé&o caracteristicas fundamentais da disfungéo endotelial (XAVIER et al.,
2004, XAVIER et al., 2009, DE QUEIROZ et al., 2010). E importante notar que em
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muitas situacdes patologicas associadas a disfuncéo endotelial, como a hipertenséo,
a resposta do musculo liso vascular ao *NO é em geral normal, sugerindo que a
disfuncdo endotelial € devido a biodisponibilidade alterada do <NO, causada
principalmente pela sintese prejudicada deste fator ou pelo aumento da sua inativagédo
(SIMPLICIO et al., 2017; ALBA et al., 2018; SHAMSALDEEN et al., 2018)

A angiotensina Il se destaca como um dos principais fatores vasoconstritores
derivados das células endoteliais e tem sido apontada como um importante mediador
da disfuncéo endotelial em varias situac6es de risco cardiovascular (BOEGEHOLD et
al., 2016). Os mecanismos pelos quais a angiotensina Il participa da disfuncéo
endotelial sdo variados. Como ja descrito anteriormente, a angiotensina Il, além de
ser um potente vasoconstritor, induz estresse oxidativo e inflamacao, induz a sintese
de prostandides vasoconstritores e diminui a biodisponibilidade de *NO (SCHIFFRIN
et al., 2000; WASSMANN et al., 2002; YAVUZ et al., 2003; MARTINEZ-REVELLES et
al., 2013).

O aumento do estresse oxidativo induzido pela angiotensina Il provoca
aumento da formacgdo de anions superoxido, o qual reage com o *NO, inativando-o e
comprometendo suas atividades biologicas (RAJAGOPALAN et al., 1996). O estresse
oxidativo aumentado tem um papel no desacoplamento da eNOS e causa oxidagao
do *NO para formar o peroxinitrito (ONOQO"), o qual afeta multiplas enzimas celulares
incluindo a propria eNOS. O ONOO™ também prejudica a acdo do *NO alterando a
atividade da guanilato ciclase nas células alvo. Além disso, através do dano ao DNA,
as EROs induzem apoptose, senescéncia das células endoteliais e estimula a
producdo de ADMA (um inibidor enddégeno da sintese de *NO) (KOSKA, 2012). A
angiotensina Il também diminui a expressdo da eNOS, promovendo uma menor
producédo de ‘NO (MONTEZANO et al., 2014).

Tem sido também descrito que a angiotensina Il estimula a expressdo da
isoforma induzivel da COX, a COX-2, promove maior producdo de prostanoides
vasoconstritores, diminui a capacidade do endotélio de induzir vasorrelaxamento ou
aumenta a capacidade contratil do musculo liso vascular (ALVAREZ et al., 2005;
XAVIER et al., 2008; WONG et al., 2011; RAMOS-ALVES et al., 2012a). Artérias de
animais hipertensos ou diabéticos apresentam aumento da expressao e da atividade
da COX-2 em nivel vascular (ALVAREZ et al., 2005; XAVIER et al., 2008; RAMOS-
ALVES et al., 2012a), a qual € normalizada pelo tratamento com antagonistas do
receptor AT1 (ALVAREZ et al., 2007; DE QUEIROZ et al., 2017), apoiando um papel
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para a angiotensina Il no aumento da expressao vascular de COX-2. De acordo com
estes resultados, tem sido demonstrado que a angiotensina Il € capaz de induzir a
expressdo de COX-2 e a producdo de prostandides em diferentes tipos de células,
incluindo células musculares lisas e fibroblastos adventicios (BELTRAN et al., 2009).

Existe uma estreita relacdo entre as EROs e a COX-2. O estresse oxidativo é
capaz de induzir a atividade da COX-2 (GARCIA-REDONDO et al., 2009) ou aumentar
sua expressdo (FENG et al., 1995). Além disso, a atividade aumentada da COX-2
também esté envolvida na geracdo de EROs em vasos de ratos espontaneamente
hipertensos (TANG et al., 2007), contribuindo para a reducdo da vasodilatacédo
dependente do endotélio, além de aumentar as respostas contrateis observadas em
varios leitos vasculares (ADEAGBO et al., 2005). Um estudo realizado por
MARTINEZ-REVELLES et al. (2011) demostrou que essa relagéo entre a COX-2 e 0
estresse oxidativo pode ser mediada pela acdo da angiotensina Il (Figura 7). Em
células da parede vascular, como as células musculares e endoteliais, a angiotensina
Il se liga aos receptores AT e induz a ativagdo de NADPH oxidase, da COX-2 e a
producdo de EROs e de prostandides. Esses prostandides ativam a NADPH oxidase
e a geracao de EROs que ativam a COX-2, e provavelmente a COX-1. Além disso, as
EROs derivadas das mitocondrias, diretamente, ou através da ativacdo de NADPH
oxidase, ativam a COX-2. Esses eventos resultam em maior ativacdo dos receptores
EP1 (decorrente da maior producéo de PGE?2) e do receptor TP (devido, sobretudo, a
maior producdo de tromboxano Az), 0s quais promovem aumento da contracdo do
musculo liso vascular.

A angiotensina Il também induz a diminuicdo da expressdo da eNOS e da
producédo de *NO, cuja biodisponibilidade pode ainda ser reduzida apos sua reacao
com os anions superoxido. Todos esses eventos, isolados ou em conjunto, mediam a
disfuncéo endotelial induzida por angiotensina Il (Figura 7) (MARTINEZ-REVELLES
etal., 2011).
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Figura - 7. Esquema demonstrativo da relagao entre a angiotensina ll, as espécies reativas de oxigénio
(EROs), a ciclooxigenase (COX) e seu papel na disfuncdo endotelial. Em células vasculares como
células musculares lisas (CML) e endoteliais (CE), a Ang |l se liga a receptores AT: e induz a atividade
elou expressdo da NADPH oxidase e da COX-1/COX-2, gerando EROs. As EROs derivadas das
mitocdndrias, quer diretamente ou através de NADPH oxidase, ativa a COX-2. Tais eventos estimulam
a producao de PGE:2 e TxAz, que através dos receptores EP1 e TP induzem contragcdo da CML do vaso.
A angiotensina Il também induz a diminuigdo da expressdo de eNOS. As EROs reagem com *NO
diminuindo sua biodisponibilidade. Em conjunto, esses eventos induzem a disfuncao endotelial. FLC,
fosfolipase C. Modificado de MARTINEZ-REVELLES et al., 2011.

Existe um numero crescente de evidéncias demonstrando a associacdo da
disfuncdo endotelial com marcadores de dano vascular e eventos cardiovasculares
em pacientes com varias enfermidades cardiovasculares (LANDMESSER et al., 2002;
FRANK et al.,, 2008; VANHOUTTE et al., 2009). Assim, tem sido descrito que a
disfuncdo endotelial funciona como um indicador precoce de eventos
cardiovasculares, independentemente dos fatores de risco tradicionais. Portanto, uma

melhor compreensdo dos mecanismos responsaveis pela disfuncdo endotelial pode
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levar ndo sO a descoberta de novos alvos terapéuticos, mas também a prevencao

precoce e melhora de doencas cardiovasculares.

2.5 CONSUMO ELEVADO DE SODIO DURANTE A GRAVIDEZ: IMPLICA(;OES
SOBRE O SISTEMA VASCULAR E ENVOLVIMENTO DO SISTEMA RENINA
ANGIOTENSINA

A exposicdo ao excesso de soOdio durante os primeiros periodos de
desenvolvimento pode implicar em modificacées, em longo prazo, na fisiologia de
diversos o6rgdos, como o coracdo (ALVES-RODRIGUES et al.,, 2013), os rins
(CARDOSO et al.,, 2009) e os vasos sanguineos (PIECHA et al., 2012). O
envolvimento do sistema renina angiotensina nestas modificagdes também tem sido
evidenciado (MCBRIDE et al., 2008; RAMOS et al., 2011).

Um estudo realizado por da SILVA et al. (2003) animais oriundos de maes
alimentadas com uma dieta rica em sodio durante a gestacéo e lactacdo revelou uma
elevacdo da pressao arterial, diminuicdo do peso corporal, da massa renal ou do
namero de glomérulos. Além disso, CABRAL et al. (2012), demonstraram que a
sobrecarga materna de sodio durante a gestacao e lactacdo promoveu alteracdes em
transportadores renais de sédio e na sua regulacédo, bem como lesdes estruturais nos
rins da prole adulta. Essas alteracdes foram caracterizadas por aumento da expressao
e da atividade da Na*, K*-ATPase, da proteina quinase C (PKC), do aumento do
estrese oxidativo e por aumento da deposicdo de colageno nos tecidos renais
(CABRAL et al., 2012).

Também tem sido discutido na literatura o impacto da sobrecarga de sédio
materna sobre o0 sistema renina angiotensina ha méae e na prole. Um estudo realizado
por DING et al. (2010) demonstrou que a sobrecarga de sédio materna foi capaz de
diminuir os niveis plasméaticos de angiotensina Il, tanto na mae, quanto no feto,
indicando que a ingestao de alto teor de sédio suprimiu o sistema renina angiotensina
na circulagédo periférica em ambos estagios de desenvolvimento. Por outro lado, o
mesmo estudo mostrou niveis aumentados de angiotensina Il no coracao do feto,
associados a um aumento da expressao proteica e génica do receptor AT1 cardiaco.
LEANDRO et al. (2008) observaram uma menor expressao génica dos componentes
do sistema renina angiotensina e menor concentracdo de angiotensina | e Il na

placenta de maes que receberam dieta hipersodica durante a gestacdo. Esses
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estudos indicam que a inibicdo do sistema renina angiotensina materno causada pela
sobrecarga de sédio também pode ser transferida para a prole (WELLS, 2007).

Entretanto, alguns outros estudos mostram que a prole oriunda de maes
alimentadas com dieta rica em sédio, quando adultas, apresenta aumento dos niveis
de angiotensina Il (CABRAL et al., 2012), sem alteracdo da atividade da renina
plasmatica (DA SILVA et al.,, 2003), porém com aumento da atividade da enzima
conversora de angiotensina em alguns tecidos (DOS SANTOS et al., 2006). Esses
estudos sugerem que quando ha exposi¢ao a sobrecarga de sodio desde a concepcao
até o desmame, a atividade da renina da prole adulta ndo responde a uma alta
ingestao de sodio, ou seja, a alta ingestao deste ion ndo suprime a secrecéo de renina
e a expressao de angiotensina Il nos rins aumenta (DA SILVA et al., 2003). Portanto,
a sobrecarga de sédio perinatal pode levar a um aumento da atividade do SRA durante
a fase adulta (DA SILVA et al., 2003).

O consumo de uma dieta rica em sodio durante as fases iniciais do
desenvolvimento pode ainda influenciar a funcdo e/ou estrutura do sistema vascular
da prole adulta. Segundo um estudo publicado por PIECHA et al. (2012), a sobrecarga
de sodio em ratas gravidas produziu efeitos duradouros sobre a estrutura de artérias
centrais e musculares da prole, como o aumento da espessura da parede da aorta,
da cardtida e artérias intrapulmonares, independentemente da ingestado de sédio pos-
natal ou dos niveis de presséo arterial da prole. Além disso, um estudo publicado por
GRAY et al. (2015) evidenciou que o consumo elevado de sédio durante a gravidez
induziu aumento da presséao arterial da prole adulta, a qual foi acompanhada por um
prejuizo da funcéo endotelial, relacionada a uma diminuicao da liberacdo de EDHF.

A ingestéo de dieta hipersodica durante a gestacao de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR), induziu disfungédo cardiaca e vascular na prole, caracterizadas,
respectivamente, por redugéo da funcéo ventricular esquerda (sistélica e diastolica) e
diminuicdo da resposta vasodilatadora da aorta ao *NO (MARUYAMA et al., 2015).
RAMOS et al. (2011) demonstraram que a sobrecarga de sédio durante a gestacao
induziu a ativacdo do SRA na prole, caracterizado pelo aumento da atividade da renina
renal, além da maior expressado génica e proteica da COX-2 e da menor expressao
génica da isoforma neuronal da sintase de *NO. Trabalhos como esses dao suporte a
hipétese que o SRA pode ter um papel fundamental ndo apenas nas alteracdes renais
(CABRAL et al., 2012) ou cardiacas (DING et al., 2010), mas também em alteracbes

vasculares.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maruyama%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26141995

52

Apesar de existirem alguns poucos estudos sobre os efeitos da sobrecarrega
materna de sédio sobre a funcdo vascular da prole, ainda ndo esta claro por quais
mecanismos estes efeitos ocorrem, nem tampouco a influéncia do SRA. Sendo assim,
é evidente a necessidade de estudos mais minuciosos que investiguem os efeitos da
sobrecarga de sodio materna sobre a funcdo e a estrutura arterial da prole (artérias
de resisténcia e de condutancia) e se o0 SRA de alguma forma participa na inducao

desses efeitos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais utilizados no presente estudo estdo de acordo
com as normas sugeridas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio, com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals, e foram aprovados pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Pernambuco (Processo: 23076.038874/2014-65).

3.1 ANIMAIS

Ratos Wistar machos e fémeas foram obtidos e mantidos no Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco.
Ratas Wistar virgens foram mantidas em gaiolas com ratos machos, na proporcéo de
3.1, para serem acasaladas. A constatacdo da copula foi realizada mediante a
presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal e 24 h apés esta constatacao foi
considerado o primeiro dia de gestacdo. Um grupo de ratas foi alimentado com dieta
normossédica (AIN-93, NaCl 1,3 %, Rhoster, Aracoiaba da Serra, SP, Brasil/ n = 26)
e outro grupo foi alimentado com dieta hipersddica (AIN-93, NaCl 8,0 %, Rhoster,
Aracoiaba da Serra, SP, Brasil/l N=26), durante a gestacdo e aleitamento. Nesses
periodos, o consumo da ingestdo de 4gua e sodio na dieta, foram calculados mediante
a medicdo do volume de agua e o peso diario da racdo por animal. Para o calculo do
consumo de sodio foi considerado a quantidade de sédio presente em cada dieta
(NS=0,5 de Na* e HS=3,12 de Na*). Os animais foram mantidos individualmente em
gaiolas ventiladas (425mm x 266mm x 185mm, Tecniplast, Buguggiate, Italia) durante
a fase de gestacao e aleitamento. Durante a fase de aleitamento, a prole foi limitada
a oito animais por rata. Apos desmame, a prole foi alojada nas gaiolas acima descritas,
com trés animais em cada. Os animais foram pesados semanalmente, até o dia do
experimento, a fim de avaliar o impacto do consumo da dieta no desenvolvimento
corporal dos animais. Os experimentos descritos a seguir foram realizados apenas
com ratos machos de 24 semanas de idade, provenientes de ratas alimentadas com
dieta normossaddica (grupo NS, N=67) ou hipersédica (grupo HS, N=54). Parte das
proles NS (NS-Los, N=18) e HS (HS-Los, N=20) foram tratadas com losartan 15
mg/Kg/dia (por gavagem), a partir da décima sexta semana de vida, durante 8
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semanas, enquanto o grupo NS recebeu apenas veiculo. A prole de ambos 0s grupos

teve livre acesso a agua e alimentacao (Labina, Agribands Purina, Sdo Paulo, Brasil).

3.2 MEDIDA DA PRESSAO ARTERIAL

A pressao arterial foi analisada, na prole HS e NS, com os animais acordados.
Os animais foram anestesiados com isoflurano e em seguida foram submetidos a
canulacao da artéria cardtida com um cateter de polietileno (PE-50) preenchido com
solucéo salina heparinizada (100 U/mL). Apés 24 h, a presséao arterial foi medida em
animais conscientes através de um transdutor de pressdao (modelo MLT844,
ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia) concectado a um sistema de aquisicédo
de dados (PowerLab 8/35, ML870 / P ADinstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia).

3.3 ESTUDO DE REATIVIDADE VASCULAR E PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS.

A reatividade da artéria mesentérica de resisténcia (AMR) e aorta toracica foi
avaliada nos grupos experimentais, os ratos foram anestesiados com isoflurano e em
seguida foram eutanasiados por exsanguinacdo. O leito vascular mesentérico e a
aorta toracica foram removidos e colocados em solucdo de Krebs Henseleit (KHS) a
4 °C (Composicdo em mM: 115 NaCl, 2,5 CaClz, 4,6 KCI, 1,2 KH2PO4, 1,2,
MgSOa4.7H20, 25 NaHCOs, 11,19 de glicose e 0,03 EDTA).

3.3.1 Aorta torécica

Segmentos de aorta toracica (~3 mm de comprimento), livres de gordura e
tecido conjuntivo, foram montados entre dois fios de aco inoxidavel, em camaras de
vidro (5 mL) contendo solugdo KHS, gaseificada continuamente com mistura
carbogénica (95% de Oz e 5% de CO2) para manter o pH em 7,4. Os segmentos foram
submetidos a uma tenséo de 1,0 g (tensédo de repouso ideal), que foi reajustado a
cada 15 min durante um periodo de estabilizagdo de 45 minutos. A tensdo isométrica
gerada por cada segmento foi registrada usando um transdutor isométrico de
deslocamento de forca (Letica TRI 201; Panlab, SL, Barcelona, Espanha) conectado
a um amplificador (Bridge Amp, ML119; ADInstruments) e a um sistema de aquisi¢céo
(PowerLab 8/35, ML870/P ADinstruments).
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3.3.2 Artéria mesentérica de resisténcia (AMR)

Para estudar a reatividade vascular em AMR, realizou-se o0 método descrito por
Mulvany & Halpern (1977). Artérias de terceira ordem do leito mesentérico (diametro
interno ~300 um) foram dissecadas e cortadas em segmentos de 1,5 - 2,0 mm de
comprimento. Para medir a tensao isométrica, os segmentos arteriais foram montados
em um midgrafo para vasos de resisténcia (Figura 8) (Danish Myo Technology A/S,
Aarhus, Dinamarca) entre dois fios de tungsténio (40 um de diametro). Este sistema
foi conectado a um sistema de aquisicao (PowerLab 8/35; ADInstruments) e este a
um computador PC. ApGs um periodo de estabilizacdo de 15 minutos em KHS
gaseificada (95% de Oz e 5% de CO2) a 37 °C e pH 7,4, os segmentos foram estirados
a um diametro luminal ideal para desenvolvimento de tensdo ativa maxima. Isto foi
determinado com base na relagdo de diametro interno/ tensdo de parede de cada
segmento, ajustando seu didmetro interno, Lo, em 90% do diametro que cada artéria
teria se estivesse exposta a uma tensdo que fosse equivalente aquela produzida por
uma presséo transmural de 100 mmHg (Mulvany & Halpern, 1977). O diametro interno
(l.) foi determinado de acordo com a equacdo li=Li/r, utilizando um software
especifico para normalizacao de cada segmento arterial (DMT Normalization Module,
ADInstruments). L1 representa a tensao passiva equivalente a 100 mmHg de presséo

transmural.

3.3.3 Protocolos experimentais

Apds um periodo de estabilizacdo de 45 minutos em KHS, a aorta e a AMR
foram contraidas com KCI 75mM, para verificar sua integridade funcional. Apds um
periodo de 30 minutos, seguido desta contracéo, as artérias foram precontraidas com
fenilefrina (10 uM, em anéis de aorta) ou noradrenalina (10 uM, em anéis de AMR) e
curvas concentracao-resposta a acetilcolina (para verificar o relaxamento dependente
do endotélio) (0,1 nM — 10 uM) foram construidas de forma cumulativa. Apés 60 min
da curva a acetilcolina, curvas concentracao-repostas a fenilefrina (1 nM — 100 uM,
aorta) ou noradrenalina (10 nM — 100 pM, AMR) foram construidas de forma
cumulativa. O relaxamento independente do endotélio foi avaliado através do
relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sédio (0,1 nM — 10 uM), em artérias
precontraidas com fenilefrina (aorta) ou noradrenalina (AMR). Em alguns segmentos
aorticos, a resposta contratil induzida pela adicdo cumulativa de angiotensina | (cuja

contracdo € mediada pela angiotensina Il convertida a partir da angiotensina | pela
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ECA, 10 nM — 10 pM) ou angiotensina Il (10 nM — 10 uM) também foram analisados.
Na AMR nao foi possivel a construcdo de uma curva concentracdo-reposta a
angiotensina | ou Il, devido a taquifilaxia dos receptores AT1 nestas artérias, por esta
razdo a resposta contratil a estes peptideos foi avaliada através da adicdo de uma

Gnica concentracdo de angiotensina | ou Il.

A fim de investigar a participacéo de espécies reativas de oxigénio ou da via da
ciclooxigenase sobre a resposta da acetilcolina e fenilefrina/noradrenalina, algumas
artérias foram pré-incubadas com tempol (mimético da superéxido dismutase 10 uM),
apocinina (inibidor da NADPH oxidase, 100 puM) ou indometacina (inibidor da
ciclooxigenase, 10 uM). Com a finalidade de avaliar o papel do sistema renina
angiotensina sobre as possiveis altera¢des induzidas pela exposicdo a sobrecarga de
sédio durante a gestacdo e lactacdo no relaxamento dependente do endotélio
(acetilcolina) e na contracdo induzida pela estimulacdo alfa-adrenérgica, as artérias
foram incubadas com losartan (antagonista dos receptores AT1 para angiotensina I,

1 mM) e captopril (inibidor da enzima conversora de angiotensina I, 100 mM).

=

vessel

Figura - 8. Foto representativa de miégrafo para vasos de resisténcia modelo 620M (Danish Myo
Technology A/ S, Aarhus, Dinamarca, www.dmt.dk).
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3.4 METODOLOGIA UTILIZADA PARA O ESTUDO DAS PROPRIEDADES
MECANICAS E ESTRUTURAIS DE ARTERIAS MESENTERICAS DE RESISTENCIA
DE RATO.

As propriedades mecénicas e estruturais das AMR foram estudadas pelo
método inicialmente descrito por HALPERN et al. (1978). Segmentos de
aproximadamente 3 mm de artérias de terceira ordem do leito mesentérico foram
montados em um midgrafo de pressao (Danish Myo Tech, Modelo 115FP, J.P. Trading
I/S, Aarhus, Dinamarca). As duas extremidades da AMR foram canuladas com
micropipetas de vidro e amarradas com fio de sutura de nylon. Em seguida o
comprimento da artéria foi ajustado aumentando a pressao intravascular até
aproximadamente 140 mmHg, de maneira que as paredes arteriais estivessem
paralelas e sem estiramento (Figura 9). Com esse procedimento foi possivel verificar
também se a artéria estava adequadamente pressurizada. A pressao foi ajustada para
60 mmHg e sob este valor de pressao foi aguardado um periodo de estabilizacdo de
60 minutos, em KHS, gaseificada continuamente com mistura carbogénica, pH 7,4 e

temperatura de 37 °C.

Figura - 9. Foto representativa de uma artéria mesentérica de resisténcia (terceiro ramo da artéria
mesentérica superior) canulada e pressurizada a 60 mmHg.

ApOs o periodo de estabilizacdo, a pressao intravascular foi reduzida a 5 mmHg
e uma curva de pressao foi construida, aumentando a presséao intravascular de 5 a
140 mmHg, em aumentos de 20 mmHg em intervalos de 5 minutos. Esta curva foi
construida na presenca e na auséncia de calcio (Ca?*). A KHS sem Ca?* foi preparada
omitindo o CaCl: e adicionando EGTA 10 mM. Para cada valor de pressao
intravascular, ao final dos 5 minutos, o diametro interno (Di) e externo (De) foram

medidos.
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3.4.1 Calculos das propriedades mecanicas e estruturais das artérias
mesentéricas de resisténcia

As medidas de diametro interno e externo (Di e De) utilizadas para o célculo dos
parametros estruturais e mecénicos arteriais foram realizadas em condi¢des passivas
(em KHS sem célcio, Oca). Os seguintes parametros estruturais e mecéanicos foram

calculados:

1. Espessura da Parede (EP)
(Deoca — Dioca)
2

EP =

2. Area de Seccéo Transversal (AST)

AST = X (Deoca — Dioca)

3. Relacao Parede/Lumen (P/L)

(Deoca — Dioca)

P/L =
(2 X Dioca)

As propriedades mecanicas das artérias foram calculadas de acordo o método
inicialmente descrito por BAUMBACH & HEISTAD (1989).

4. Distensibilidade arterial

(A Dioca)

X 100
(A Dioca X AP)

A distensibilidade representa a porcentagem de mudanca do didmetro arterial

interno para cada valor de presséo intravascular.

5. Strain (¢). Representa a variagao nas dimensdes da artéria (deformagao, €) em

consequéncia de uma dada tenséo aplicada.
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(Dioca — Dooca )

Dooca

Onde: Dooca € 0 diametro a 5 mm Hg e Dioca € 0 diametro interno observado para um
dado valor de pressao intravascular sob condigcdes de completo relaxamento. O valor
de Dooca foi medido a 3 mmHg porque é dificil determinar o didmetro interno em valores

inferiores a este.

6. Stress de parede (0) — Tenséo (medida por unidade de area) produzida na parede
arterial frente as alteracBes da pressao intravascular, do diametro interno e da

espessura da parede.
(P X Dioca)
(2EP)

Onde: P é a pressdao intravascular (1 mmHg = 133,4 N/m?) e EP é a espessura da

parede arterial para cada valor de presséao intravascular em KHS sem Ca?*

7. A rigidez arterial independente da geometria foi determinada pelo modulo elastico
de Young, o qual pode ser expresso pela relacdo entre tenséo e deformacao (E =
Stress/Strain). No caso de vasos sanguineos esta relagdo stress-strain exibe um
comportamento curvilineo. Assim, torna-se mais apropriado o célculo da relacao
tangencial ou incremental elastic modulus (Einc), 0 qual pode ser determinado pela
inclinacao (B) da curva stress-strain (DOBRIN, 1978).

Einc = 8o /¢

O Einc foi calculado plotando os dados obtidos de stress e de strain para cada
experimento utilizando a equagéao exponencial abaixo (GraphPad Prism Software, San
Diego, CA, E.U.A):

O = Oorig eﬁE

Onde: corig representa o stress de parede para o valor inicial de diametro (diametro a
5 mmHg). De acordo com a derivacdo das equagfes acima é possivel obter-se que

Einc = &0. Para um dado valor de 0, Einc € diretamente proporcional a &. Um aumento
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de & implica um aumento de Einc, 0 qual representa um aumento da rigidez (DOBRIN,
1978).

8. Ténus miogénico — representa a contracdo induzida pelo aumento da pressao

intravascular em condi¢ées ativas (na presenca de Ca?*).
(Dioca — Dica)

Contracao (%) = x 100
Dioca

3.5 DETERMINACAO IN SITU DA PRODUGCAO DE ANIONS SUPEROXIDO

A fluorescéncia oxidativa ao dihidroetidio (DHE) foi utilizada para avaliar a
producdo de anion superéxido na parede arterial. Apos isolamento e dissec¢ado as
artérias AMR e aorta foram imersas em um meio para congelamento (OCT, Electron
Microscopy Science, E.U.A.) e armazenadas a -80°C até o momento de realizagédo
dos cortes. As secgdes de AMR (10 um de espessura) ou aorta (5 um de espessura)
foram feitas em criostato e colocadas em laminas silanizadas (Star Frost, Alemanha).
Para a medida da producéo de anions superoéxido, os cortes foram incubados com
tampao fosfato durante 10 minutos a 37 °C, em seguida com tampao fosfato contendo
dihidroetidina (5 pM, Invitrogen, E.U.A.), durante 30 minutos, a 37 °C em camara
Umida e protegidos da luz (MILLER et al., 1998). Para avaliar a contribuicdo da
NADPH oxidase e da angiotensina Il na geracdo destes radicais, algumas artérias
foram incubadas com apocinina (10 uM) ou losartan (10 uM) durante 30 minutos, a 37
°C, antes de serem congeladas em OCT. ApG6s 30 minutos, as laminas foram
observadas em microscopio optico (Eclipse Ni-U, Nikon, TAkio, Japao) equipado com
filtro padrdo para rodamina e camera fotografica (DS-Ril, Nikon, Tékio, Japao),
utilizando uma objetiva para fluorescéncia de 20X. A densidade de fluorescéncia
meédia foi calculada usando o software Image J (Wayne Rasband, National Institutes
of Health, E.U.A.). A fluorescéncia foi medida em pelo menos trés locais em cada

imagem e feita a média das medidas.

3.6 INVESTIGAC}AO DA EXPRESSAO PROTEICA DE COMPONENTES DA
PAREDE VASCULAR.

A expressao das isoformas da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), da eNOS, e
da NOX 4 foram determinadas através da técnica de Western blot. Para isso, as

artérias (aorta e AMR) foram homogeneizadas em solucao tampao composta de Tris
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(10 mM, pH 7,4), Lauril sulfato de sédio (SDS, 1%) e Metavanadato de sédio (1 mM).
Os homogenatos foram centrifugados a 500g por 10 minutos e a concentracdo de
proteina foi medida no sobrenadante pelo método de Bradford (1976).

Aliquotas do homogenato proteico (30 pg de proteina) e do padrdo de peso
molecular foram carregadas em geéis de SDS-poliacrilamida 10% para 1,5 M Tris HCI
pH 8,8, acrilamida 40%, glicerol 100%, SDS 10%, APS 10% e Temed, previamente
imersos em um tampéao para eletroforese (25 mM de Tris HCI, 190 mM de glicina e
0,1% de SDS) e submetidas a uma corrente constante de 80V por aproximadamente
3 horas (Power PacTM HC, BioRad, Singapura). Apds o término da eletroforese, as
amostras foram transferidas para uma membrana de Nitrocelulose (Amersham, UK)
durante 40 minutos. Ao final da transferéncia, as membranas foram incubadas por 2
horas, a temperatura ambiente, com solu¢cdo bloqueadora (leite desnatado 5%, Tris
HCI 10 mM, NaCl 100 mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,5) para evitar a unido nao-
especifica com reativos ndo imunologicos. Em seguida, as membranas foram
incubadas durante toda a noite a 4°C, sob agitacdo, em solucéo a 5% de albumina
com tampéo TBS-T (Tris HCI 10 mM, NaCl 100 mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,5)
adicionados aos anticorpos primarios para COX-1 (1:500, Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, Michigan, E.U.A.), COX-2 (1:200, Cayman Chemical Company,
Ann Arbor, Michigan, E.U.A.), eNOS: (1:500, BD Biosciences), NOX 4 (1: 500 abcan)
ou a-actina (1:3000, Sigma; St. Louis, MO, E.U.A.). Ap6s quatro lavagens com tampéo
Tris, as membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundario IgG anti-
camundongo ou anti-coelho conjugado com peroxidase (GE Healthcare do Brasil Ltda,
Séo Paulo, SP, Brasil). As bandas correspondentes foram detectadas por uma reacao
de quimiluminescéncia por meio da exposi¢cdo da membrana, durante 5 minutos, a um
sistema de deteccdo ECL plus (GE Healthcare do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil).
Os imunocomplexos foram detectados por um sistema fotodocumentador ChemiDoc
XRS (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, E.U.A.). A analise densitométrica das
bandas foi realizada com o software Image Lab (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
E.U.A.). Os dados de conteudo das proteinas de interesse nos homogenatos de aorta
e AMR foram expressos como a razao entre 0s sinais correspondentes da proteina

estudada em relagéo a banda identificada para a a-actina.
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3.7 MEDIDA DA ATIVIDADE DA ECA

Amostras de aorta, AMR, plasma e pulméo foram mantidas a -80 °C até o
momento da sua utilizacdo para a dosagem da atividade da ECA. Para isto, as
amostras foram descongeladas, pesadas e homogeneizadas em solucéo tampao Tris-
HCI 50 mM pH 7,4. Em seguida, o material foi centrifugado a 10.000 r.p.m. durante 15
minutos, a 4 °C. A concentragdo de proteina foi quantificada de acordo com o método
descrito por BRADFORD, 1976. O volume correspondente a 30 ug de proteina foi
incubado a 37 °C em 40 pL de solucdo de substrato da ECA Hipuril-Histidil-Leucina
(Sigma; St. Louis, MO, E.U.A.) em tampéao borato de sédio (0,4 M). Apds 15 min de
incubacédo foram adicionados 190 pL de NaOH (0,34 M) para interromper a reagcao
enzimatica. O dipeptideo Hipuril-Histidil-Leucina foi detectado pela adi¢cdo de 17 uL de
o-phataldialdhyde (OPTA) 2% (massa/volume, em metanol). Apés 10 minutos, as
medidas de fluorescéncia foram realizadas a 37 °C em uma placa de leitura com 96
pocos com filtros de excitacdo de 365 nm e emissédo de 495 nm (Varioskan, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, E.U.A.). Uma curva de calibragdo com substrato da

ECA foi incluida em cada placa.

3.8 EXPRESSAO DE RNAM POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)
QUANTITATIVA EM TEMPO REAL.

ApoOs a eutanasia dos animais, amostras de aorta e artéria mesentérica de
resisténcia dos grupos NS e HS foram armazenadas a —80 °C até o processamento
para analises génicas. A extracdo do RNAmM das amostras foi realizada com o
reagente Trizol® (Ambion, Life Technologies Corporation). Para isso, em tubos
contendo esferas de ceramica e um fragmento de ~30-40 mg do tecido, pipetou-se
1mL de Trizol e realizou-se a trituragcdo das amostras através de agitacdo em alta
velocidade (TissueLyser Il QIAGEN Group) por 40 min. Apds esse processo, seguiu-
se com a fase de separacdo do RNA. Para tanto, pipetou-se 200 uL de cloroférmio
nos tubos com as amostras homogeneizadas, os tubos foram agitados manualmente
por 15 segundos e incubados a temperatura ambiente por 3 min. Na sequéncia, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 rota¢des por minuto (r.p.m.) durante 15 min a

4 °C. A fase que continha o RNA, fase aquosa superior (~ 500 pL), foi pipetada em
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outro tubo contendo 500 pL de isopropanol a fim de precipitar e isolar o RNAmM. Os
tubos foram vertidos 3 vezes manualmente para mistura e incubados a temperatura
ambiente durante 10 min. Foi realizada nova centrifugagéo por 12.000 r.p.m. durante
10 min a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento formado de RNA foi
lavado com 1 mL de etanol 75 % (preparado com agua isenta de RNase), os tubos
foram agitados e centrifugados a 7.500 r.p.m. por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi
desprezado e os tubos foram vertidos em superficie limpa para permitir total secagem
do sedimento de RNA a temperatura ambiente por 10 min. Realizou-se a
ressuspensao do mesmo com cerca de 20 pL de agua isenta de RNAse seguida de
incubacdo a 55 °C por 10 min. O RNA foi quantificado na absorbancia de 260 nm
(Varioskan, Thermo Fisher Scientific®). A fim de avaliar o grau de pureza das
amostras, realizou-se a medida da absorbancia em 230 nm e 280 nm. A relagéo
260/280 avalia a contaminacdo com proteina e 260/230 a contaminacéo com fenol. O
resultado de ambas ficou dentro dos valores aceitaveis (entre 1,8-2,2). Para o célculo
do RNA, utilizou-se a formula: RNA pg/mL = (Absorbancia 260-Branco) x 40 x (10/0,5).
Na sequéncia, 2 ug do RNA total tratado com a enzima DNAase (Promega®) foi
transcrito a DNA complementar (cDNA) utilizando-se a enzima transcriptase reversa
(Reverse Transcriptase — Invitrogen®). Em 10 pL de volume de RNA tratado com
DNAse adicionou-se 1 yuL de random hexamer primer e 2 uL de desoxinucleotideos
(DNTPs) (Invitrogen®). A mistura foi incubada em termociclador 65 °C por 10 min
(SureCycler 8800, Agilent Technologies®). A transcricdo reversa foi realizada com
adicdo de 1uL de transcriptase reversa, 4 pL de tampéao (contendo 250 mM de Tris-
HCI, pH 8,3; 375 mM de KCI, 15 mM de Cloreto de Magnésio), 2 uL de ditiotreitol
(DTT-Dithiothreitol) e 0,5 puL de inibidor de ribonuclease (Invitrogen®) seguida de
incubacédo a 25 °C/10 min, 37 °C/50 min e 70 °C/15 min em termociclador. O cDNA
(100 ng/uL em volume final de 20 pL) foi posteriormente armazenado a -80 °C. O
cDNA obtido foi diluido para concentracdo final de 25 ng/ul e, na sequéncia,
amplificado usando a enzima Taq polimerase (GoTaq qPCR Master Mix, Promega®)
por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (Real time gPCR) em
AriaMx Real-Time PCR System (Agilent Technologies). Foram utilizados os seguintes
primers: Receptor AT1 (Foward —CATCTTTGTGGTGGGAATATTTGG / Reverse -
TGGCCACAGTCTTCAGCTTC) e GAPDH (Foward — CCATCACCATCTTCCAGGAG
| Reverse - GTGGTTCACACCCATCACAA) como controle interno de cada amostra.

A reacdo foi realizada em duplicata nos protocolos seguintes: 95 °C por 2 min e 15
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segundos, durante 40 ciclos e 60 °C por 1 min. O RNA foi quantificado como um valor
relativo em comparacdo com uma referéncia interna, o GAPDH. A andlise da
expresséo foi obtida pela elevacdo negativa do AACT (threshold cycle) na base 2 (2
AACYH (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). O valor de CT representa o momento da reacdo
onde a fluorescéncia da amostra € detectada acima do ruido de fundo (background).

O resultado foi expresso em unidades arbitrarias.

3.9 FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS-

Acetilcolina, cloridrato (Sigma), Acido aminoacético (Glicina) (Sigma), Acido
cloridrico (Sigma), Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Sigma), Albumina bovina
(Sigma), Apocinina (Acetovanilona) (Sigma), Azul de bromofenol (Sigma), Bicarbonato
de sdédio (Sigma), Captopril (Sigma), Cloreto de calcio dihidratado (Sigma), Cloreto de
potéssio (Sigma), Cloreto de sédio (Sigma), Dihidroetidio (Sigma), Dodecil-sulfato de
sédio (SDS) (Sigma), Fosfato de potassio monobasico (Sigma), Glicerol (Sigma),
Glicose (Sigma), Hidréxido de sodio (Synth), Indometacina (Sigma), Leite desnatado
(Nestlé), L-fenilefrina hidrocloridrato (Sigma), Losartan (Sigma), Metanol (Merck), N,N,
N’,N’- Tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma), N,N’- Metilenbisacrilamida 40%
Solucéo 37, 5:1 (Acrilamida) (Sigma), Noradrenalina (Sigma) Nitroprussiato de sédio
(Sigma), Persulfato de aménio (APS) (Sigma), Polioxietileno sorbitam monolaurato
(Tween 20) (Sigma), Reagente para deteccdo de Western Blot (ECL Plus) (GE),
Sulfato de magnésio heptahidratado (Sigma), Tempol (Sigma), Tris HCI (Sigma).
Todas as solucdes foram preparadas com agua destilada, exceto a indometacina que

foi diluida em etanol, e mantidas a -20 °C (farmacos) e a 8 °C (solu¢des de Krebs).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos resultados foi realizada através de teste t de student pareados e
analise de variancia (ANOVA, uma ou duas vias), completamente randomizada,
seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni, com auxilio do programa GraphPad Prism
(San Diego, CA, E.U.A). Os resultados foram considerados estaticamente

significantes para valores P<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 INGESTAO DE AGUA E NACL DURANTE A GESTACAO E LACTACAO

As ratas que receberam a dieta contendo 8% de NaCl apresentaram aumento
da ingestédo de agua, tanto na gestacao quanto na lactacdo, em comparacdo com as
ratas que receberam dieta normossoédica (Gestacao: Dieta hormossodica: 15 + 0,56
mL vs. Dieta hipersddica: 39 + 0,23 mL, P<0,05; Lactacdo: Dieta normossddica: 43 +
3,7 mL vs. Dieta hipersodica: 68 + 9,3 mL, P<0,05). A ingestédo diaria de sodio foi
aumentada nas ratas alimentadas com uma dieta hipersédica durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, em comparacdo com as ratas que receberam dieta
normossodica (Gestagdo: Dieta normossoédica: 39 + 3,5 mg vs. Dieta hipersodica: 261
+ 9,1 mg, P<0,05; Lactacdo: Dieta normossodica: 72 + 16 vs. Dieta hipersodica: 481
+ 70 mg, P<0,05). A gestacdo ocorreu hormalmente e as ratas pariram entre 8 e 12

filhotes espontaneamente apds 21 dias de gestacao.

4.2 PESO CORPORAL E PRESSAO ARTERIAL DA PROLE

O peso corporal da prole ao nascimento nao foi afetado pela dieta materna com
alto teor de sodio (NS: 5,7 + 0,10 g vs. HS: 5,9 £ 0,09 g, P>0,05). No entanto, aos seis
meses de idade (idade em que foram realizados os experimentos), o grupo HS
mostrou aumento do peso corporal em comparacao ao grupo NS (NS: 372 + 22 g vs.
HS: 415 + 14 g, P<0,05).

Neste estudo, ndo houve diferencas significativas na pressao arterial sistdlica
(PAS) ou diastdlica (PAD) entre as proles estudadas (PAS: NS: 133 + 0,62 mmHg vs.
HS: 136 £ 1,9 mmHg, P>0,05; PAD; NS: 86 = 1,5 mmHg vs. HS: 95 = 3,8 mmHg,
P>0,05).
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4.3 ESTUDOS DE REATIVIDADE VASCULAR

4.3.1 Resposta contractil induzida pelo cloreto de potassio (KCl)

A contracéo induzida pelo KCI (75 mM, aorta ou 120 mM, AMR) foi semelhante
na aorta e AMR de ratos NS e HS (Aorta: NS: 1,5 £ 0,06g vs. HS: 1,6 £ 0,10 g, P>
0,05; NS: 16,15 mN £+ 1,2 vs. HS 16,99 mN + 1,5 P>0.05).

4.3.2 Relaxamento dependente e independente do endotélio

A acetilcolina induziu relaxamento dependente do endotélio na aorta e na AMR
dos grupos NS e HS. Como pode ser observada na Figura 1A e 1B, esta resposta foi
diminuida na aorta e na AMR do grupo HS, comparado ao NS. A resposta de
relaxamento independente do endotélio induzida pelo doador de 6xido nitrico (*NO),
nitroprussiato de sddio, foi semelhante nas artérias (aorta e AMR) de ambos 0s grupos
(Aorta: NS: 100% 0,0 vs. HS: 97,90% +0,95, P> 0,05; AMR: NS: 94,86 % * 0,98 vs.
HS: 95,14% + 2,49, P> 0,05).
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Figura 1. Relaxamento dependente do endotélio induzido pela acetilcolina em aortas (A) e em artérias
mesentéricas de resisténcia (AMR, B) da prole proveniente de ratas alimentadas com uma dieta
normossaodica (NS) ou hipersédica (HS). Os resultados sdo expressos como média = EPM. N=6-8 ratos
em cada grupo.

4.3.3 Efeito das espécies reativas de oxigénio (EROs), da NADPH oxidase, da

ciclooxigenase e da angiotensina |l no relaxamento dependente do endotélio

Para avaliar a participacdo de radicais livres na resposta vasodilatadora a
acetilcolina, as artérias foram pré-incubadas com um mimético da SOD, o tempol. Este
pré-tratamento ndo alterou o relaxamento a acetilcolina nas artérias do grupo NS
(Figura 2A e 2C). Contudo, no grupo HS, o tempol potencializou o relaxamento a
acetilcolina tanto na aorta (Figura 2B), como na AMR (Figura 2D).
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Figura 2. Efeito do tempol na vasodilatacdo dependente do endotélio induzida por acetilcolina na aorta
(A, B) e em artéria mesentérica de resisténcia (AMR, C, D) da prole de ratas alimentadas com uma

dieta normossaddica (NS) ou hipersddica (HS). Os resultados sdo expressos como média + erro padrao
da média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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Como as EROs podem ser produzidas por diversas enzimas que podem ser
expressas nos vasos sanguineos, foi investigado o papel de uma das principais
enzimas envolvidas na producédo de anions superoxido na parede vascular, a NADPH
oxidase. A apocinina, em concentracoes menores que 100 uM atua como inibidor
seletivo da NADPH oxidase. De forma semelhante ao tempol, na aorta e na AMR do
grupo HS, a apocinina melhorou o relaxamento a acetilcolina (Figura 3B e 3D), sem

alterar no grupo NS (Figura 3A e 3C).
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Figura 3. Efeito da inibicdo da NADPH oxidase (apocinina) na vasodilatagdo dependente do endotélio
induzida por acetilcolina na aorta (A, B) e em artéria mesentérica de resisténcia (AMR, C, D) da prole
de ratas alimentadas com uma dieta normossédica (NS) ou hipersédica (HS). Os resultados sao
expressos como média + erro padrdo da média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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Aponta-se que a ativacdo da via do acido araquidénico-ciclooxigenase como
um dos principais mecanismos indutores de disfuncdo endotelial em varias situacdes
de risco cardiovascular, como na hipertenséo arterial, diabetes, hiperaldosteronismo,
etc. No presente estudo,avaliou-se o papel desta via na disfuncdo endotelial do grupo
HS através da pré-incubacdo com indometacina, um inibidor ndo seletivo da
ciclooxigenase. Como pode ser evidenciado na Figura 4, a indometacina aumentou
significativamente o relaxamento a acetilcolina na aorta e AMR do grupo HS (Figura
4B e 4D), mas n&o no grupo NS (Figura 4A e 4C).
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Figura 4. Efeito da inibicdo da ciclooxigenase (indometacina) na vasodilatacdo dependente do
endotélio induzida por acetilcolina na aorta (A, B) e em artéria mesentérica de resisténcia (AMR, C, D)
da prole de ratas alimentadas com uma dieta normossaddica (NS) ou hipersddica (HS). Os resultados
sdo expressos como média + erro padrdo da média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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Alguns estudos tém demonstrado alteracbes sobre o sistema renina-
angiotensina da prole exposta a sobrecarga de sodio durante a vida intrauterina e
amamentacao. No presente estudo, os animais HS apresentaram disfuncao endotelial
dependente da geracao de radicais livres derivados da NADPH oxidase e da producao
de metabdlitos da via da ciclooxigenase. Sabe-se que ambas as vias podem ser
estimuladas pela angiotensina Il. Portanto, para investigar a participacdo da
angiotensina Il sobre as alteracdes observadas na aorta e AMR do grupo HS, ambas
as artérias foram incubadas com captopril (um inibidor da ECA) ou com losartan (um
antagonista dos receptores ATi1 para a angiotensina IlI). Ambos os farmacos
promoveram aumento do relaxamento dependente do endotélio nas artérias do grupo
HS (Figura 5 e 6). Nas artérias do grupo NS, o relaxamento a acetilcolina ndo foi

afetado nem pelo captopril, nem pelo losartan (Figura 5 e 6).
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Figura 5. Efeito da inibicdo da ECA (captopril) na vasodilatacdo dependente do endotélio induzida por
acetilcolina na aorta (A, B) e em artéria mesentérica de resisténcia (AMR, C, D) da prole de ratas
alimentadas com uma dieta normossddica (NS) ou hipersédica (HS). Os resultados sdo expressos
como média + erro padrdo da média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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Figura 6. Efeito da pré-incubacao com losartan na vasodilatacdo dependente do endotélio induzida por
acetilcolina na aorta (A, B) e em artéria mesentérica de resisténcia (AMR, C, D) da prole de ratas
alimentadas com uma dieta normossoédica (NS) ou hipersédica (HS). Os resultados sao expressos
como média + erro padrdo da média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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4.3.4 Vasoconstricdo induzida por estimulacao alfa-adrenérgica

A fenilefrina (na aorta) e a noradrenalina (na AMR) induziram contragcéo
concentracdo-dependente nas artérias de ambos os grupos. Na aorta do grupo HS, a
resposta a fenilefrina foi potencializada em comparacdo ao grupo NS (Figura 7A).
Entretanto, na AMR, a resposta a noradrenalina foi semelhante nos grupos HS e NS
(Figura 7B).
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Figura 7. Curva concentragdo-resposta & fenilefrina (A) ou noradrenalina (B) em anéis de aorta, (A) e
em artérias mesentéricas de resisténcia (AMR, B) da prole proveniente de ratas alimentadas com uma
dieta normossaddica (NS) ou hipersédica (HS). Os resultados sao expressos como média + EPM. N=6-
8 ratos em cada grupo.

A partir desses resultados, os proximos experimentos foram realizados com o
intuito de avaliar as principais vias envolvidas na hiper-reatividade a fenilefrina na
aorta dos animais HS. Como na AMR, a contracdo a noradrenalina foi semelhante
entre os grupos NS e HS, o papel destas vias na AMR néo foi estudado.

A fim de investigar se 0 aumento na reatividade vascular a fenilefrina no grupo
HS envolvia uma maior degradacdo de *NO por EROs, as artérias foram incubadas
com tempol ou com apocinina. A incubagcdo com o “sequestrador ou varredor” de
anions superéxido, o tempol, ndo modificou a curva concentracdo resposta a

fenilefrina no grupo NS, no entanto, reduziu no grupo HS (Figura 8A e 8B). De forma
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semelhante, a apocinina, um inibidor da NADPH oxidase, também reduziu a

vasoconstricao a fenilefrina no grupo HS, sem alterar no NS (Figura 9A e 9B).
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Figura 8. Efeito da pré-incubacdo com tempol sobre a contracdo induzida por fenilefrina em aorta com
endotélio da prole de ratas alimentadas com uma dieta normossddica (NS, A) ou hipersodica (HS, B).
Os resultados séo expressos como média + erro padrdo da média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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Figura 9. Efeito da pré-incubac@o com apocinina sobre a contracéo induzida por fenilefrina em aorta
com endotélio da prole de ratas alimentadas com uma dieta normossddica (NS, A) ou hipersddica (HS,
B). Os resultados sao expressos como média + erro padrao da média. N=6-8 ratos em cada grupo.

Com o objetivo de avaliar o papel modulatério da via da COX sobre a resposta
contratil induzida por fenilefrina em aortas de ratos NS e HS, o efeito da indometacina
foi avaliado. A pré-incubacdo com indometacina reduziu a contracdo a fenilefrina no

grupo HS (Figura 10B), sem altera-la no grupo NS (Figura 10A).
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Figura 10. Efeito da pré-incubacdo com indometacina sobre a contracdo induzida por fenilefrina em
anéis de aorta com endotélio da prole de ratas alimentadas com uma dieta normossaédica (NS, A) ou
hipersddica (HS, B). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média. N=6-8 ratos
em cada grupo. .

Da mesma forma que foi realizada para o relaxamento a acetilcolina, o papel
da angiotensina Il sobre a contracao induzida por fenilefrina foi avaliado na presenca
de captopril ou losartan. Ambas as situacbes promoveram reducdo da resposta a
fenilefrina nas artérias do grupo HS (Figuras 11B e 12B), sem alterar esta resposta no
grupo NS (Figuras 11A e 11B).
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Figura 11. Efeito da inibicdo da ECA (captopril) na contra¢do induzida por fenilefrina em aorta com
endotélio da prole de ratas alimentadas com uma dieta normossdédica (NS, A) ou hipersodica (HS, B).
Os resultados séo expressos como média + erro padrdo da média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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Figura 12. Efeito do losartan na contracéo induzida por fenilefrina em aorta com endotélio da prole de
ratas alimentadas com uma dieta normossédica (NS, A) ou hipersddica (HS, B). Os resultados séo
expressos como média + erro padrdo da média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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4.3.5 Vasoconstricdo induzida por angiotensina | e angiotensina Il, medida da
atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) e expressao génica dos

receptores AT

A exposicao das artérias a angiotensina | promove contracdo destas devido a
conversdo, pela ECA, da angiotensina | em angiotensina Il. Trata-se de uma
ferramenta indireta e funcional da atividade da ECA na parede arterial. Como
esperado, a administracdo de angiotensina | induziu contragéo na aorta e na AMR de
ambos 0s grupos, sendo esta reposta de maior magnitude no grupo HS (Figura 13A,
C). Por outro lado, a resposta contratil a angiotensina Il foi semelhante nas artérias de
ambos os grupos (Figura 13B, D).

Corroborando estes dados funcionais, a atividade da ECA foi aumentada na
aorta e na AMR do grupo HS comparado ao grupo NS (Figura 14A e 14B). No plasma
e no pulmdo, a atividade da ECA foi semelhante entre os grupos NS e HS, (Figura
14C e 14D).

A expressao génica do RNAm do receptor AT1 em aorta e AMR foi semelhante

entre os grupos NS e HS (Figura 15).
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Figura 13. Curva concentracao resposta a angiotensina (Angio) | (A) e angiotensina Il (B) em anéis de
aorta da prole de ratas alimentadas com uma dieta normossédica (NS) ou hipersédica (HS). (C,D)
Contracao induzida pela angiotensina I, (10 uM, C) e pela angiotensina Il, (10 uM, D) em AMR de ratos
NS e HS. Os resultados sao expressos como média + erro padrdo da média. N = 6-8 ratos em cada

grupo.
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Figura 14. Atividade da enzima conversora de angiotensina na aorta (A), artéria mesentérica de
resisténcia (B, AMR), plasma (C) e pulméo (B) de animais NS e HS. Os resultados estdo expressos
como média + erro padrdo da média. N = 5 ratos em cada grupo. Teste t, *P<0.05 vs. NS.
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Figura 15. Expressdo génica do RNAm do receptor AT1 para a angiotensina |l em aorta (A) e AMR (B)
de ratos NS e HS. Os resultados estdo como média + erro padrdo. N=5 ratos em cada grupo.

4.4 DETERMINACAO IN SITU DA PRODUCAO DE ANIONS SUPEROXIDO

Como demonstrado na Figura 16 e 17, a fluorescéncia emitida pelo DHE foi
maior na AMR e em anéis de aorta do grupo HS, respectivamente, comparada ao
grupo NS, a qual indica uma maior geracdo de anions superoxido no grupo HS. Em
ambas artérias do grupo HS, a incubacdo com a apocinina foi capaz de diminuir
significativamente a fluorescéncia emitida pelo DHE, indicando que a geracdo de
anions superoéxido nas artérias destes animais é em parte decorrente da atividade da
NAPDH oxidase. Em ambas artérias do grupo HS, o pré-tratamento com losartan foi
capaz de reduzir ao nivel do grupo NS a fluorescéncia do DHE. Este resultado indica
gue no grupo HS, a maior geracao vascular de anions superéxido € mediada pela

angiotensina Il através da estimulacéo de receptores AT1.
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Figura 16. (A) Imagens representativas da fluorescéncia emitida pela geragédo de anions superéxido
em artéria mesentérica de resisténcia (AMR) de ratos NS e HS, na auséncia e na presenc¢a de apocinina
ou losartan. (B). Andlise quantitativa média da produgédo de anions superoxido em artérias do grupo NS
e HS (na auséncia e na presenca de apocinina ou losartan). Os resultados sdo expressos como média
* erro padrao da média. U.A., unidades arbitrarias. N=5-6 ratos em cada grupo. ANOVA (uma via),
*P<0,05 vs. NS; +P<0,05 vs. HS.
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Figura 17. (A) Imagens representativas da fluorescéncia emitida pela geragdo de anions superoxido
em anéis de aorta de ratos NS e HS, na auséncia e na presenca de apocinina ou losartan. (B). Analise
guantitativa média da producgdo de anions superéxido em artérias do grupo NS e HS. Os resultados
sdo expressos como média + erro padrdo da média. U.A., unidades arbitrarias. N=5-6 ratos em cada
grupo. ANOVA (uma via), *P<0,05 vs. NS; +P<0,05 vs. HS.

4.5 EXPRESSAO PROTEICA DA COX-1, COX-2, ENOS E NOX-4

As Figuras 18 e 19 mostram a expressdo da COX-1 e da COX-2 em aorta e
AMR de ratos NS e HS. Nestas artérias, a dieta materna rica em sédio durante a
gestacao e lactacao foi capaz de aumentar significativamente a expressao proteica da
COX-2 na prole adulta (Figura 18). Por outro lado, a expressdo da COX-1 foi
semelhante nas artérias no grupo NS e HS (Figura 19).
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A expressao da isoforma endotelial da sintase de 6xido nitrico (eNOS) (Figura

20) e da NOX-4 (Figura 21) foi semelhante na aorta e AMR de ratos NS e HS.
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Figura 18. Expressdo da COX-2 em aorta e AMR de ratos NS e HS. Painel superior mostra as bandas
representativas da expressdo da COX-2 e da &-actina em aorta (A) e AMR (B). Painel inferior mostra a
analise densitometria da COX-2 normalizada pelo contetdo de a-actina. Os resultados estdo como
média + erro padrdo. N=4 ratos em cada grupo. Teste t, *P<0.05 vs. NS.
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Figura 19. Expressao da ciclooxigenase-1 (COX-1) em aorta e AMR de ratos NS e HS. Painel superior
mostra as bandas representativas da expressdo da COX-2 e da a-actina em aorta (A) e AMR (B). Painel
inferior mostra a analise densitometria da COX-2 normalizada pelo conteddo de &-actina. Os resultados
estdo como média + erro padrdo. N=4 ratos em cada grupo. Teste t, *P<0.05 vs. NS.



89

A- Aorta B- AMR

e & & @ e £ & ¢

enos N I 0 e ENOS  we— w— — —

1.04
1.54

1.04

0.5+

eNQOS/ a-actina
|
I

eNOS/ a-actina

0.0 T

0.0 T

Figura 20. Expressédo da isoforma endotelial da sintase de 6xido nitrico (eNOS) em aorta (A) e AMR
(B) de ratos NS e HS. Painel superior mostra as bandas representativas da expressao da eNOS e da
a-actina em aorta (A) e AMR (B). Painel inferior mostra a andlise densitometria da COX-2 normalizada
pelo contetido de &-actina. Os resultados estdo como média + erro padrdo. N=4 ratos em cada grupo.
Teste t, *P<0.05 vs. NS.
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Figura 21. Expressdo da NOX-4 em aortas (A) e AMR (C) de ratos NS e HS. Painéis superiores
mostram as bandas representativas da expressao da NOX-4 e da a-actina. Painéis inferiores mostram
as analises densitometrias normalizada pelo contelddo de a-actina. Os resultados estdo como média +

erro padrdo. N=8 ratos em cada grupo
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4.6 ESTUDOS DAS PROPRIEDADES MECANICAS E ESTRUTURAIS EM

ARTERIAS MESENTERICAS DE RESISTENCIA

As propriedades mecéanicas e estruturais em artérias mesentéricas de
resisténcia (AMR) foram avaliadas através do método de artéria pressurizada. A
Figura 22 mostra a relacéo pressao/ diametro em AMR de ratos NS (Figura 22A) e HS
(Figura 22B), em condicfes ativas (na presenca de 2,5 mM de Célcio) e passivas (em
meio livre de célcio). Como é possivel observar nas AMR de ambos os grupos, tanto
na presencga como na auséncia de célcio, 0 aumento da pressao intravascular induziu
um aumento progressivo do diametro interno. No grupo NS, essa resposta foi similar
em ambas as situacfes experimentais, ou seja, na presenca e na auséncia de célcio
(Figura 22A). Entretanto, no grupo HS, o aumento do diametro interno foi menor na
presenca de calcio, sugerindo a presenca da resposta miogénica. Este resultado é
mais bem evidenciado pelo resultado da Figura 22C que expressa a contracao ativa
(%) das AMR de ambos 0s grupos, a qual estéa significativamente aumentada no grupo
HS.
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Figura 22. Relagéo pressao-diametro em artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) de ratos NS (A,
N=10) e HS (B, N=10) em condi¢es ativas e passivas (Calcio zero, 0 Ca?*). Os resultados estédo
expressos como média + erro padrdo da média dos valores de didmetro (um) interno frente as
alteracdes de presséo intravascular. (C) Contracdo miogénica induzida pela elevacdo da presséo
intraluminal em AMR de ratos NS e HS. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da
média dos valores percentuais da variagdo de diametro interno frente as elevagbes da pressdo
intravascular sob condic¢des ativas (CaClz 2,5 mM).
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A Figura 23 mostra os parametros morfolégicos obtidos em AMR pressurizadas
de ratos NS e HS em condicdes de maximo relaxamento (meio livre Ca?* + 10 mM de
EGTA). Para todos os valores de presséao intravascular avaliados, o diametro interno
(Figura 23A), o diametro externo (Figura 23B), a espessura de parede (Figura 23C) e
a area de seccao transversal (Figura 23D) das AMR de ratos HS apresentaram-se
significativamente aumentados quando comparado ao grupo NS. Embora estes
parametros estivessem aumentados nas artérias do grupo HS a relacéo parede/limen
(Figura 24A), o stress de parede (Figura 24B) e a rigidez arterial (relagéo stress/strain)

(Figura 24C) nao apresentaram diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 23. Comparacao dos parametros estruturais de artérias mesentéricas de resisténcia (AMR, em
condicdes passivas, 0 Ca?*) de ratos NS (N=10) e HS (N=10). (A) Relacdo presséao/ diametro interno,
(B), relacdo pressdo/ diametro externo, (C) espessura da parede arterial e (D) area de seccado
transversal (AST, E). Os resultados estéo expressos como média + erro padrdo da média
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Figura 24. Relacdo parede: lumen (A), stress de parede (B) e relacdo stress-strain (C) das artérias
mesentéricas de resisténcia (AMR, em condi¢Oes passivas, 0 Ca?*) de ratos NS (N=10) e HS (N=10).
Os resultados estéo expressos como média + erro padréao da média.
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4.7 EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM O LOSARTAN SOBRE AS
ALTERACOES FUNCIONAIS E ESTRUTURAIS DA PROLE EXPOSTA A

SOBRECARGA DE SODIO DURANTE A VIDA INTRAUTERINA E PERINATAL

4.7.1 Relaxamento dependente do endotélio e contracdo induzida por

estimulacéo alfa adrenérgica.

Os resultados obtidos in vitro sugeriam a participacdo da angiotensina Il como
um mediador das alteracGes funcionais em artérias do grupo HS. Estas alteracdes
envolvem a geracdo de EROs derivados do metabolismo da NADPH oxidase e a
geracao de fatores vasoconstrictores derivados da COX-2. Além disso, sabe-se que a
angiotensina Il induz hipertrofia vascular em varias situacdes onde a sua formacao
estd aumentada, como parece ser o caso das artérias do grupo HS. Portanto, o
proximo objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do antagonismo crénico dos
receptores AT1 para a angiotensina Il (losartan) sobre os parametros funcionais e
estruturais de artérias do grupo HS. A administracdo cronica do losartan foi capaz de
reverter o prejuizo do relaxamento dependente do endotélio em aorta e AMR do HS
(Figura 25A e 25B) e a hiper-reatividade a fenilefrina em anéis de aorta na prole HS
(Figura 25C). No grupo NS, o tratamento cronico com losartan melhorou o
relaxamento dependente do endotélio na aorta, mas ndo na AMR. A resposta contratil
induzida por estimulacao alfa adrenérgica nao foi modificada pelo tratamento do grupo
NS com losartan, nem na aorta (Figura 25C), nem na AMR (resultados néo

mostrados).
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Figura 25. Relaxamento dependente do endotélio induzido pela acetilcolina (A), contracdo induzida por
fenilefrina (C) em anéis de aorta e relaxamento & acetilcolina em artérias mesentéricas de resisténcia

(AMR, B) do grupo NS e HS tratados com losartan (NS-Los e HS-Los). Os resultados sdo expressos
como média + EPM. N=8 ratos em cada grupo.
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O tratamento com losartan aboliu o efeito do tempol (Figuras 26 e 29), apocinina
(Figuras 27 e 30) ou indometacina (Figuras 28 e 31) sobre relaxamento dependente
do endotélio na aorta e AMR de ratos HS e sobre a contracdo induzida por fenilefrina
na aorta do grupo HS. No grupo NS tratado com losartan, semelhante ao que foi
observado no grupo NS sem tratamento, o tempol, a apocinina ou a indometacina nao
modificaram o relaxamento dependente do endotélio ,bem como a contracéo induzida

por estimulagdo alfa adrenérgica na aorta e AMR (resultados ndo mostrados).
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Figura 26. Efeito do tempol na vasodilatacdo dependente do endotélio induzida por acetilcolina na aorta
(A) e na artéria mesentérica de resisténcia (AMR, B) da prole de ratas alimentadas com uma dieta
hipersddica tratados com Losartan (HS-Los). Os resultados sdo expressos como média + erro padrao
da média. N=8 em cada grupo.
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Figura 27. Efeito da inibicado da NADPH oxidase (apocinina) na vasodilatacdo dependente do endotélio
induzida por acetilcolina na aorta (A) e na artéria mesentérica de resisténcia (AMR, B) da prole de ratas
alimentadas com uma dieta hipersédica tratados com Losartan (HS-Los). Os resultados sdo expressos
como média + erro padrdo da média. N=8 em cada grupo.
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Figura 28. Efeito da inibicdo da ciclooxigenase (indometacina) na vasodilatacdo dependente do
endotélio induzida por acetilcolina na aorta (A) e na artéria mesentérica de resisténcia (AMR, B) da
prole de ratas alimentadas com uma dieta hipersodica tratados com Losartan (HS-Los). Os resultados
sdo expressos como média + erro padrdo da média. N=8 em cada grupo.
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Figura 29. Efeito da pré-incubag¢@o com tempol na contragdo induzida por fenilefrina na aorta da prole
de ratas alimentadas com uma dieta hipersddica tratados com Losartan (HS-Los). Os resultados sdo
expressos como média * erro padrdo da média. N=8 em cada grupo.
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Figura 30. Efeito da pré-incubagcdo com apocinina na contracdo induzida por fenilefrina na aorta da
prole de ratas alimentadas com uma dieta hipersédica tratados com Losartan (HS-Los). Os resultados
s&0 expressos como média + erro padréo da média. N=8 em cada grupo.
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Figura 31. Efeito da pré-incubagdo com indometacina na contragéo induzida por fenilefrina na aorta da
prole de ratas alimentadas com uma dieta hipersédica tratados com Losartan (HS-Los). Os resultados
s80 expressos como média + erro padréo da média. N=8 em cada grupo.

4.7.2 Expressao proteica da COX-2

Para investigar se o aumento da expressdo da COX-2 nas artérias no grupo HS
€ dependente da angiotensina Il, experimentos de Western blot para COX-2 foram
realizados nas artérias dos animais tratados cronicamente com losartan. Como é
possivel observar na Figura 32, o tratamento crénico com losartan aboliu as diferencas
na expressao da COX-2 na aorta (Figura 32A) e na AMR (Figura 32B) do grupo HS,
indicando que o aumento de expressdo da COX-2 observado no grupo HS é

dependente da angiotensina Il.
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Figura 32. Expresséao proteica da ciclooxigenase-2 (COX-2) na aorta (A) e na AMR (B) de ratos NS e
HS tratados com losartan (NS-Los e HS-Los). Os painéis superiores mostram as bandas
representativas da expressdo da COX-2 e da a-actina. Painéis inferiores mostram as analises
densitometrias normalizada pelo contetudo de a-actina. Os resultados estdo como média + erro padrao.
N=5 em cada grupo
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4.7.3 Propriedades mecéanicas e estruturais de artérias mesentéricas de

resisténcia

O tratamento crénico com losartan foi incapaz de reverter as alteracdes sobre
o diametro interno (Figura 33A) e externo (resultado ndo mostrado), sobre a area de
seccdao transversal (Figura 33B) ,bem como sobre espessura de parede (Figura 33C).
A relacao stress/strain em ambos o0s grupos néo foi modificada pelo tratamento com
losartan (Figura 33D). Por outro lado, no grupo HS o tratamento com losartan inibiu a

resposta miogénica antes observada no grupo HS sem tratamento (Figura 34).
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Figura 32. Comparacéo dos pardmetros estruturais de artérias mesentéricas de resisténcia (AMR, em
condi¢bes passivas, (0 Ca?*) de ratos NS-Los (N=8) e HS-Los (N=8). (A) Relagdo pressao/ diametro
interno, (B) area de secgéo transversal (AST), (C) espessura da parede arterial e (D) relagao stress-
strain. Os resultados estédo expressos como média + erro padrdo da média.
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Figura 34. Contracdo miogénica induzida pela elevacdo da pressdo intraluminal em artérias
mesentéricas de resisténcia (AMR) de ratos NS (N=10), HS (B, N=10), nédo tratados e tratados com
losartan (Los), (NS-Los, N=8; HS-Los, N=8). Os resultados estao expressos como média + erro padréo
da média dos valores percentuais da variagdo de diametro interno frente as elevagfes da pressao
intravascular sob condic¢des ativas (CaClz 2,5 mM).
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5 DISCUSSAO

A hipétese de que doencas vasculares podem ser programadas ainda no
ambiente intrauterino vem sendo confirmada ao longo dos anos (VIDONHO et al.,
2004; RAMOS-ALVES et al., 2012a; MENDES et al., 2018). Evidéncias experimentais
crescentes indicam que a exposicao a sobrecarga de sodio durante o periodo critico
de desenvolvimento como a gestacdo, € um fator de risco significativo para o
desenvolvimento de alteracbes cardiovasculares (MARUYAMA et al.,, 2015). Os
resultados apresentados neste estudo demonstraram que a prole de ratas
alimentadas durante a gestacdo e lactacdo com dieta rica em sodio (8% de NacCl),
apresentaram disfungéo vascular caracterizada por uma diminuicdo do relaxamento
dependente do endotélio tanto em leitos vasculares de condutancia (aorta) quanto nos
de resisténcia (AMR), acompanhada de aumento na vasoconstricdo induzida por
estimulacdo alfa adrenérgica, embora ndo tenham sido detectadas alteracées na

presséao arterial.

O efeito da sobrecarga de sédio materna sobre a presséao arterial da prole é
bastante controverso. Estudos como os de CONTRERAS et al. (2000) mostram
aumento da pressao arterial da prole de mées alimentadas com dieta rica em sédio,
ja os de CABRAL et al. (2012) a pressao desses animais mostrou-se inalterada.
Razdes para essas diferencas ndo sdo claras. No presente estudo, as pressdes
arteriais sistolica e diastélica da prole de ratas submetidas a sobrecarga de sédio
durante a gestacdo e aleitamento ndo foram diferentes das pressdes de animais

oriundos de ratas alimentadas com dieta normossédica.

Ainda é discutivel se a disfuncéo endotelial € uma consequéncia da hipertenséo
ou pode preceder o inicio da hipertensao arterial, como um defeito primario que pode
estar envolvido em sua patogénese (DHARMASHANKAR et al., 2010). No presente
estudo, e em um estudo anterior do nosso grupo (RAMOS-ALVES et al., 2012a) a
vasodilatacdo dependente do endotélio (um indicador da funcdo endotelial) esta
prejudicada nos animais HS, mesmo sem modificagdes da pressao arterial. Da mesma
forma, BHARANI et al. (2011) demonstraram que a vasodilatacdo mediada pelo fluxo
da artéria braquial foi prejudicada nos filhos normotensos de pais hipertensos em
comparacao com filhos de pais normotensos. Em conjunto, esses estudos sugerem

que a disfuncao endotelial pode preceder a hipertenséo arterial e pode ter um papel
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na patogénese dessa enfermidade. Os resultados aqui obtidos sé&o corroborados por
estudos prévios que mostram que a sobrecarga de sédio pode afetar a funcéo
vascular, independentemente das alteragcbes na pressao arterial (PIECHA et al., 2012,
DUPONT et al., 2013).

Estudos em animais e humanos revelaram que uma das caracteristicas
fundamentais do efeito deletério da sobrecarga de sédio sobre a funcéo endotelial é a
reducdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico (*NO), o que limita a dilatacao
dependente do endotélio (NI et al., 1999; BRAGULAT et al., 2001). Esse efeito esta
relacionado com niveis aumentados de espécies reativas de oxigénio (EROs), dentre
elas os anions superoéxido, gerados pelo metabolismo da NADPH oxidase, xantina
oxidase ou pelo desacoplamento da sintase de *NO endotelial (eNOS) (CAI et al.,
2000; LIAUDET et al., 2009; TOUYZ et al., 2011). E descrito, na literatura que fetos
ou neonatos oriundos de ratas submetidas a alta ingestdo de sédio apresentam niveis
elevados de sédio circulantes, o que pode aumentar os niveis de espécies reativas de
oxigénio (VIJANDE et al., 1996; MAO et al., 2007). Nesse sentido, investigou-se se 0
prejuizo do relaxamento dependente do endotélio e a hiper-reatividade a fenilefrina no

grupo HS estaria relacionada ao aumento de anions superoéxido.

A pré-incubacao com tempol, um mimético permeével da superoxido dismutase
(SOD), aumentou o relaxamento induzido pela acetilcolina na aorta e AMR de ratos
HS e reduziu a resposta contratil a fenilefrina na aorta desses animais, sem induzir
qualquer efeito detectavel nas artérias do grupo NS. Estes resultados indicam que o
prejuizo no relaxamento dependente do endotélio nas artérias do grupo HS
provavelmente ocorre em consequéncia da diminuigéo da biodisponibilidade do *NO,
desencadeada pelo aumento da geracdo de anions superoxido. Corroborando com
estes dados funcionais, em ambas as artérias (aorta e AMR) do grupo HS, observou-
se um aumento da geracdo de anions superoxido, avaliadas in situ através da
fluorescéncia emitida pela dihidroetidina (DHE). E sabido que o anion superoéxido pode
reagir com o *NO, o que resulta na formacao de peroxinitrito, uma espécie oxidante
altamente reativa. Além de reduzir a biodisponibilidade do *NO e seus efeitos
bioldgicos, o anion superoxido induz danos vasculares e pode ser protonado a radical
hidroxiperoxil, o qual desempenha um papel importante na peroxidacdo lipidica e
aterogénese (ABE & BERK, 1998). No presente estudo, ndo foram observadas
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alteracdes na expressao da eNOS em ambas artérias do grupo HS, o que reforca que
nesses animais parece nao ocorrer reducéo da sintese de *NO, mas sim um aumento

da sua degradacao, consequente da maior geragdo de anions superoéxido.

Sendo a via da NADPH oxidase uma das principais fontes de anions superéxido
na vasculatura (SAHOO et al., 2016), utilizou-se a apocinina (um inibidor da NADPH
oxidase) para investigar o papel desta via nas alteracdes vasculares observadas no
grupo HS. Na presenca deste inibidor, a resposta contratil a fenilefrina e o relaxamento
induzido pela acetilcolina na aorta e AMR do grupo HS foram modificados de forma
semelhante ao observado na presenca de tempol. Isso indica a NADPH oxidase como
principal fonte geradora de anions superoxido envolvida na disfuncédo endotelial do
grupo HS. No grupo NS, a apocinina ndo modificou a resposta a acetilcolina, nem a
fenilefrina, indicando que em condi¢cdes controle estes anions ndo parecem afetar
estas respostas, como previamente demonstrado (DE SA et al., 2017). Os dados
funcionais aqui descritos foram confirmados através da medida da fluorescéncia
emitida pelo DHE em cortes transversais de aorta e AMR. Em ambas as artérias do
grupo HS, a apocinina reduziu a fluorescéncia emitida pelo DHE ao nivel do grupo
controle (NS), indicando a participacdo da NADPH oxidase como fonte geradora de

anions superoéxido nas artérias do grupo HS.

Esta bem descrito na literatura que o estresse oxidativo também pode induzir a
atividade e/ ou expressao da isoforma induzivel da ciclooxigenase (COX-2) (FENG et
al., 1995; GARCIA-REDONDO et al., 2009). Além disso, alguns autores
demonstraram que produtos derivados da COX-2 (prostandides vasoconstritores)
também induzem a producdo de EROs, as quais, em conjunto, contribuem para a
reducdo da vasodilatacdo dependente do endotélio, além de aumentar as respostas
contrateis observadas em varios leitos vasculares (ADEAGBO et al., 2005; TANG et
al., 2007). O aumento da liberacéo de fatores contrateis derivados da COX também é
descrito em animais submetidos a sobrecarga de sédio (DOS SANTOS et al., 2006).
Assim, no presente estudo, as artérias foram tratadas com um inibidor da COX, a
indometacina, para investigar o envolvimento desta via nas alteragbes vasculares

observadas no grupo HS.

A indometacina foi capaz de melhorar o relaxamento induzido por acetilcolina

nas artérias do grupo HS, além de reduzir a hiper-reatividade a fenilefrina na aorta do
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grupo HS, indicando o envolvimento de produtos derivados da COX nas alteracbes
vasculares observadas neste grupo. No grupo NS, a indometacina ndo modificou a
resposta a acetilcolina ou a fenilefrina, indicando que ndo h4 modulacdo de fatores
derivados da COX nestas repostas em condi¢cées controle (XAVIER et al., 2008;
RAMOS-ALVES et al., 2012a,b). Os resultados obtidos em artérias pré-incubadas com
indometacina sdo corroborados pelos resultados dos experimentos de Western blot,
que demonstram que em ambas as artérias do grupo HS ha um aumento da expressao
da COX-2. Nessas artérias, a expressao da isoforma constitutiva da COX (COX-1) foi
semelhante em ambos 0s grupos, descartando a participacdo desta isoforma nas

alteracdes vasculares observadas nos animais HS.

Alguns estudos tém revelado um papel reciproco entre as EROs e o0s
prostandides derivados da COX-2 na parede vascular em algumas situacdes de dano
cardiovascular (HERNANZ et al., 2014). Dentre estas EROs, o peroxido de hidrogénio
(H202) aumenta expressao génica e proteica da COX-2 em células endoteliais ou em
células musculares lisas (LI et al., 2011; MARTIN et al., 2012). A geracdo aumentada
de EROs no endotélio estimula a expressao e a atividade da COX-2 e aumenta a
liberacédo de PGFzq, a qual induz contragéo e prejudica o relaxamento dependente do
endotélio através do receptor TP (WONG et al., 2013). Neste sentido, MARTINEZ-
REVELLES et al. (2013) demonstraram um circulo vicioso entre as EROs e os
prostandides derivados da COX-2 na parede arterial como um dos principais
mecanismos indutores de leséo endotelial. Tanto a NADPH oxidase quanto as EROs
de origem mitocondrial parecem contribuir para 0 aumento da expressao e da
atividade da COX-2. Além disso, derivados de COX-2 também aumentam a geracao
de EROs via NADPH oxidase (ALVAREZ et al., 2005; MARTINEZ-REVELLES et al.,
2013). Portanto, nas artérias do grupo HS, o aumento das EROs derivadas da NADPH
oxidase, juntamente com o aumento da liberagdo de produtos derivados da COX-2,
podem interagir para produzir nestes animais um prejuizo da funcéo endotelial, como

observado na aorta e AMR

A exposicao a sobrecarga de sodio no periodo de gestacao e lactacdo € capaz
de modular o sistema renina angiotensina da prole. Durante a vida intrauterina, o
sistema renina-angiotensina fetal é suprimido em decorréncia da sobrecarga de sddio
materna (LEANDRO et al., 2008). Porém, tem sido demonstrado que quando a prole

€ exposta a sobrecarga de sddio desde a concepcao até o desmame, a atividade da
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renina da prole adulta ndo responde a uma alta ingestéao de sal, ou seja, a alta ingestao
de sédio ndo suprime a secrecdo de renina, nem a producdo de angiotensina II.
Portanto, a sobrecarga perinatal de sodio leva a hiperatividade do sistema renina
angiotensina durante a idade adulta (DA SILVA et al., 2003). Além disso, o sistema
renina-angiotensina parece ser responsavel, pelo menos em parte, pelas alteracdes
funcionais renais, produzidas pela exposicdo perinatal a sobrecarga de sodio
(CABRAL et al., 2012). Um estudo realizado por DING et al. (2010) demonstrou que a
sobrecarga de sodio durante a gestacdo esta relacionada com a reducdo dos niveis
plasmaticos de angiotensina ll, tanto na mae, quanto no feto e niveis aumentados de
angiotensina Il no coracédo da prole, associados a um aumento da expressao proteica

e génica do receptor AT1 cardiaco (DING et al., 2010).

No estudo publicado por CABRAL et al. (2012), observou-se que a injdria renal
induzida pela exposicéo perinatal a sobrecarga de sodio foi prevenida pelo tratamento
com um inibidor da ECA, apesar dos niveis renais de angiotensina Il ndo terem sido
modificados. Além disso, LV et al. (2014) demostraram que uma dieta com alto teor
de sédio durante o periodo perinatal reprogramou 0 sistema renina angiotensina
através do aumento da expressao proteica dos receptores AT1 e ATz, responsaveis
pela resposta apoptética no miocardio na prole. Com base nesses resultados, no
presente estudo foi avaliada a possibilidade das alteracdes vasculares observadas
nos ratos HS terem a participacdo da angiotensina Il. Para este fim, as artérias foram
pré-tratadas com um inibidor da ECA (captopril) ou com um antagonista dos

receptores AT (losartan).

Os resultados obtidos indicam a participacdo da angiotensina Il como um
potencial mediador das alteragdes vasculares do grupo HS, uma vez que na aorta e
AMR desse grupo, tanto o captopril, como o losartan, foram capazes de melhorar o
relaxamento dependente do endotélio e de reduzir a vasoconstricdo induzida por
estimulacdo alfa-adrenérgica. Nas artérias do grupo HS, embora a resposta
vasoconstritora induzida pela angiotensina Il e a expresséo génica dos receptores AT1
terem sido semelhantes as observadas no grupo NS, a resposta contratil induzida pela
administracao de angiotensina | (um indicador da producao tecidual de angiotensina
II) foi significativamente potencializada nas artérias do grupo HS. Esses resultados
sugerem um aumento na formacdo vascular da angiotensina Il; resultado este

corroborado pelo aumento da atividade da ECA em ambas as artérias do grupo HS.
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Além disso, o tratamento crénico com o losartan foi capaz de reverter o prejuizo do
relaxamento induzido pela acetilcolina e a resposta contratil a fenilefrina. Esses dados
reafirmam, portanto, a participagdo da angiotensina Il como um potencial indutor das
alteracdes vasculares induzidas pela exposicdo da prole a sobrecarga de sédio

durante o desenvolvimento perinatal.

O papel da angiotensina Il na disfuncédo vascular, deve-se, pelo menos em
parte, a sua capacidade de se ligar ao receptor ATz, induzindo aumento da atividade
da NADPH oxidase, a geracdo de EROs e aumento da atividade e expressao da COX-
2 (TOUYZ et al., 1999; SHEN et al., 2006; DRUMMOND et al., 2011; ROSENBAUGH
et al., 2013). Em vérios tecidos, a angiotensina Il € um potente indutor de expressao
de COX-2 (HU et al., 2002; JAIMES et al., 2005; BELTRAN et al., 2009, WONG et al.,
2011). Nos glomérulos renais de ratos, este peptideo induziu um aumento de seis
vezes na expressao de COX-2; nas células mesangiais, a liberacdo de PGE:2 e PGIl2
aumentou 200% e 100% em resposta a angiotensina Il, respectivamente (JAIMES et
al.,, 2005). O aumento da expressdo de COX-2 também demonstrou em células
vasculares estimuladas por angiotensina Il, incluindo fibroblastos, musculo liso e
células endoteliais (HU et al., 2002; BELTRAN et al., 2009; WONG et al., 2011). Em
animais hipertensos, diabéticos ou na prole adulta de ratas diabéticas, os distUrbios
vasculares dependentes de COX-2 também foram atribuidos, pelo menos em parte, a
angiotensina Il (ALVAREZ et al., 2005; MATSUMOTO et al., 2010; ISHIDA et al., 2011,
DE QUEIROZ et al., 2017). Este efeito parece ser mediado pela ativacao do receptor
AT1, uma vez que foi inibido pelos antagonistas deste receptor, como o losartan.
(ALVAREZ et al., 2005; DE QUEIROZ et al., 2017). No presente estudo, o tratamento
cronico com losartan foi capaz de reverter a expressao aumentada de COX-2 na aorta
e AMR de animais HS, indicando o papel da angiotensina Il como um indutor da
expressao desta enzima na prole oriunda de ratas alimentadas com dieta rica em
sédio. Além disso, nos animais HS tratados com losartan (HS-Los), a indometacina foi
incapaz de alterar o relaxamento a acetilcolina ou a contracdo induzida pela
estimulacdo alfa adrenérgica. Esse resultado é indicativo de uma reducdo da
producdo de fatores vasoconstritores derivados da COX-2 apds o bloqueio dos
receptores AT1, o que reforca a hipotese de que o aumento de metabdlitos da COX-2

nos animais HS é dependente da angiotensina Il.
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Os prostanoides derivados da COX-2 sao capazes de ativar a NADPH oxidase,
aumentando assim a geracao de EROs; estas, por sua vez, diretamente, ou através
de NADPH oxidase, induzem aumento da atividade e/ou expressao da COX-2
(GARCIA-REDONDO et al., 2009; MARTINEZ-REVELLES etal., 2013) Estes eventos
levam a maior liberacdo de prostanoides vasoconstritores, como a PGE2, PGF2q € 0
TxAz2, induzindo maior contragdo do musculo liso vascular (ALVAREZ et al., 2005; DE
QUEIROZ et al., 2017). Além disso, a angiotensina Il em algumas situa¢des também
induz diminuicdo da expressdo da eNOS e da biodisponibilidade de *NO, a qual pode
ser ainda diminuida pela inativacdo por EROs. Este ciclo vicioso, por sua vez, induz
disfuncdo endotelial (MARTINEZ-REVELLES et al., 2013).

No presente estudo, a participagdo da angiotensina Il como um indutor da
producdo de EROs nas artérias do grupo HS foi confirmada pela diminuicdo da
fluorescéncia emitida pelo DHE em artérias pré tratadas com losartan. Além disso, no
grupo HS tratado com losartan (HS-Los), tanto o tempol, como a apocinina falharam
em induzir qualquer efeito detectavel no relaxamento a acetilcolina ou na contragéo a
fenilefrina. Estes resultados funcionais sdo indicadores da participacdo da
angiotensina Il como um indutor de estresse oxidativo nos animais HS. Portanto, os
achados do presente estudo indicam a participacao da angiotensina Il tecidual como
um mediador das alteracdes vasculares programadas pela exposi¢cdo a sobrecarga
de sédio durante o periodo perinatal. Os resultados ainda indicam que a participacao
da angiotensina Il neste processo envolve a geracdo de anions superoxido derivados

da NADPH oxidase e o aumento da expressao da COX-2.

A NADPH oxidase é a principal fonte de EROs na parede vascular em
condicdes fisioldgicas e patologicas (DRUMMOND et al., 2011; LASSEGUE et al.,
2012; MONTEZANO et al., 2014). Existem sete isoformas de NADPH oxidases em
mamiferos e todos eles tém uma subunidade catalitica chamada de NOX (NOX-1-5)
ou DUOX (DUOX-1-2 também chamado NOX-6-7) e até sete subunidades
reguladoras (KONIOR et al., 2014). Dessas isoformas, a NOX-1 e NOX-4 parecem ser
particularmente importantes nas células vasculares. E conhecido na literatura que a
angiotensina Il é capaz de estimular essas isoformas a formar EROs (AGUADO et al.,
2016). Desta forma, investigamos a expresséao proteica da NOX-4 e nao observamos
diferenca significativa na sua expressao nas artérias dos grupos estudados. Isso

mostra que a NOX-4 ndo parece ser a fonte geradora de EROs nessas artérias. Outra
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isoforma, como a NOX-1, pode ser responsavel pela maior formacdo de EROs em
artérias do grupo HS. Além disso, ndo se pode descartar a possibilidade de que a
angiotensina Il nas artérias do grupo HS apenas aumente a atividade das isoformas
da NADPH oxidase (SESHIAH et al., 2002), sem necessariamente afetar a sua

expressao proteica.

O fenbmeno do remodelamento vascular esta relacionado frequentemente com
varias doencas que afetam o sistema cardiovascular, contribuindo para o aumento da
resisténcia periférica em situacdes de risco cardiovascular (BAUMBACH et al., 1989).
Além de promover alteracBes importantes que contribuem para o aparecimento das
complica¢cBes cardiovasculares associadas a hipertensdo (SCHIFFRIN et al., 1997),
como a isquemia miocardica (BRUSH et al., 1988; HASDAI et al., 1997), o acidente
vascular cerebral (COLLINS et al., 1990) e a insuficiéncia renal crénica (KLAHR &
MORRISSEY et al., 2003).

O remodelamento vascular consiste em alteracdes do diametro luminal (para
fora ou para dentro), em alteracfes na area de seccao transversal da parede arterial
(hipertréfica, eutréfica ou hipotréfica), ou em alteracdes da matriz extracelular
(MULVANY et al., 1996). O remodelamento da parede arterial normalmente se da em
decorréncia de mudancas da pressao transmural, fluxo sanguineo ou da exposicao
dos constituintes celulares e/ou da matriz extracelular a determinados mediadores
quimicos (MULVANY et al.,, 1996). O remodelamento eutréfico corresponde a
reorganizagdo do contetdo da parede arterial, sem alteracdo da area de seccéo
transversal; o remodelamento hipertréfico ocorre quando ha aumento da area de
seccao transversal e o remodelamento hipotrofico quando esta area esta reduzida
(MULVANY et al., 1996).

Estudos publicados por ALVES-RODRIGUES et al. (2012) demostraram um
guadro de hipertrofia ventricular esquerda concéntrica na prole de ratos alimentados
com dieta rica em sodio. Na literatura existem até entdo, pouquissimas evidéncias
experimentais de que a sobrecarga de sédio materna pode estar associada a
alteracdes estruturais em artérias de resisténcia. Portanto, no presente estudo foram

realizados experimentos com artérias de resisténcia pressurizadas da circulagéo
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mesentérica de ratos HS, com o intuito de avaliar possiveis modificacdes na estrutura
e nas propriedades mecanicas. Os resultados destes experimentos demonstraram
que exposicao fetal a uma dieta rica em sédio durante a gestagéo e lactagéo foi capaz
de promover nas AMR um aumento do diametro interno e externo, da espessura de
parede e da area de seccdo transversal, sem apresentar alteracdes no stress de
parede, relacdo parede/limen ou da rigidez arterial. Em conjunto esses resultados
sugerem que a exposicdo materna a sobrecarga de sodio é capaz de promover nas
AMR da prole adulta um remodelamento do tipo hipertréfico para fora. Um estudo
publicado por PIECHA et al. (2012) ddo suporte aos nossos achados, tendo em vista
gue estes demostraram que a sobrecarga de sédio materna foi capaz de aumentar a
espessura da parede das artérias aorta, cardtida, mesentérica superior e
intrapulmonares da prole com 12 semanas de vida. E importante aqui mencionar que
este remodelamento vascular ocorre independe da elevacao da pressao arterial. Além
do mais, o fato deste remodelamento ocorrer com aumento do diametro interno (o que
reduziria a resisténcia vascular periférica), talvez ajude a explicar a auséncia de
hipertensdo nos animais do grupo HS. E possivel ainda hipotetizar que este
remodelamento se comporte como 0 mecanismo compensatorio aos mecanismos
deletérios que reduzem o relaxamento dependente do endotélio nas artérias do grupo
HS.

A angiotensina Il é capaz de estimular a geracdo de EROs, producdo de
citocinas inflamatérias e moléculas de adeséao através de fatores de transcricdo, como
o NF-kB e a AP-1 (TOUYZ et al., 2000). Ademais,demonstrou-se que, através da
ligacdo ao receptor ATi, a angiotensina promove remodelamento hipertrofico,
mediante a producéo de EROs via estimulacdo da NADPH oxidase. Através dessas
acOes, a angiotensina Il promove inflamacgéo e remodelamento vascular (TOUYZ et
al., 2005). Desta forma, o sistema renina angiotensina, via producdo de espécies
reativas de oxigénio, poderia ser o responsavel pelo desenvolvimento da hipertrofia
nas artérias de resisténcia da prole de maes alimentadas com dieta rica em soédio.
Entretanto, foi observado no presente estudo, que o tratamento crénico com o losartan
nao foi capaz de reverter o remodelamento hipertréfico nas AMR do grupo HS,
indicando que o remodelamento vascular nestes animais ocorre independente da
estimulacéo pela angiotensina Il. E possivel que algum outro fator, provavelmente
durante o periodo de desenvolvimento intrauterino, possa influenciar a formacéo da

parede vascular da prole em resposta a sobrecarga de sddio. Entretanto, outros



115

experimentos sdo necessarios para melhor elucidar o mecanismo envolvido nas
alteracdes estruturais em artérias de resisténcia da prole HS. E importante aqui
mencionar que o estudo de ALVES-RODRIGUES et al. (2013) também demonstrou
que a hipertrofia cardiaca presente na prole de maes submetidas a dieta rica em sédio
€ independente da angiotensina Il. Isso reforca os resultados aqui obtidos
demonstrando que a hipertrofia vascular observada nos animais HS ocorre

independentemente dos efeitos da angiotensina Il através do receptor ATi.

Outro fator vascular importante que foi avaliado neste trabalho foi a resposta
miogénica vascular. Esta se refere a capacidade intrinseca de pequenas artérias de
resisténcia de responder a uma gama de pressodes fisiolégicas com um nivel de
contracao, independente das influéncias neuro-hormonais (MARTINEZ-LEMUS et al.,
2005). No presente estudo, os animais HS apresentaram um aumento na resposta
miogénica e o tratamento crénico com o losartan foi capaz de reverter esta resposta
nas artérias do grupo HS. Isso indica um papel da angiotensina Il na indugéo do ténus

miogénico na prole de maes submetidas a dieta rica em sédio.

Ha evidéncias no sistema vascular, que o receptor AT1 € um mecanosensor. O
estiramento mecanico desse receptor ou a ligacdo da angiotensina Il é capaz de
aumentar a densidade de correntes de Ca?* via canais do tipo TRPM4 (canais que
permite o influxo de Ca?* liberado do reticulo sarcoplasmatico através dos receptores
IP3), 0 que favorece a constricdo miogénica arterial (HONG et al., 2016; PIRES et al.,
2017) . Portanto, a ativacdo do receptor AT1 dependente da pressao intraluminal ou
pela ligacdo da angiotensina Il pode contribuir para o aumento da resisténcia vascular
periférica e/ou o desenvolvimento de doencas vasculares em varias situacdes onde

este mecanismo esta aumentado (GRIFFIN et al., 1991), como € o caso da prole HS.

Apesar das evidencias aqui observadas de que o sistema renina-angiotensina
esta envolvido no desenvolvimento de alterages funcionais em artérias da prole de
ratas expostas a sobrecarga de sodio, faz-se necessario a realizacdo de mais estudos
gue esclarecam 0s mecanismos pelos quais essa sobrecarga induz remodelamento

vascular na prole.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo revelam que o consumo elevado de
sbédio durante a gestacdo e lactacdo é capaz de programar o desenvolvimento de
disfuncéo endotelial e remodelamento vascular na prole adulta, sem modificar os
niveis de presséao arterial. As alterag@es sobre a fungdo parecem ser decorrentes de
um aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e do perfil inflamatorio
vascular, com envolvimento do metabolismo da COX-2 e da NADPH-oxidase, tendo
como um potencial estimulador desses processos a angiotensina Il. As alteracdes
estruturais presentes nas artérias de resisténcia destes animais se caracterizam por
remodelamento hipertrofico para fora, o qual ocorre independentemente da acdo da

angiotensina Il.
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