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RESUMO

pY

A hipertensdo arterial é frequentemente associada a dislipidemias, obesidade e
diabetes, fatores que contribuem para o aumento da mortalidade por doencas
cardiovasculares (DCV), através da exacerbacdo de mecanismos que incluem o
sistema renina angiotensina (SRA) e o sistema nervoso simpatico. Considerando que
0 SRA, expresso em varios tecidos, esti envolvido na modulacdo do tecido adiposo
e no desenvolvimento da hipertenséo arterial, nds hipotetizamos que a inibicdo deste
sistema em fases precoces da vida, poderia impedir a reprogramacao fetal,
diminuindo a susceptibilidade as alteracbes cardiovasculares e metabdlicas.
Portanto, para testar esta hipétese, 72 ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
foram divididos aleatoriamente, no primeiro dia ap6s o desmame em: a) grupo
Controle - alimentados com dieta padrdo (14% de lipidios e 63% de carboidratos),
gue receberam salina v.o.; b) grupo C + E - alimentados com dieta padréo, tratados
com enalapril (20 mg/kg, v.0.), ¢) grupo DH - alimentados com uma dieta rica em
lipidios/baixa em carboidratos (58,4% de lipidios e 26,6% de carboidratos), que
receberam salina v.o; d) grupo DH + E - alimentados com a DH e tratados com
enalapril (20 mg/kg, v.0.);. Durante todo o tratamento, a ingestdo caldrica e a massa
corporal foram acompanhadas. Estes animais foram subdivididos para realizacéo de
diferentes protocolos experimentais: as 12 semanas de idade, foram mensurados a
pressdo arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC) nos animais ndo anestesiados, bem
como o0s testes bioquimicos rotineiros (glicemia, niveis de triglicérides e de
colesterol, toleréncia a glicose e a insulina). Os animais foram eutanasiados para
realizacdo dos protocolos utilizando preparacfes isoladas (artéria aorta), coracao
isolado. Ainda, foi analisado expressédo génica do peptideo atrial natriurético e do
peptideo natriurético cerebral, expressao proteica de cicloxigenases 1 e 2 e foram
determinados os niveis de acido graxos nao esterificados (NEFA) e leptina. Nossos
resultados mostraram que a DH, mesmo com baixo teor de carboidratos, €&
obesogénica causando intolerancia a glicose, resisténcia a insulina (RI) e piora do
qguadro de hipertensdo arterial e suas consequéncias. O tratamento precoce com
enalapril preveniu o desenvolvimento da obesidade e o aumento dos niveis de
leptina, atenuou a pressao arterial sistolica (em cerca de 40 mmHg) e a hipertrofia
cardiaca, que foi confirmada pela reducédo do peptideo atrial natriurético e peptideo

atrial cerebral. Ademais, melhorou a presséao sistolica do ventriculo esquerdo (PSVE)



e da dp/dT maxima em resposta a concentragées crescentes de Isoproterenol (1012
a 10 M), indicando uma melhora no desempenho cardiaco. Houve uma melhora no
quadro de disfuncao vascular, carateristica de SHRs. Tomados juntos, os resultados
deste estudo sugerem que a utilizacdo do enalapril desde a fase pré-hipertensiva,
em SHRs, € capaz de prevenir a programacao de grande parte dos efeitos deletérios
causados pela hipertenséo arterial, mesmo quando associada a obesidade.

Palavras-chave: Enalapril. Obesidade. Funcdo Cardiovascular. Hipertensao Arterial.

Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR).



ABSTRACT

Hypertension associated with dyslipidemia, obesity and diabetes are factors that
contribute to the increase of mortality due to cardiovascular diseases (CVD) through
the exacerbation of mechanisms that include the renin angiotensin system (RAS) and
the sympathetic nervous system. The RAS is expressed in various tissues and is
involved in the modulation of adipose tissue and the state of arterial hypertension, we
hypothesized the inhibition of the system in the early stages of life could prevent a
fetal reprogramming by reducing cardiac and metabolic alterations. Therefore, to test
this hypothesis, 72 spontaneously hypertensive rats (SHR) were randomly divided on
the first day after weaning in: a) Control group - fed with standard diet (14% lipids and
63% carbohydrates), which received v.o. saline; b) C + E group — fed with standard,
treated with enalapril (20 mg / kg, v.0.); ¢) DH group - fed with a diet rich in lipids / low
in carbohydrates (58.4% of lipids and 26.6% of carbohydrates), which received saline
v.0.; d) DH + E group - fed with DH and treated with enalapril (20 mg / kg, v.0.);
Throughout the treatment calorie and body mass were accompanied. At 12 weeks of
age, blood pressure (BP) and heart rate (HR) were measured in non-anesthetized
animals, as well as routine biochemical tests (blood glucose, triglyceride levels and
cholesterol, glucose tolerance, and insulin), as well as blood levels and triglyceride
levels and glucose and insulin tolerance. The animals were euthanized to perform the
protocols using isolated preparations (aortic artery) and isolated heart. Furthermore,
gene expression of the natriuretic atrial peptide and brain natriuretic peptide, protein
expression of cyclooxygenase 1 and 2 were also analyzed and the levels of non-
esterified fatty acids (NEFA) and leptina was mensured. Our results showed that HD,
even with low carbohydrate content, is obese due to glucose intolerance, insulin
resistance (IR) and worsening of hypertension and its consequences. Early treatment
with enalapril prevented the development of obesity and increased leptin levels,
attenuated systolic blood pressure (by about 40 mm Hg) and cardiac hypertrophy,
which was confirmed by the reduction of atrial natriuretic peptide and cerebral atrial
peptide. In addition, it improved left ventricular systolic pressure (PSVE) and maximal
dp / dT in response to increasing concentrations of Isoproterenol (1012 to 104 M),
indicating an improvement in cardiac performance. There was an improvement in
vascular dysfunction, characteristic of SHRs. Taken together, the results of this study

suggest that the use of enalapril from the prehypertensive phase in SHRs is able to



prevent the programming of most of the deleterious effects caused by arterial

hypertension, even when associated with obesity.

Keywords: Enalapril. Obesity. Cardiovascular Function. Arterial Hypertension.

Spontaneously Hypertensive Rats (SHR).
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1 INTRODUCAO

Nas dultimas décadas houve uma evolucdo significativa no numero de
individuos com hipertensao arterial (HA), obesidade e diabetes mellitus tipo 2 (DM
2). No Brasil, segundo o Ministério da Saude (2015), a HA atinge mais de 30 milhdes
de individuos e 50% da populagdo apresenta obesidade ou sobrepeso. A relacao
entre obesidade e HA é documentada em varios estudos (GARRISSON et al., 1987,
NGUYEN et al., 2008; KURUKULASURIYA et al., 2011; NGUYEN, LAU, 2012;
SLETTEN et al.,, 2018), mas apesar de suas etiologias serem extensamente
investigadas, o tratamento ainda € complexo, principalmente quando estas doencas
estdo associadas. A hipertensdo crénica € a maior causa de hipertrofia ventricular
esquerda que comumente progride para disfuncéo ventricular (LEVY et al.,1996). A
Sindrome Metabdlica (SM) é definida como um conjunto de alteragBes metabdlicas
gue irdo cursar com o surgimento de diversas patologias destacando-se hipertenséo
arterial, diabetes mellitus e obesidade. Tais patologias estdo associadas ao aumento
no risco de insuficiéncia cardiaca e disfuncdo diastélica (GROSMAN, 1991,
SCHILLACI et al., 2004). As anormalidades metabdlicas e a obesidade estdo
vinculadas ao aparecimento de DM 2 e doencas cardiovasculares (DCV) , que
incluem no seu quadro o aumento do estresse oxidativo, a ativacdo do sistema
nervoso simpatico (SNS), ativacao do sistema renina angiotensina (SRA) e aumento
das citocinas inflamatérias (NISHIMURA et al., 2009; ERTUNC, HOTAMISLIGIL,
2016). Neste contexto, o SRA exerce um importante papel na homeostase do
sistema cardiovascular e na patogénese de varias doencas. Classicamente foi
mostrado que a ativagdo do SRA, libera renina do aparelho justaglomerular renal
que age sobre o angiotensinogénio (globulina liberada pelo figado) e forma
angiotensina | (Ang 1), um decapeptideo que sofre a acdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) transformando-se em angiotensina Il (Ang Il, um octapeptideo),
o qual por varias vias elevar a pressao arterial (PEACH, 1977). Ainda, a Ang | assim
como a Ang Il, podem ser biotransformadas e originar peptideos menores, como a
Ang lll, Ang IV e a Ang-(1-7). Esses peptideos quando ativos contrabalangam os
efeitos da ANG Il por promover vasodilatacdo, reduzir a absorgéo de sodio no tubulo
proximal, apresentam atividade antiproliferativa, melhora na fung¢éo cardiaca, reduz
0 estresse oxidativo (LELIS et al., 2019).
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No sistema nervoso central (SNC), a Ang Il estimula a area rostro-ventrolateral
do bulbo (4rea pressora) (ANDREATTA et al.,, 1988), facilta a liberacdo de
noradrenalina (NA) das terminacdes nervosas simpaticas e desempenha uma
retroalimentacao positiva entre o0 SNS e o0 SRA (FAGARD et al., 1984). A Ang Il
aumenta a volemia através da estimulacdo da hipofise posterior que libera o
horménio antidiurético (ADH), o qual age no tubulo coletor distal via arginina
vasopressina (AVP), atuando no receptor V2 e estimulando a reabsorvendo agua.
Ademais, ao atuar no receptor V1 (presente nos vasos periféricos e no miocérdio)
promove vasoconstricdo (para revisdao VINOD et al.,, 2017). Foi observado ainda,
qgue a Ang Il estimula a liberacdo de aldosterona na zona glomerular renal e age
sobre o 6rgao subfornical, aumentando o apetite por sodio e agua (FERRARIO et al.,
1988). Nos tecidos periféricos, a Ang Il promove reducdo da sensibilidade dos
barorreceptores, o que diminui a eficacia no controle da variacao da pressao arterial
a cada ciclo cardiaco (OPARIL et al.,, 1988), além de induzir vasoconstricdo e
proliferacao endotelial (MACHADO et al., 2000).

Por outro lado, varios estudos mostram que a ativagdo da via da angiotensina
(1-7), através do receptor Mas, reduz os niveis pressoricos (SANTOS et al., 2003;
SANTOS, FERREIRA, 2007). O SRA é conhecido por alterar a atividade do SNS e
evidéncias experimentais apontam para seu papel nas alteracdes da morfologia
cardiovascular em humanos e em modelos animais de hipertensédo arterial (HA)
(SCHELLING e FISCHER, 1991; MULVANY, 1995), além de contribuir para o
surgimento de resisténcia a insulina (RI) , intolerancia a glicose e DM 2 (LEUNG,
2003; LAU et al., 2004).

O aumento dos niveis de renina, angiotensina e aldosterona circulantes, como
consequéncia do aumento da atividade do sistema renina angiotensina aldosterona
(SRAA), predispde a instalacédo do quadro de resisténcia a insulina (Rl), DM 2 e SM,
0 que explicaria como as ac¢bes anti-inflamatorias dos inibidores de enzima de
conversdo da angiotensina (IECA) e dos antagonistas dos receptores de Ang Il
beneficiam a prevencdo do DM 2, em individuos que usaram estes farmacos para
tratar a hipertenséo arterial (COOPER et al., 2007). Estas a¢Oes sao corroboradas
pelas evidéncias de que a Ang Il é pro-inflamatéria e que os antagonistas de
receptores de Ang Il tém ac¢des anti-inflamatorias (para revisdo DAS et al., 2016).

As evidéncias encontradas na literatura corroboram as hipoteses do

envolvimento do SRA nas doencas inflamatdrias crénicas como obesidade, uma vez
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que esta € um fator de risco importante para o desenvolvimento de disturbios
metabdlicos que incluem RI, hiperglicemia, DM 2 (MORRIS, 2008) e, quando
associada a HA aumenta o risco das DCV como a insuficiéncia cardiaca, doenca
arterial coronariana, doenca arterial periférica e acidente vascular cerebral . Nas
DCV associadas a obesidade, a Ang Il exerce seus efeitos no coracdo e vasos
através do receptor para angiotensina do tipo 1 (AT1 R) (SCHMIEDER et al., 2007)
que induz vasoconstriccdo, efeitos proé-inflamatoério, pré-oxidativo, proliferativo e
hipertrofico. A obesidade visceral pode levar a Rl pela producdo de citocinas pro-
inflamatorias, pelos adipdcitos, como TNF e IL-6, resisténcia a leptina e
adiponectina, o que contribui diretamente para a SM (KLOP et al., 2013). Quando a
obesidade é induzida por dieta hipercaldrica, ocorre ativacdo do tecido adiposo e do
SRA com elevacdo da expressdo de angiotensinogénio no tecido adiposo intra-
abdominal e dos niveis plasmaticos de Ang Il (BOUSTANY, 2004; DAS, et al., 2016),
0 que contribui para retencdo de sbédio e expansdo de volume, doenca renal

progressiva e elevacao da pressao arterial (EL-ATAT, et al., 2004).

A associacdo de HA e DM é acompanhada de uma elevacdo do estresse
oxidativo, que € maior do que quando da existéncia de apenas uma dessa doencas,
0 que sugere que os efeitos desta associacdo podem induzir efeitos pronunciados
no status do sistema redox e nas suas complica¢cdes (FRIEDMAN et al., 2003). O
estresse oxidativo é consequente ao aumento da producao das espécies reativas de
oxigénio (EROS) e reducdo da biodisponibilidade de o6xido nitrico (ON). Sua
presenca em varias doencas crbnicas € evidente (BRIONES, TOUYZ, 2010). Nos
vasos, EROS tem um papel fisiolégico no controle da funcdo endotelial e do ténus
vascular e, fisiopatolégico na inflamacéo, hipertrofia, apoptose, fibrose, angiogénese
e rarefacdo — fendbmenos importantes na remodelacédo vascular e disfungéo vascular
associada a HA (TOUYZ, BRIONES, 2011).

Fundamentado nas evidéncias de que os inibidores de enzima da conversao de
angiotensina (IECA) reduzem o desenvolvimento do DM2 em individuos com HA, é
razoavel supor que o uso destes inibidores, em fase precoce da vida, previne o
desenvolvimento de RI e doencas cardiacas em animais alimentados com dieta
hiperlipidica (DH) desde o desmame até a fase adulta. Portanto, o propdésito deste
estudo foi investigar se o uso de enalapril, antes da instalagdo do quadro de

hipertensdo e obesidade, impede ou atenua as disfuncbes metabdlicas e
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cardiovasculares, induzidas pela programacdo fetal, em ratos espontaneamente

hipertensos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

As doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT) como as cardiovasculares,
diabetes, cancer e doencas cronicas respiratérias constituem um grande problema
de saude e correspondem a 72% das causas de mortes (BRASIL, 2011). O relatério
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2012) que inclui 194 centros, mostra as
evidéncias do aumento dramatico das condicbes que levam as doencas
cardiovasculares (DCV) e outras doencas crénicas. As DCV e o diabetes constituem
a primeira causa de hospitalizacdo no sistema publico de salde do Brasil e estdo
relacionadas ao desenvolvimento de outras doencas cronicas e complicagbes
(BRASIL, 2011).

No Brasil, a HA atinge 36 milh8es da populacao de individuos adultos, ou seja,
32,5% da populacdo. Nesse contexto atinge mais de 60% da populacdo de idosos,
contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes por DCV (VII Diretriz
Brasileira de Hipertenséo Arterial, 2016). Em 2040, a estimativa € 328,4 milhdes de
homens e 313,3 milhdes de mulheres (International Diabetes Federation — IDF,
2015). A HA e a obesidade, como fatores de risco independentes ou associados
para o surgimento de DCV contribuem para os desfechos de morbimortalidade e
constituem um grave problema de saude publica.

Em 2015, no mundo, 107,7 milhGes de criancas e 603,7 milhdes de adultos
tinha obesidade. Embora, a prevaléncia de obesidade entre criangas seja menor do
que entre adultos, a taxa de aumento da obesidade infantil em muitos paises é maior
gue a taxa de aumento da obesidade em adultos. O indice de massa corporal (IMC)
elevado foi responsavel por 4 milh6es de mortes em todo o mundo, quase 40% das
guais ocorreram em pessoas que ndo eram obesas. Mais de dois tercos das mortes
relacionadas ao alto IMC foram consequentes as DCV (AFSHIN; FOROUZANFAR;
RESTIMA et al., 2017)

A obesidade € definida como uma doenga multifatorial, caracterizada por
excesso de massa adiposa, que ocorre através da hipertrofia e hiperplasia
adipocitaria que é influenciada por fatores genéticos e ambientais (SIRIWARDHANA
et al., 2013). Ela é um fator de risco independente para DCV como HA,
aterosclerose e doenca coronariana, sendo causada por um desbalanco entre a
ingestéo caldrica e 0 gasto energético, onde o excedente energético € estocado nos

adipécitos na forma de lipidios. Consta que na dieta ocidental 40% das calorias
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ingeridas sao lipidios, enquanto a recomendacéo varia entre 5 e 10%, portanto esse
excesso de consumo contribui para obesidade. A hipertrofia de adipocitos promove a
migracdo de macrofagos e a producdo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-6,
fator de necrose tumoral (TNF), 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), fator nuclear
kappa B (NFkB), proteina C reativa (PCR) e proteina de quimioatracdo de mondcitos
(MCP1) que interferem na via de sinalizacdo da insulina levando a resisténcia a
insulina (R1) (WEISBERG et al., 2003; GREENBERG & OBIN,2006).

O tecido adiposo além de funcionar como reserva energética, também atua
como tecido enddcrino produzindo varios horménios que em situacdes patoldgicas
promovem disfuncdo endotelial, sindrome metabdlica (SM), Rl e intolerancia a
glicose. Essas injurias sozinhas ou em conjunto podem interromper a homeostase
metabdlica (MITRA et al.,, 2009; NISHIMURA et al., 2009). Os tecidos adiposos
variam em sua funcéo e dependem do tipo e da localizacdo anatdbmica do depdsito.
O tecido adiposo subcutaneo, localizado sob a pele, é responsavel pela maioria do
tecido adiposo branco total, em humanos (THOMAS et al.,1998). O tecido adiposo
visceral, localizado na regido perirrenal, intestino (mesentérico e omental),
vasculatura (perivascular) e coracdo, normalmente representa um risco
cardiometabdlico maior quando da sua expansdo (DESPRES et al.,2006). O tecido
adiposo marrom localiza-se principalmente na regido supraclavicular e em pequenas
quantidades na regido perirrenal, vasculatura e coracdo, sendo responsavel pela
termogénese e preservando a homeostase em resposta a um estimulo térmico.

O adipdcito recebe a influéncia de diversos sinais, como a insulina, cortisol e
catecolaminas e secreta varias substancias que participam da regulacdo de
processos como aterogénese, sensibilidade a insulina e regulagdo do balango
energético. Algumas dessas substancias como a leptina, adiponectina, TNF entre
outras, apresentam papel fundamental na sensibilidade tecidual a insulina
(MOHAMED-ALI; PINKNEY; COPPACK. 1998), sendo amplamente reconhecido o
papel da Rl como elo entre a obesidade de distribuicdo central, intolerancia a
glicose, HA, dislipidemia, hiperuricemia e microalbuminudria (RIBEIRO FILHO et. al.,
2006). Além de suas acdes metabolicas classicas, a insulina também € anti-
inflamatéria, diminuindo a atividade de citocinas pré-inflamatérias, como TNF e IL-6,
além de reprimir o fator de transcricdo nuclear kappa B (NFkB) (DANDONA et al.,
2001).
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Na clinica, alguns fatores inflamatérios, apesar de inespecificos, como a
proteina C reativa (PCR) e a interleucina-6 (IL-6), tém demonstrado papel preditivo
de grande relevancia nas DCV (VIDAL et al., 2005). A proteina C reativa de alta
sensibilidade (PCR-AS) € um marcador de risco de utilidade clinica em pacientes
gue potencialmente podem desenvolver doenca aterosclerdtica, enquanto a IL-6 é
uma citocina que esta elevada no estresse, nha SM e na Rl (JUNQUEIRA et al.,
2009). A esteatose hepatica ndo alcodlica é consequente ao aumento na captacao
de acidos graxos e diminuigdo da B-oxidacdo mitocondrial desses &cidos graxos
captados. A reducao do sistema de B-oxidacdo mitocondrial aumenta o estoque de
lipidios no figado e estimula a inflamacéo por aumento na producéo de citocinas proé-
inflamatodrias, aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) e apoptose que
contribuem para a elevacgdo do risco de fibrose do tecido hepatico (MARCHESIN et
al., 2001). O figado tem um papel central na manutencdo da homeostase, suprindo
0S substratos energéticos para tecidos periféricos pelo ciclo de Cori e catabolismo
de glicogénio, logo é importante na detoxificacdo (KOHEN e NYSKA, 2002; RAVAL
et al., 2006).

Em geral, o individuo obeso apresenta elevacdo dos niveis séricos de
triglicérides e de colesterol associado a elevacéo da lipoproteina de baixa densidade
(LDL-c) e diminuicao do colesterol associado a lipoproteina de alta densidade (HDL-
c), que representam dislipidemias associadas ao risco de DCV (RIBEIRO FILHO et.
al., 2006). A obesidade associada a RI, microalbuminuria, HA e DM 2, constitui o
conjunto de anormalidades que formam o quadro conhecido por SM (REAVEN,
1988). A SM é caracterizada pela RI, que esta intimamente relacionada ao contetudo
de GLUT4 - uma proteina intracelular transportadora de glicose em tecidos
responsivos a insulina (GOVERS et al.,, 2014). Na obesidade ocorre reducédo da
expressao génica do GLUT4 (LEGUISANO, LEHNEN, MACHADO, OKAMOTO, et
al., 2012). A relagcéao entre Rl e SM foi sugerida como sendo um quadro de origem
inflamatoria (CHOI et al., 2007) e é a hipétese mais amplamente aceita para o seu
desenvolvimento. As citocinas inflamatorias produzidas pelo tecido adiposo como o
TNF, IL- 6 reduzem a expressdo génica de GLUT 4 (STEPHENS, LEE, PILCH,
1997; ROTTER, NAGAEV, SMITH, 2003) e por consequéncia reduzem os niveis de
captacdo da glicose pelo musculo, participando do processo de hiperinsulinemia
compensatoria (HOTAMISLIGIL et al., 1995).
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A obesidade esta associada ao aumento na producdo de EROs pelos tecidos
adiposos, bem como, pelo seu aumento nas mitocondrias, via cadeia transportadora
de elétrons (CHEN et al.,2003). O estresse oxidativo € um dos elos entre a
hiperlipidemia e a aterosclerose, sendo implicado em outras desordens metabdlicas
como no desenvolvimento da RI e nas complicacbes do DM 2 (GALINIER et al.,
2006). Porem, em condicdes fisiologicas os radicais livres sdo essenciais para o
crescimento celular, a expressédo génica, a defesa do organismo contra infeccdes e
controle das células endoteliais vasculares. Mas, em situacées onde h& producao
excessiva de EROs e as defesas antioxidantes tornam-se incapazes de neutralizar o
excesso de radicais livres, hd aumento do estresse oxidativo e danos celulares
(BOVERIS e CHANCE, 1973; KUNWAR e PRIYADARSINI, 2011).

O sistema de defesa antioxidante € composto por enzimas que degradam
EROs em diferentes compartimentos da célula, particularmente a superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), glutationa redutase
(GSH) e citocromo-c oxidase (aceptor final de elétrons da cadeia transportadora de
elétrons na mitocondria) (RUPEREZ et al., 2014). A SOD converte 0s anions
superoxido (O27) em peroxido de hidrogénio (H202) através do processo de
desmutacédo. Por acdo das enzimas CAT e GPx o H202 é convertido em agua. Para
conversao do H202em agua a GPx reduz a GSH em glutationa oxidada (GSSG). Por
acdo das enzimas antioxidantes o H202 é neutralizado no organismo, caso contrario
ele pode ser convertido em peréxido de hidrogénio (OH) pela reacdo de Fenton e
Harber-Weiss (citado por LIU, ZHU, BAKER et al., 2015).

Além da cadeia transportadora de elétrons, outras vias metabdlicas estdo
envolvidas no aumento da producdo de EROS, como a via enzimatica que tem
participacdo direta da NADPH oxidase e a xantina oxidase. A via metabdlica do
acido araquidénico € um produtor de ROS via COX-1 e COX-2. Ambas as enzimas
catalisam a producdo da prostaciclina PGH2 e podem formar EROS no segundo
estagio da producdo de prostandides (PEREZ-VISCAINO, COGOLLUDO e
MORENO, 2010). A NADPH oxidase também pode ser ativada por meio da
angiotensina Il (ANG 1) e TNF que contribuem diretamente para aumento do
estresse oxidativo e reducdo da biodisponibilidade do oOxido nitrico (ON) (XU,
THUNHORTS, YU, GUO et al., 2016).
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2.1 MODELOS DE HIPERTENSAO ARTERIAL E OBESIDADE

Na tentativa de estudar a HA humana varios modelos foram desenvolvidos,
dentre os quais a hipertensdo renovascular (modelo de Goldblat) hipertenséo
neurogénica (denervacdo dos barorreceptores sinoadrticos), hipertensao
dependente de mineralocorticéides (ou modelo DOCA-sal, que consta da associacao
de injecbes de desoxicorticosterona e cloreto de sbédio na agua de beber),
hipertensédo por estenose da aorta, hipertensdo por inibicdo crénica do 6xido nitrico
e 0 modelo de hipertensdo de origem genética (LERMAN, KURTZ, TOUYS,
ELLYSON, et al., 2019).

O primeiro modelo de hipertensdo genética foi o0 GH, originado de uma cepa de
ratos Nova Zelandia (FAZAN; SILVA e SALGADO, 2001). Em seguida, o rato
espontaneamente hipertenso (SHR) foi obtido originalmente do cruzamento ‘inbred’
de seus controles normotensos Wistar-Kyoto com ratos Wistar ‘inbred’ (OKAMOTO e
AOKI, 1963). A pressao arterial dessa linhagem apresenta valores normais até a
quarta semana de idade e a partir dai a pressao aumenta de forma importante até a
122 semana, com aumento de modo gradual até a 202 semana de idade, atingindo
entre 180 e 200 mmHg de presséo sistdlica. Enquanto, a pressado sistélica da
linhagem WKY sofre um aumento até a 102 semana, estabilizando em 126 mm de
Hg. O modelo SHR, é o que mais representa a HA humana, porém, além da
hipertensdo que é associada ao cromossomo 4 nas linhagens inbred e congénicas,
€ também causada em parte pela deficiéncia renal de CD36 (AITMAN et al., 1999;
PRAVENEC et al., 2008) e hipertrofia ventricular esquerda ( FERRANNINI et al.,
1987; De FRONZO, 1988).

A semelhanca com a HA humana € o motivo pelo qual continua sendo um dos
modelos mais usados na investigagdo dos mecanismos implicados no
desenvolvimento e manutencédo da HA. Nos estagios precoces da HA desenvolvida
pelo SHR, o débito cardiaco (DC) esta aumentado e a resisténcia periférica total
(RPT) normal, mas com a evolugdo do quadro o DC retorna ao normal e a RPT
aumenta. Com a progressao da hipertensdo, o SHR paulatinamente desenvolve
alteracdes na estrutura cardiaca que culmina em hipertrofia do ventriculo esquerdo,
0 que ocorre entre 6-24 meses de idade (ENGELMANN; VITULLO e GERRITY,
1987) e, fibrose cardiaca. Nos estagios finais, a fungdo cardiaca comeca a ser

comprometida e o DC é reduzido, em funcdo do desenvolvimento de uma
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insuficiéncia cardiaca congestiva (FROLICH, 1977 apud FAZAN et al., 2001). A
frequéncia cardiaca (FC) desses animais € mais elevada que os seus controles WKY
desde a terceira semana de idade, apresentando uma correlacdo positiva com 0s
niveis de pressdo até a sexta semana de vida (para revisdo DORNAS & SILVA,
2011).

Ademais, o modelo SHR apresenta disfuncédo endotelial e Rl que podem
contribuir para a hipertensdo por causar desequilibrio na regulacdo dos fatores
vasodilatadores (como ON) e vasoconstrictores (como endotelina-1) do endotélio.
Logo, é observado aumento do estresse oxidativo, reducdo da biodisponibilidade de
ON e niveis plasmaticos elevados do peptideo atrial natriurético (PAN) (ROMERO et
al.,2013). O PAN e o peptideo cerebral natriurético (BNP) sdo secretados do tecido
cardiaco, especificamente do atrio e ventriculo. O primeiro atua tanto de forma
enddcrina quanto paracrina, promovendo reducdo da pressao arterial e diminuicao
da hipertrofia cardiaca, enquanto o segundo atua em nivel dos ventriculos, onde
induz a diminuicdo da fibrose ventricular (POTTER, YODER, FLORA, et al., 2009).
Contudo, em situacdes patologicas, o ANP e o BNP podem atuar como marcadores
para hipertrofia cardiaca (PATEL, VELKOSKA, GAYED, et al., 2018).

As quatro semanas de idade foi observado ainda, alteragdes estruturais nas
artérias de resisténcia com maior espessura na camada meédia (RIZZONI;
CASTELLANO; PORTERI; BETTONI et al.,, 1994). Também foi visto que esses
animais apresentam aumento da sensibilidade a noradrenalina (NA) antes mesmo
do aparecimento da HA (MULVANI & NYBORG, 1980). Logo, por suas
caracteristicas, este modelo é aparentemente o mais proximo da hipertensao

essencial humana, embora sejam reconhecidas suas limitacoes.

No caso da obesidade, os modelos animais permitem entender os mecanismos
gue permeiam os Varios parametros biolégicos envolvidos no seu risco, embora seja
reconhecido que a obesidade resulta do maior consumo de energia do que do gasto
energético. E necessario modelos animais relevantes sobre o impacto das
modificacdes dietéticas nos diferentes periodos de idade, particularmente durante a
gestacdo, lactacdo e periodos perinatais de vida, que podem esclarecer a melhor

estratégia para reducédo do risco de obesidade e suas complicacdes.
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Existem diferentes modelos de animais, geralmente roedores, que
desenvolvem a obesidade a partir de mutagcdes genéticas. Os modelos genéticos de
obesidade como os ratos ob/ob, obeso Zucker e obeso espontaneamente
hipertenso, sao utilizados em estudos sobre o sistema cardiovascular (CONTI et al.,
2004; ARTINANO & CASTRO, 2009). Entretanto, como o modelo deve ser o mais
préximo possivel da génese da obesidade em humanos, a ingestdo de alimentos
palataveis e com alto valor energético parece ser o mais apropriado. Essas dietas
podem alterar o metabolismo de glicose, causar hiperinsulinemia e Rl (HU et al.,
1999, VELOSO, 2015).

2.2 DISFUNCAO ENDOTELIAL

O endotélio desempenha um papel fundamental na regulacdo do fluxo
sanguineo e do tdnus vascular, através da liberacdo de substancias vasodilatadoras
e vasoconstritoras. A sua ampla distribuicéo e localizagao na interface sangue/tecido
favorece o desempenho de diversas funcdes relacionadas a homeostase vascular
(FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). Dentre as substancias vasoconstritoras
liberadas pelo endotélio destaca-se os derivados do &cido araquidénico (BATLOUNI
et al., 2001), anion superéxido (VANHOUTTE, 1988), a endotelina-1 (YANAGISAWA
et al., 1988), a angiotensina Il (VELTMARET et al., 1991) e o fator de ativacdo

plaquetaria.

O endotélio relaxa a musculatura lisa vascular através do ON (FURCHGOTT,
1983; HUTCHINSON et al., 1987; PALMER et al., 1987), da prostaciclina (PGl2)
(MONCADA et al., 1976) e do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)
(FELETOU & VANHOUTTE, 1988). O ON é um géas que se difunde através das
membranas celulares e tem um efeito vasodilatador potente, sendo considerado um
importante fator na regulacdo do tonus vascular (MONCADA et al., 1988). O ON é
produzido a partir da L-arginina através da enzima o6xido nitrico sintase (NOS)
(PALMER et al., 1988), a qual e possui pelo menos trés isoformas, duas das quais
sao expressas de forma constitutiva nas células (cNOS) enquanto a outra isoforma &
induzida nos processos inflamatérios e conhecida como INOS. A NOS endotelial
(eNOS) e a NOS neuronal (NNOS) séao constitutivas. A cNOS difere da iNOS, pela
primeira ser dependente do complexo calcio-calmodulina (MARLETTA, 1993). A

eNOS foi encontrada nas células endoteliais (MONCADA et al., 1988) e plaquetas



32

(RAMDOMSKI et al., 1993), enquanto a iINOS é expressa em macroéfagos, células
endoteliais, células musculares lisas e neutrofilos durante o processo inflamatorio,
ademais a iINOS é capaz de produzir ON e Oz ou ambos, dependendo das
concentracbes de L-arginina, podendo atuar como principal fonte de EROS no
sistema cardiovascular em ratos espontaneamente hipertensos (ANDREW e
MAYER, 1999).

O complexo célcio — calmodulina induz aumento da cNOS com formacao de
ON que se difunde para as celulares musculares lisas vasculares (CMLV) e ativa a
enzima guanilato ciclase soluvel, a qual possui um grupo heme que se associa ao
ON, modificando a sua estrutura conformacional e ativando seu centro catalitico,
convertendo o 5-trifosfato de guanosina (GTP) em 3’5-monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc) (BREDT & SNYDER,1990). Nas células musculares lisas, o
GMPc ativa a proteina quinase dependente de GMPc, denominada PKG, que
fosforila varias proteinas para reduzir a concentracdo de célcio intracelular livre e a
sensibilidade da maquina contratil ao calcio, induzindo assim o vasorrelaxamento
(RAPOPORT e MURAD, 1993; RAPOPORT; DRAZNIN; MURAD, 1993). Neste
contexto a PKG ativa 0s canais para potassio, dependentes de calcio, induzindo
hiperpolarizacdo da membrana celular e inibicdo do influxo de calcio, através dos
canais para calcio voltagem- dependentes. A PKG ainda pode atuar nas proteinas
calcio-ATPases da membrana plasmatica e do reticulo sarcoplasmatico (SERCA)
promovendo o efluxo de célcio, enquanto na membrana do reticulo desencadeia a
recaptacdo do calcio para seu interior. Ademais, a PKG fosforila o trifosfato inositol
(IP3) na membrana do reticulo sarcoplasmético e desencadeia a saida para o
citoplasma, o que reduz a sua atividade. Nas proteinas contrateis, a PKG fosforila a
proteina miosina quinase de cadeia leve (MLCK) reduzindo sua atividade
(RAPOPORT e MURAD, 1993; RAPOPORT; DRAZNIN; MURAD, 1993).

Além de possuir a fungdo relaxante sobre a musculatura lisa vascular, o ON
também atua inibindo a proliferacdo celular, agregacdo plaquetéaria e adesdo de
leucocitos na parede vascular. A capacidade de homeostase endotelial é
comprometida no processo fibrinolitico, pois a producdo e liberacdo de ON esta
reduzida (VIARO et al., 2000). O mecanismo mais aceito para explicar a disfungao
endotelial presente na HA é a redugcdo da biodisponibilidade de ON em
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consequéncia ao aumento do seu metabolismo pelo-O2 e pelo aumento da acéo de
prostandides vasoconstritores (DOHI et al., 1996 KERR et al., 1998).

A disfuncdo endotelial em humanos foi caracterizada pela primeira vez por
Ludmer e colaboradores (1986) através da demonstracédo de que artérias coronarias
com aterosclerose se contraem em resposta a acetilcolina, enquanto as normais
dilatam. ApOs essa observacdo, varios estudos demonstraram que em situacdes
fisiologicas, o endotélio mantém o tbnus vasomotor reduzido, inibe a proliferacéo de
células musculares lisas, inibe a agregacdo plaquetaria e previne a adesédo de
leucdcitos. A disfuncdo endotelial pode ser avaliada através da mensuracdo da
vasodilatacdo dependente do endotélio, em resposta a agonistas que induzem a
liberacdo de ON ou ainda através da medida da capacidade de modulacdo do ON
sobre a resposta contratil induzida por agentes vasoconstritores, como agonistas a-
adrenérgicos (HSUEH; LYON e QUINONES, 2004), como a fenilefrina.

A disfuncdo endotelial estd presente em diversas doencas metabdlicas e/ou
cardiovasculares, como obesidade, intolerancia a glicose, DM, HA e dislipidemias.
Em todas essas condicfes, foi verificado que ocorre Rl e uma menor resposta a
agentes vasodilatadores dependentes de endotélio (HSUEH; LYON e QUINONES,
2004). O endotélio e outros componentes da parede vascular sdo capazes de
produzir EROs, como os Oz que possuem uma grande capacidade de reagir com o
ON, formando o radical peroxinitrito (ONOQO") que estad envolvido com o estresse
oxidativo e inumeros processos de lesdo celular, como alteracbes nos &acidos
nucleicos, lipidios e proteinas (POTENZA et al.,2009).

A obesidade é um dos fatores que contribuem diretamente para a disfuncao
endotelial, uma vez, que a hipertrofia dos adipdcitos induz inflamagéo sistémica, pela
liberacdo de adipocitocinas proé-inflamatérias como fator de necrose tumoral (TNF),
leptina e IL-6. Esse processo inflamatorio sistémico € mediado pelo NF-kB, cuja
ativacdo promove aumento na producao de EROs e reducdo da producdo de ON
nas células endoteliais devido a Rl (KOBAYASI et al., 2010).

O sistema heme-oxigenase € um dos mecanismos de defesa do organismo
contra 0 estresse oxidativo e é formado por duas isoformas heme-oxigenase 1
(heme-ox1) e a heme-oxigenase 2 (heme-ox2). Em ratos hipertensos, a heme-ox1

apresenta importante papel na reducdo da hipertrofia miocéardica, no estresse
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oxidativo e no processo inflamatério sistémico (CAO et al.,2011). Em ratos Zucker
obesos e diabéticos, tratados com cobalto de protoporfirina (CoPP), que estimula o
sistema heme-oxigenase, observou-se um aumento da heme-ox1, levou a melhora
na sensibilidade a insulina e no remodelamento do tecido adiposo, principalmente
pelo aumento nos niveis séricos de adiponectina e MAP quinase (NICOLAI et al.,
2009).

A NADPH oxidase € a principal fonte de EROs dentro do sistema vascular,
embora outras fontes possam contribuir para a disfuncdo endotelial. A NADPH
oxidase possui sete isoformas, porém apenas as isoformas NOX 1, NOX 2, NOX 4 e
NOX 5 estdo presentes nos vasos sanguineos. Varios mecanismos estdo
relacionados ao aumento da ativacdo da NADPH oxidase endotelial como a ANG I,
ET-1, citocinas, insulina, hiperglicemia, produtos da glicacdo avancada, dentre
outros (RAY e SHAH, 2005).

2.3 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

O SRA é descrito como um sistema hormonal presente na corrente sanguinea
e em varios 6rgaos, cujos componentes mantém a estabilidade hemodinamica. A
despeito de inicialmente acreditar-se que agia apenas no rim (KIMBROUGH et al.,
1977), varios estudos mostram que todos componentes do SRA podem ser
sintetizados pelo tecido cardiaco (CAMPBELL, 1987; LINDPAINTER et al., 1990;
SCHUNKERT et al., 1990). A sintese de enzimas como a renina estd aumentada no
coracdo em condi¢des patologicas como no infarto do miocardio (CLAUSMEYER et
al., 1998).

O SRA é um sistema complexo que apresenta cascatas enzimaticas,
receptores e peptideos que estdo diretamente envolvidos na patogénese de varias
doengcas como HA, aterosclerose, nefropatia e disfuncdo renal (BREWSTER,
PERAZELLA, SETARO, 2003). A elevacdo crbénica da Ang Il estd envolvida no
remodelamento ventricular (WEBER et al., 1995), na deterioracao da funcao sistélica
e diastdlica (MCELMURRAY et al.,1999). A descoberta de outras enzimas no
coragao, tais como as quimases que convertem a Ang | diretamente em Ang II,
representa uma via alternativa a da enzima de conversdo da angiotensina (ECA)
presente neste orgdao (CAREY & SIRAGY, 2003). Para exercer sua atividade

biolégica, a ANG Il liga-se, preferencialmente, ao receptor AT1 ocorrendo


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0002962915342506#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0002962915342506#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0002962915342506#!

35

vasoconstricdo, mas quando se acopla ao receptor AT2 promove vasodilatacdo
(SCHINZARI, TESAURO, ROVELLA, et al., 2011).

A ativagéo do SRA provoca vasoconstricdo sistémica e estimulagéo do sistema
nervoso simpético (SNS), logo quando ocorre cronicamente leva a hipertrofia
cardiaca (WANG, SETO, GOLLEDGE, 2014). Os receptores AT2, na maioria das
vezes produzem efeitos contrarios aos efeitos causados pela ligagcdo da Ang Il em
receptores AT1, embora sejam abundantes na vida fetal, sdo encontrados na idade
adulta em vérios tecidos, incluindo glandulas adrenais, coragéo, aorta, rins, ovarios,
Gtero e cérebro. Ainda ha outros peptideos da angiotensina que sao biologicamente
ativos, como a ANG lll, angiotensina-(1-7) e ANG IV (SANTOS et al., 2000).

A figura 1, mostra as vias envolvidas na geracao de peptideos ativos Ang-(1—
9), Ang II, Ang-(1-7), seus respectivos derivados Alal-Ang Il e alamandine [Alal-
Ang-(1-7)] (para revisdo FERRARIO & MULLICK, 2017). A expresséo da Ang-(1-12)
estd aumentada no coracdo de SHR (JESSUP et al., 2008), o ventriculo esquerdo
de ratos expressam o gene humano angiotensinogénio (FERRARIO et al., 2016). A
Ang-(1-12) é relatada como fonte para acdes da Ang Il na modulacdo do
barorreflexo (ARNOLD et al., 2010), no efluxo simpatico central (ARAKAWA et al.,
2013), e no aumento da contratilidade cardiaca através de propriedades
eletrofisiol6gicas dos midcitos (GIODA, ROMAM-CAMPOS, CARNEIRO-JUNIOR, et
al., 2009). A formacao da Ang Il através da Ang-(1-12) representa uma via nao
dependente de renina (TRASK et al.,, 2008). A afinidade da Ang-(1-12) para
guimase é muito maior que para ECA (AHMAD et al., 2016). Outra via enzimatica
constituida pela enzima de conversdo de angiotensina 2 (ECA 2), € insensivel ao
blogueio por inibidores da enzima de conversdo da angiotensina (IECA)
(DONOGHUE et al., 2000) A ECA 2 hidrolisa Ang | em (Ang (1-9) e Ang Il em (Ang
1-7) (OCARANZA et al., 2014). A ECA 2 tem um papel primordial na regulacdo da
formacdo de peptideos cardiorrenal protetores Ang-(1-9) e Ang-(1-7),
possivelmente por reduzir a concentracdo de Ang | e Ang Il, o que pode ser
essencial na DCV (FERRARIO, 2006). Foi mostrado ainda, que a ECA 2
desempenha um papel protetor na fibrogénese e na inflamacéo de varios 6rgaos,
incluindo pulméo e figado (LI et al., 2008; OSTERREICHER et al., 2009).

O papel da ECA 2 no figado € de grande interesse clinico, uma vez que sua
ativacdo esta relacionada a efeitos hepatoprotetores, reducdo do estresse oxidativo

e da esteatose hepatica. Tais evidéncias sugerem que o SRA também participa na
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regulacdo da inflamacao hepatica, na remodelagem do tecido e fibrose apos lesédo
do figado (CAO et al., 2019). Na fibrose hepatica, 0 SRA esta envolvido na ativacao
de células estreladas hepéticas e na expressdo do fator de crescimento betal
(ABBAS, SILVEIRA, LINDOR, 2011).

A ligacdo da Ang (1-9) ao receptor AT2 em animais hipertensos € capaz de
promover diminuicdo da pressdo sanguinea, reverter 0 remodelamento
cardiovascular, reduzir os niveis de ECA, os niveis de Ang Il e diminuir o estresse
oxidativo cardiovascular (OCARANZA, 2014). Apoés ativagdo dos receptores AT2,
pode ocorrer ativacdo de trés vias de sinalizacdo: 1) ativacdo da serina/treonina
fosfatase, com inibicdo da via da ERK %2 e reducdo do estresse oxidativo pela
inibicdo da NADPH oxidase; 2) ativacdo da fosfolipase A2 e producdo de acido
araquidénico que promove hiperpolarizagdo celular, cursando com reducdo da
ativacdo do SNS; 3) ativacdo dos receptores para bradicinina que promove
fosforilacdo da eNOS pela PKA, induzindo assim o aumento da producdo de ON,
que por sua vez estimula a guanilato ciclase e eleva a producdo de GMPc, o que
induz o vasorrelaxamento (ABADIR, CAREY & SIRAGY, 2003), (Figura 2).

A ativacdo do SRA é descrita como um mediador importante na HA associada
a obesidade (CABANDUGAMA et al., 2017). Considerando-se que a elevacao da
PA, ndo é apenas devido a estimulacdo do SNS e compresséo tubular renal, mas
também a disfuncdo do tecido adiposo (SCHUTTEN et al., 2018) Em SHR, a
hiperatividade tanto do SNS quanto do SRA desempenha papéis cruciais no
desenvolvimento e manutencdo da HA. O SRA estd super expresso quando
associado com obesidade e suas comorbidades, podendo ser um alvo estratégico
no tratamento farmacologico desta patologia (LUTHER et al., 2011). O aumento da
expresséo de Ang Il no tecido adiposo e a atividade elevada do SRA séo evidéncias

gue corroboram a implicagéo desse sistema na Rl e DM2 (DAVIDSON et al., 2011).
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Figura 1: Sistema Renina -Angiotensina. Vias envolvidas na geracdo de peptideos bio-
ativos ang-(1-9), ang ii, ang-(1-7), seus respectivos derivados alal-ang ii e alamandine
[alal-ang-(1-7)] adaptado de ferrario & mullick, 2017.
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Figura 2: Principais vias de sinalizacdo do receptor para angiotensina 2 (AT2R). A ativacédo do
AT2R conduz a 1) ativacédo de fosfatases de serina/treonina); 2) ativagao da fosfolipase A2; 3)
e ativacdo da via bradicinina/NO/GMPc o que culminaria com a reducdo do estresse oxidativo,
apoptose celular, hiperpolarizagéo celular e vasodilatacdo. Adaptado Faria-Costa et al.., 2014.
Ang lI- angiotensina 2, ATz2R- receptor de angiotensina 2, B2R- receptor de bradicinina, PLA2-
fosfolipase Az, AA- acido araquiddnico, PKA- proteina quinase A, NO- 6xido nitrico, SGC-
guanilato ciclase, PP2- proteina fosfatase 2, SHP1- tirosina fosfatase 1 e MKP1- MAP quinase
fosfatase. Componentes da figura retirados do website:
http://www.servier.co.uk/medical-art-gallery/
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A associacao entre hiperglicemia e Rl conduz a ativacdo do SRA que promove
a conversdo da ANG | em ANG Il por acdo da ECA. Uma vez produzida, a ANG Il se
liga aos receptores AT1 presentes na membrana celular e contribui de forma direta
para o surgimento da HA (MAHMOOD, ABED e MERKHAN, 2013).

No coracdo, a ANG Il promove maior consumo miocardico de oxigénio, que
pode estar associada a angina do peito. Ela estimula localmente endotelina e NA,
gue sdo potentes vasoconstritores e podem provocar a ruptura da placa de ateroma
e a ativacdo da agregacdo plaquetaria com risco de desenvolvimento de trombos
(RIDKER, GABOURY,1993). Ademais, esta envolvida no processo de
remodelamento e ao atuar nos receptores AT1, estimula o crescimento celular e o
acumulo de coldgeno tecidual (PFEFFER, BRAUNWALD, 1990). Ainda, o
mecanismo mais importante para geracdo de EROs no coracao € através da NOX
gue gera superoxidos e peroxido de hidrogénio (H202) como produto de EROs
(Figura 3).

NADPH

Poro
mitocondrial de
PPT

Figura 3: Papel do sistema renina angiotensina na geracdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) no coracdo. 1 representa a primeira fase de geracao de ROS e
2 representa a segunda fase de geracdo de ROS. PI3K= trifosfato de fosfatidil
inositol ; Sirt 3 = Sirtuina 3, PTP = permeabilidade do poro de transicdo, SOD=
superoxido desmutase 2, src- proteina quinase Src, H202= peroxido de hidrogénio,
02° = anion superédxido, PKC= proteina quinase C, ROS= espécies reativas de
oxigénio. Adaptado de Ramaligan et al., 2017.
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O SRA juntamente com o estresse oxidativo promove a expressao de citocinas,
NFkB e proteina de adesao celular vascular-1 (VCAM-1) que estéo relacionadas ao
processo inflamatorio e remodelamento cardiovascular. Ao ativar a subunidade p47
da NAPH oxidase hd um aumento dos radicais livres em nivel intra e extracelular,
bem como a ativacdo de varias cascatas mediadas por proteina quinase C (PKC),
Janus quinase 2 (JAK2), fosfatidil 3 inositol quinase (PI3K), FAK e fosfolipase C
(PLC), que promovem translocagédo da subunidade p65 da NFkB e ativagado da AP1
com aumento na producao de citocinas pro-inflamatérias (RENNA, LEMBO, DIEZ e
MIATELLO, 2013).

A ativacdo do SRA também estd relacionada ao aumento na producdo de
EROs que promovem reducdo do relaxamento dependente do endotélio observado
na HA, bem como alteracbes na resposta contratii e remodelamento vascular
(KANE; ETIENNE-SELLOUM; MADEIRA et al., 2010). A ANG Il aumenta a producao
de anion superoxido (O2) pela ativagcdo da NADPH oxidase, principal fonte de EROs.
A ligacdo da ANG Il ao seu receptor leva também ao aumento da expressdo da COX
2 e producdo de prostanodides derivados da COX, como tromboxano A2 e
prostaciclinas em diferentes células vasculares (ALVAREZ; PEREZ-GIREN;
HERNANZ; BRIONES et al., 2007).

Em camundongos C57BL6, tratados com ANG II, foi demonstrado que a
disfuncéo vascular e a HA estariam relacionadas com o aumento da producdo de
EROs e de prostanoides derivados da COX (MARTIINEZ-REVELLES, 2013).

2.4 INIBIDORES DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA

Os IECA inibem a enzima que converte a ANG | em Il (substancia
vasoconstritora), mas ndo bloqueiam toda a producdo de ANG Il. Além da via
classica, 40% da ANG Il é produzida por uma via alternativa, chamado “fen6meno
de escape”. Desde a introducéo dos IECA, captopril, linisopril, ramipril e enalapril, foi
mostrado que estes farmacos ndo atuam apenas na reducdo da pressao arterial,
mas sdo capazes de reduzir a progressdo de doencas renais, cardiacas e/ou
vasculares. No entanto, nos ultimos anos, o SRA ganhou mais atencdo dos
pesquisadores para o seu papel em varios aspectos da (PERKINS e DAVIS, 2008;
FRANTZ et al.,, 2013), mostrando-se que o uso de IECA é capaz de aumentar a

sensibilidade a insulina. Isto contribui para hipotese de uma interagdo entre a
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insulina e a angiotensina Il na regulacdo do metabolismo do tecido adiposo
(PERKINS e DAVIS, 2008).

O enalapril € uma pré-farmaco que ao ser ingerido é metabolizado em
enaprilato, o qual atua inibindo a conversao da ANG | em ANG Il, além de promover
o aumento dos niveis de renina plasmatica e a reducdo da secrecao de aldosterona

(VII Diretriz Brasileira de Hipertensao Arterial).

O uso de IECA no tratamento da HA reduz a progressdo da hipertrofia
cardiaca e diminui a producdo de EROs como consequéncia da menor ativacdo da
NAPHoxidase, reduz a disfuncdo endotelial, além de promover melhora na
sensibilidade a insulina (SOWERS, 2002; WEN et al., 2012). O enalapril € um dos
IECA mais utilizados no tratamento da HA sendo relatado que € capaz de reduzir o
peso corporal (SANTOS et al.,, 2008), porém o0s mecanismos implicados nesta
redugdo ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Esta evidéncia abre a
perspectiva de uso de IECA no controle da SM. Entretanto, alguns estudos mostram
que o uso precoce de enalapril, no primeiro dia de nascimento, em ratos, pode
induzir obesidade na vida adulta (de PICOLI SOUZA, 2015). Estes achados ndo séo
corroborados quando o tratamento foi realizado em uma idade mais tardia (AL-
HARBI et al., 1992; SANTOS et al., 2008). Portanto, maiores esclarecimentos sao

necessarios.

Experimentalmente tem sido visto que em SHRs, o SNS e o SRA
desempenham papéis fundamentais no desenvolvimento e manutencdo da HA. Por
outro lado, foi observado que o SRA é super expresso quando associado a
obesidade e suas comorbidades, podendo ser um alvo estratégico no tratamento
farmacoldgico desta patologia (LUTHER et al., 2011). Portanto, a nossa hipotese é
de que o quadro de doencas cardiometabdlicas, desenvolvido em animais
hipertensos que consomem uma dieta rica em lipideos, pode ser prevenido quando

da administracao precoce de enalapril.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Investigar os efeitos da inibicAo do sistema renina angiotensina sobre 0s
impactos causados pelo consumo de uma dieta baixa em carboidratos/rica em

lipidios, em ratos espontaneamente hipertensos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do enalapril, administrado desde o desmame, antes do

estabelecimento da HA, até a idade adulta sobre:

- Os parametros metabdlicos, perfil lipidico e glicémico;

- Os niveis pressoricos e a frequéncia cardiaca em animais ndo anestesiados;
- A hipertrofia cardiaca e a funcdo cardiaca in vitro;

- A expressao génica do PAN e do BNP no ventriculo esquerdo;

- O estresse oxidativo cardiaco;

- Avaliacao da expresséo proteica da Cox 1, Cox 2 e da Nox 4;

- A resposta vascular em artérias de condutancia
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados SHRs (n= 72), machos, com 21 dias de idade, fornecidos
pelo biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
de Pernambuco. Estes animais (n = 4 por caixa) foram mantidos no sistema de
caixas ventiladas (Tecniplast®) sob condicGes controladas de temperatura (22 +
2°C), ciclo claro-escuro de 12 horas, umidade (55%), com livre acesso a agua e

alimentacao.

4.2 CONSIDERACOES ETICAS

Os procedimentos adotados no manejo dos animais seguiram as normativas
do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA) e das
recomendacdes da Sociedade Brasileira de Ciéncias de Animais de Laboratério
(SBCAL). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco
{Processo n° 0001/2015).

4.3 OBTENCAO DO MODELO EXPERIMENTAL

Aos 21 dias de idade, os animais foram randomicamente separados em
quatro grupos experimentais: i) dieta padrdo (Controle) - animais que foram
alimentados com a dieta padrdo ou chow (Labina, Presence®); ii) dieta hiperlipidica
(DH) - animais que foram alimentados com uma dieta rica em lipidios e baixa em
carboidratos; iii) dieta hiperlipidica + enalapril (DH+E) - animais que consumiram a
DH e foram tratados com enalapril (20 mg/kg/dia, v.0.); iv) dieta padrao + enalapril
(C+E) - animais que consumiram a dieta padrdao e foram tratados enalapril (20
mg/kg/dia, v. 0.) (Figura 5). Os animais que foram submetidos a DH foram tratados
simultaneamente com enalapril desde o primeiro dia do desmame, durante 12
semanas. ApOs este periodo foram submetidos aos diversos protocolos

experimentais.
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Figura 4: Esquema do delineamento experimental. Controle:ratos espontaneamente hipertensos
(SHRs) alimentados com a dieta padrao (chow), Controle +E: SHRs alimentados com dieta padrédo e
tratados com enalapril (20mg/kg, via i.pl); DH: SHRs alimentados com dieta hiperlipidica, ndo tratados
; DH + E : SHRs alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com enalapril (20mg/kg, v.0.).

4.4 DIETA HIPERLIPIDICA

A DH experimental, em forma de “pellets”, foi fornecida pelo Laboratério de
Reatividade Cardiovascular (LRC) da Universidade Federal de Alagoas — UFAL, sob
a responsabilidade da Profa. Dra. Luiza Antas Rabélo. A dieta comercial padréo
(chow) foi obtida da Presence®. A composicdo dietética foi expressa como
porcentagem (%) da energia metabolizavel: dieta hiperlipidica (26,6% kcal de
carboidratos; 58,4% kcal de lipidios; 15% kcal de proteina, ou seja, caseina) e foi
confeccionada segundo Nunes-Souza e colaboradores (2016). Dieta padrdo (63%
kcal de carboidratos,14% kcal de lipidios, 23% proteinas). Os conteudos mineralicos
e vitaminicos da DH foram adicionados de acordo com as necessidades de animais
de experimentacdo descritas nas normas do Instituto Americano de Nutricdo (AIN
93-G) Growth Purified (REEVES et al., 1993 a, REEVES et al. 1993b).

4.5 CONSUMO DIETETICO

A ingestédo dietética foi acompanhada diariamente, sempre no mesmo horario
do dia e mensurada através da subtragdo diaria entre a cota alimentar oferecida e o

rejeito do dia subsequente.
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4.6 ACOMPANHAMENTO DO PESO CORPORAL E DO CRESCIMENTO

A evolucdo da massa corporal foi acompanhada desde o nascimento,
semanalmente, durante todo o experimento. O comprimento da tibia foi tomado

como medida de crescimento.
4.7 DOSAGENS BIOQUIMICAS

Foram determinadas as concentracdes plasméticas de glicose, colesterol total
e HDL-c e triglicérides, através dos kits comerciais Labtest® (Lagoa Santa, MG). Os
niveis de acidos graxos nao esterificados (NEFA) foram determinados através de kit
comercial (Wako Chemicals GmBH, Neuss - Germany) e os niveis de leptina foram
mensurados através de imunoensaio ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

sanduiche (Millipore®) .
4.8 TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE OU CURVA GLICEMICA

Para analisar possiveis alteracdes no metabolismo da glicose, os ratos foram
submetidos a jejum de 10-12 horas seguido de um teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG). Amostras de sangue foram retiradas da cauda antes e apds a
administracdo de glicose por via oral (2g/kg). A glicemia foi determinada com auxilio
de um glicosimetro ap6s 0, 30, 60 e 120 minutos. A tolerancia a glicose foi obtida

através da area sob a curva.

4.9 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA

O teste de intolerancia a insulina (TTI) foi realizado apds 48 horas do TOTG.
Os animais foram submetidos a um novo jejum de 10 horas e depois de determinada
a glicemia de jejum (considerada como tempo zero- To) injetou-se insulina regular
(1,5 U/kg, via intraperitoneal) mensurando-se a glicemia em intervalos de 5, 10, 15,
20, 25 e 30 minutos. A tolerancia a insulina foi obtida através da area sob a curva e
confirmada pela razdo da constante de decaimento da glicose (KITT), a qual foi
calculada através da férmula 0,693/t1/2. A t1/2 glicose foi calculada usando-se a
analise da queda do qui quadrado da concentracéao de glicose plasmatica durante o
decaimento da fase linear (BONORA et al., 1987).
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4.10 PERFIL LIPIDICO HEPATICO

A extracao dos lipidios totais hepaticos foi realizada pelo método de FOLCH e
colaboradores (1957). Os SHRs de todos o0s grupos experimentais foram
eutanasiados e o tecido hepatico extraido e pesado. Em seguida, 100mg de figado
foi colocado em tubos de ensaio com 1,9 mL de solugéo cloroférmio: metanol (2:1)
para trituracdo em homogeneizador e adicdo de 400 uL de metanol. Em seguida, os
tubos foram centrifugados (3000 r.p.m. por 10 minutos) e o sobrenadante transferido
para novos tubos. Foi adicionado ao sobrenadante, 800 pL de cloroférmio, 640 pL de
solucdo aquosa de NaCl 0,73% e as amostras foram novamente centrifugadas (3000
r.p.m. vs. 10 minutos), sendo desprezada a fase superior. Sequencialmente, cada
tubo foi lavado trés vezes com 600pL de solucédo de Folch (3% de cloroférmio + 48%
de metanol + 47% de agua destilada + 2% de NaCl a 0,9%). Feito isto, os tubos
foram mantidos em estufa 37°C durante a noite e a quantidade de lipidios extraida,
foi obtida pela diferenca de peso dos tubos antes e depois de secos. A dosagem de
lipidios foi realizada utilizando kit comercial Labtest® (Lagoa Santa, Brazil). Da
mesma forma, foram mensurados os niveis de colesterol, triglicérides e NEFA,
utilizando kits comerciais (ensaio colorimétrico, Labtest®, Lagoa Santa Brazil) de
acordo com as instrucbes e adaptacdes para microplacas (Thermo Scientific,
Programa 2.4 Multiskan Spectrum, Vantaa, Finland) (NUNES et al.., 2016).

4.11 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Os niveis de EROS foram mensurados por meio de uma reacao fluorométrica
entre o homogenato cardiaco (50 pL) e o reagente de diacetato de
diclorofluoresceina (DCF-DA) (50 pL), em placa de 96 pocos de poliestireno. As
reacoes foram incubadas durante 45 minutos, a 37°C. Os produtos finais dessa
reacao foram convertidos em DCF, composto altamente fluorescente na presenca de
ROS, conforme descrito por NIJMEH e colaboradores (2010). A fluorescéncia foi

mensurada a 504 nm (excitagéo) e 529 nm (emissao).

Os niveis de nitrito foram quantificados através da utillizagdo do reagente de
Griess, um indicador da producdo de oxido nitrico, conforme descrito por Green e
colaboradores (1982). A reacdo ocorreu durante 10 minutos a temperatura ambiente
(x 25 °C). A absorbancia desta reacdo foi mensurada em um comprimento de onda

de 540 nm em leitor de placas.
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A atividade da SOD foi mensurada de acordo com Misra e Fridovich (1972).
Em resumo, os homogenatos cardiacos (60 pL) foram previamente incubados a 37
°C por 10min e adicionou-se tampdao de carbonato de sédio (920 uL por amostra,
0,05%, pH = 10,2) em EDTA 0,1 mM. A reagéao foi iniciada pela adigdo de 20 pL de
epinefrina (150 mM) diluida em &cido acético (0,05%). Mensurou-se as absorbancias

a 480 nm, em intervalos de 15 segundos, durante 3 min,

A atividade da CAT foi realizada de acordo com Aebi (1947). Para isto, foram
utilizados os homogenatos teciduais (60 pL) adicionados de 905 pL de tampéo de
fosfato de sédio (pH 7,0) e 35 pL de perdxido de hidrogénio (H202, 300 mM). Foram
mensuradas as absorbancias a 240 nm,nos intervalos de 10 segundos, durante 3

min.

Os niveis de glutationa (GSG) e glutationa oxidada (GSSG) foram estimados
de acordo com Hissin e Hilfi (1976). A quantificacdo dos niveis de GSG foi realizada
por adicdo de tampéo fosfato (100 mM) + EDTA (5 mM), pH 8,0; com a adi¢céo de 50
ML do sobrenadante do homogenato. Entdo, a 50 yL desta mistura, adicionou-se140
ML de tampao de fosfato (100 mM) e 10 pL de solugédo de ortoftaldeido (OPT), os
quais foram pipetadas em placas de 96 pocos, incubadando-se durante 20 min a
temperatura ambiente (£ 25 °C). Para determinacdo dos niveis de GSSG, o
sobrenadante (50 pL) foi incubado com N-etilmaleimida (NEM, 20 uL, 0,04 M),
durante 30 min, a temperatura ambiente (x 25 °C). Em seguida, foram adicionados
430 pL de hidroxido de sodio (NaOH; 0,1M). Logo apds, a 50 uL desta mistura foi
adicionado 140 uL de NaOH e 10 yL de OPT em placas de 96 poc¢os. Ambos, GSG

e GSSG foram mensurados a 350 nm.

4.12 ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA POR WESTERN BLOTTING

O ventriculo esquerdo foi homogeneizado em tampéo de extragdo (KCI 90
mm, Hepes10 mM, MgClz, 3 mM + EDTA 5mM, glicerol 1%, DTT 1 mM, SDS 0,04% ;
pH7,4). A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford, onde
200pg da proteina foram separadas por eletroforese em gel de SDS-Poliacrilamida
(Sédio Dodecil Sulfato-Poliacrilamida, 6-15%), e entdo transferidas para uma

membrana de nitrocelulose (Bio-Rad®).



48

A membrana foi marcada com solucdo de Ponceau para confirmar a
trasnferéncia. Posteriormente, a membrana foi lavada em tampéao salina Tris Tween-
20 (TBST; 50 mM Tris, 150 mM NacCl, pH 7,5, adicionando-se 2% de Tween-20), 3
vezes por 10 min, em temperatura ambiente. As membranas foram incubadas a 4° C
por 12 horas, com anticorpo primario especifico contra as proteinas de interesse. O
anticorpo contra B-actina foi utilizado como controle da reacédo de Western blot. Apés
lavar as membranas com TBST para remover o anticorpo primario, os “blots” foram
incubados durante uma hora, em temperatura ambiente, com o anticorpo secundario
ligado a peroxidase (titulacdo 1:5000-10000). Apos a ligacdo do anticorpo
secundario foi acrescentada uma solucdo de ECL (Amersham Biosciences®), que ao
reagir com a peroxidase do anticorpo secundario, produziu uma reacao
guimioluminescente, permitindo a identificacdo de bandas referentes a marcacao de
proteinas especificas ao anticorpo primario. Estas bandas foram quantificadas com
auxilio do programa ImageJ 1,44 (National Institute of Health, EUA).

Foram analisadas as expressfes proteicas da COX 1 e 2, responsaveis pela

resposta vasodilatadora e, da Nox 4.

4.13 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE QUANTITAVO EM TEMPO REAL (RTQPCR)

A extracdo do RNAm das amostras do ventriculo esquerdo dos grupos
Controle, C+E, DH e DH+E foi realizada com o reagente Trizol® (Ambion, Life
Technologies Corporation). Para isto, em tubos contendo esferas de ceramica e um
fragmento de 100 mg do tecido, pipetou-se 1mL de Trizol e realizou-se a
homogeneizacdo das amostras através de agitacdo em alta velocidade (Tissue
Lyser II, QIAGEN), durante 20 min. Apds este procedimento, foi realizada a
separacdo do RNA. Para isto, foi pipetado 200 uL de cloroférmio nos tubos com as
amostras homogeneizadas, os quais foram agitados durante 15 segundos e, em
seguida, incubados a temperatura ambiente por 3 min. Na sequéncia, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 r.p.m. durante 15 min, a 4 °C. A fase que continha o
RNA, (sobrenadante, ~ 500 puL), foi pipetada em outro tubo contendo 500 uL de
isopropanol, com o objetivo de precipitar e isolar o RNAmM. Em seguida, esta mistura
foi agitada e incubada em temperatura ambiente por 10 min. Foi realizada nova
centrifugacdo a 12.000 r.p.m., durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi

desprezado e o sedimento formado pelo RNA foi lavado com 1 mL de etanol (75 %),
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o qual foi preparado com agua livre 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 o0s
tubos foram vertidos em superficie limpa para permitir total secagem do sedimento
de RNA, a temperatura ambiente, por 10 min. O sobrenadante foi ressuspenso com
cerca de 50 uL de agua isenta de RNAse, em seguida foi incubado a 55 °C, durante
10 min. O RNA foi quantificado na absorbancia de 260 nm (Varioskan®, Thermo

Fisher Scientific).

O grau de pureza das amostras foi quantificado por meio da medida da
absorbancia em 230 nm e 280 nm. A relacdo 260/280 avaliou a contaminagcdo com
proteina e 260/230 a contaminacdo com fenol. O resultado de ambas ficou dentro
dos valores aceitaveis (entre 1,8-2,2). Para o célculo do RNA, utilizou-se a férmula:
RNA pg/mL = (Absorbancia 260-Branco) x 40 x (10/0,5).

Na sequéncia, 2 uyg do RNA total foi tratado com a enzima DNAase
(Promega®). O DNA complementar (cDNA) foi transcrito utilizando-se a enzima
transcriptase reversa (Reverse Transcriptase — Invitrogen®). Em 10 pL de volume de
RNA tratado com DNAse adicionou-se 1 yL de random hexamer primer e 2 uL de
desoxinucleotideos (DNTPs) (Invitrogen®). A mistura foi incubada em termociclador a
65°C por 10 min (SureCycler 8800, Agilent Technologies®). A transcri¢do reversa foi
realizada com adicdo de 1uL de transcriptase reversa, 4 uL 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) e 0,5 yL de inibidor de ribonuclease (Invitrogen®), seguida de
incubacédo a 25 °C durante 10 min, 37 °C por 50 min e 70 °C por 15 min, em
termociclador. O cDNA (100 ng/pL em volume final de 20 uL) foi posteriormente
armazenado a -80°C. O cDNA obtido, foi diluido para concentragao final de 25 ng/ul
e, na sequéncia, amplificado usando a enzima Taq polimerase (GoTaq gPCR Master
Mix, Promega®) por reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real
(Real time gPCR) em AriaMx Real-Time PCR System (Agilent Technologies).

Foram utilizados os seguintes primers: Peptideo ANP (Forward —AGT GCG
GTG TCC AAC ACA G/ Reverse -CTT CAT CGG TCT GCT CGC T), BNP (Forward -
CAG AAC AAT CCA CGA TGC AG/ Reverse GCT GTC TCT GAG CCATTT CC e
GAPDH (Forward —-TGG TGG ACC TCA TGG CCT AC/ Reverse -CAG CAA CTG

AGG GCC TCT CT) como controle interno de cada amostra. A reacao foi realizada
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em duplicata utilizando-se os protocolos: 95 °C por 2 min e 15 s, durante 40 ciclos e
60 °C por 1 min.

O RNA foi quantificado como um valor relativo em comparagcdo a uma
referéncia interna, o GAPDH. A andlise da expressao foi obtida pela elevacéo
negativa do AACT (threshold cycle) na base 2 (2-aact) (LIVAK e SCHMITTGEN,
2001). O valor de CT representa 0 momento da reacdo onde a fluorescéncia da
amostra é detectada acima do ruido de fundo (background). O resultado foi expresso

em unidades arbitrarias.

4.14 DETERMINACAO DOS NIVEIS PRESSORICOS EM RATOS ACORDADOS

Para a medida direta da pressao arterial (PA) e da frequéncia cardiaca (FC)
as 12 semanas de idade, os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico
(50 mg/kg, i.p.) e um cateter (PE 50) heparinizado (125 Ul/mL de heparina em salina
isotdnica), foi introduzido via artéria femoral esquerda até a aorta abdominal (para o
registro da PA). Este cateter foi exteriorizado dorsalmente, em nivel da nuca
(LAHLOU E DUARTE, 1998). Apés a cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais para recuperacdo anestésica. Vinte e quatro horas apés o procedimento
cirdrgico, o cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressédo acoplado a um
sistema de aquisicdo de dados PowerLab (modelo ML870, ADInstruments) ligado a
um amplificador de sinal (modelo ML228) para mensuracdo da pressao arterial
sistdlica (PAS), presséo arterial diastolica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC). A
pressdo arterial média (PAM) foi calculada através da equacdo: PAD+ [(PAS-
PAD)/3]. Para analise do sinal foi utilizado o programa Chart™ v 7.0

(ADInstruments®).

4.15 PERFUSAO DE CORACAO ISOLADO (LANGENDORFF)

Os animais dos diferentes grupos experimentais foram sacrificados sob
anestesia (pentobarbital sédico, 50 mg/kg, i.p). Apds toracotomia, o coracdo foi
excisado, submerso rapidamente em solucdo de Krebs Henseleit (K-H) gelada, os
pulmdes e tecido adiposo foram removidos. Em seguida, o coracao foi fixado atraves
da aorta a uma canula de ago, apds remoc¢édo dos pulmdes e do tecido gorduroso.
Foi perfundido retrogradamente, a 75 mmHg, com solucdo de Krebs-Henseleit
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(contendo em mM: NaCl 129; KCI 5,6; MgCl2 1,25; NaHCOs 21; CaCl21,25;
NaH2PO4 1,2). Foi adicionado glicose (10 mM) como substrato e piruvado de sodio
(2 mM) como co-substrato com o objetivo de preservar o desempenho cardiaco
durante 120 min de perfusdo. Esta solugdo foi saturada continuamente com uma
mistura de 95% de Oz + 5 % de CO2 que manteve o pH em 7,4. A temperatura foi

mantida em 37°C e a presséo de perfusédo foi mantida em 75 cm de agua.

A fungd@o ventricular esquerda foi avaliada através da insercdo de um baldo
intraventricular como descrito por Fallen e colaboradores (1966). Brevemente, um
baldo de latex foi inserido no ventriculo esquerdo através do atrio esquerdo, seu
volume foi ajustado para produzir uma pressdo diastélica ventricular final de 8-10
mmHg que foi mantida durante todo experimento (simulando a pré-carga). O baldo
foi conectado a um transdutor de pressao acoplado a um amplificador (Octal Bridge
Amplifier, modelo ML228) conectado ao sistema de aquisicdo de dados (PowerLab
8/30, modelo ML870) (Figura 5). Os batimentos cardiacos foram mantidos
espontaneamente. Para avaliar a funcdo sistélica do ventriculo esquerdo foram
utilizadas as medidas de pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo - PSVE
(definida como a diferenca entre o pico de pressao sistolica do ventriculo esquerdo e
a pressao diastolica ventricular esquerda). A primeira derivada positiva (+dP/dtmax)
foi estimada como estimativa da contratilidade (BULLOCK et al.., 1995). O coragao
foi perfundido por um periodo de 30 a 45 min para garantir sua estabilizacdo, em

seguida os valores basais foram registrados.
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Figura 5: Aparelho de Langendorff.

Curvas concentracdo-resposta foram realizadas com concentracdes
aumentadas, em bolus, de Isoproterenol (ISO, 1012 a 10 M). As infusdes de 1SO
respeitaram um intervalo de 5 a 10 min, periodo em que os valores de PSVE e FC

retornaram aos seus valores basais.

4.16 PREPARACAO DOS ANEIS DE AORTA TORACICA - PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

Os ratos anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/ kg, i.p.) foram
exsanguinados. A aorta toracica foi removida, dividida em segmentos de 3mm de
comprimento, livres de tecido adiposo e conjuntivo, imersos em solucdo de Krebs
Henseleit (K-H) modificada, cuja composicdo (em mM): NaCl 118; KCI 4,7; NaHCO3
25; CaCl2.2H20 2,5; glicose 11; KH2PO4 1,2; MgS04.7H20 1,2 e EDTA 0,01. Para
obtencg&o do registro de tensdo isométrica, cada anel vascular foi colocado em um
sistema para 6rgdos isolados. Cada cuba, continha 5 mL de solucao de K-H
aquecida a 37°C, continuamente gaseificada com mistura carbogénica, mantendo o
pH estavel em 7,4. Dois fios de metal foram inseridos no limen das artérias. Um fio
metélico foi fixado a parede do banho e o outro conectado verticalmente a um
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transdutor de tensédo isométrica (LETICA Scientic Instruments, TRI-210). A tenséo
isométrica foi registrada através deste ultimo, o qual estava conectado a um sistema
de aquisicdo de dados (Powerlab, ADIntruments™). Os anéis das artérias foram
submetidos a uma tenséo de repouso de 1,0 grama, a qual foi reajustada a cada 15
minutos, durante 45 minutos de estabilizacdo. Apds estabilizacdo, os anéis de aorta
foram contraidos com o cloreto de potassio (KCI, 75 mM) para comprovar a
viabilidade das artérias. A contracdo induzida pelo KCI (75 mM) foi considerada

como a contracdo maxima da artéria.

A integridade endotelial foi avaliada pelo relaxamento induzido pela acetilcolina
(Ach, 10 mM) nos anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina (FEN, 10 mM), onde
a contracdo correspondeu a 50-70% da contragdo ao KCIl. O relaxamento a
acetilcolina maior do que 30% foi considerado como demonstrativo da integridade
funcional do endotélio. Ap6s 60 min, realizaram-se as curvas de concentracao-
resposta cumulativa para Ach (101° M -104 M) (Figura 6 A). A preparacdo foi lavada
e ficou em repouso durante 60 min, realizando-se em seguida, a curva
concentragdo-resposta cumulativa para FEN (101°© M-10“ M) (Figura 6 B). A
preparacao foi entdo lavada até retornar aos valores basais e foi pré-contraida com
FEN (10 mM). Ao atingir o platd, realizou-se uma curva concentragao-resposta para
nitroprussiato de sédio (NPS, 10 1M — 10 M).

O papel do ON na resposta vascular de SHRs alimentados com a DH tratados
ou ndo com enalapril foi investigado em segmentos de aorta pré-incubados com L-
NAME (100 uM, inibidor de ON sintase). Para avaliar o papel dos derivados da
ciclooxigenase sobre possiveis alteracdes no relaxamento endotélio-dependente, os
segmentos arteriais foram pré-incubados com indometacina (INDO) (um inibidor néo-
seletivo para COX-1 e COX-2, 102 M) (Figura 7).
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Figura 6 : Representagdo gréfica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito relaxante de
doses crescentes de acetilcolina (Ach, 1019 a 104 M) em anéis de artéria aorta toracica com endotélio
funcional, pré-contraidos com fenilefrina (FEN) (A). Representacdo gréfica da curva concentracao-

resposta a FEN (101 a 104 M) (B).
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Figura 7: Representagdo esquemética do protocolo experimental para avaliagdo dos efeitos da
indometacina (inibidor ndo-seletivo de ciclooxigenases) sobre o relaxamento endotélio-dependente,
induzido por acetilcolina (Ach) em segmentos de artéria aorta toracica pré-contraidos com fenilefrina
(FEN).

4.17 EXPRESSAO DOS DADOS
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m).

Os resultados foram analisados utilizando-se teste t de Student (pareado ou nao
pareado), analise de variancia (ANOVA) a uma via ou duas vias, seguida pelo teste
de Tukey e/ou Bonferroni quando apropriado. Valores de P < 0,05 foram
considerados significativos. O programa GraphPad Prism™ (Version 5.01, Graph
Pad Software, San Diego, CA, USA) foi utilizado como auxiliar nestas andlises e

construcdo dos graficos.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS GERAIS

A andlise do consumo de ingestao dietética, ao longo de 12 semanas, mostrou
que os animais alimentados com DH (rica em lipidios/baixa em carboidratos)
apresentaram uma ingestdo (em gramas) 48% menor do que SHRs alimentados
com a dieta comercial padréao (29,6 + 2,0 g DH vs. 16,4 + 1,0g controle; p< 0,001). O
tratamento com enalapril reduziu (p< 0,05) o consumo (em gramas) de SHRs
alimentados com a DH (Figura 8 A), assim como (p< 0,01) a ingestdo caldrica
(Figura 8B).

Apds o desmame (ocorrido aos 21 dias de idade), os animais de todos os
grupos apresentaram peso corporal semelhante (35 + 2,7 controle; 36 + 1,6 C+E; 31
+1,2 g DH; 31 + 1,2 g DH+E). Porém, como pode ser observado na Figura 9, a partir
da quarta semana de DH o peso corporal aumentou significativamente (p< 0,05),
guando comparado ao grupo controle. Ainda, o tratamento com enalapril em nada
modificou a evolucdo corporal dos SHRs alimentados com dieta padrdo. Mas,
preveniu o aumento excessivo do peso corporal dos animais alimentados com a DH.
Este efeito foi significativo (p< 0,05) a partir da quarta semana de idade (DH+E vs.
DH). Observou-se também, que o peso corporal final do grupo DH + E foi 60%
menor do que os ratos que consumiram a DH e ndo foram tratados. Ao longo das 12
semanas de tratamento, ndo foram observadas diferencgas entre os grupos controles
que receberam dieta padréo, tratados ou ndo com enalapril. O peso corporal
corrigido pelo comprimento individual da tibia, expressa como relacdo do peso
corporal/comprimento da tibia foi significativamente aumentado (p< 0,01; ANOVA a
duas vias; Figura 10), no grupo DH. Este resultado é corroborado pelo aumento
significativo (p< 0,001) da relacdo do tecido adiposo/comprimento da tibia e da
relacdo tecido adiposo perirrenal/comprimento da tibia, denotando maior indice de

adiposidade.
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Figura 8: Efeito do tratamento com enalapril por 12 semanas de idade em gramas (A) e em
calorias (B) em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Valores expressos como média
* erro padrdo da média (s.e.m). n = 6 a 8 ratos por grupo. ***p < 0,001 ; ** p < 0,01 vs
controle; #p < 0,05 vs DH; teste t de Student ndo pareado.
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Figura 9: Efeito do uso de enalapril desde o desmame por 12 semanas de idade sobre a evolugéo do
peso corporal de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) alimentados com dieta padréo, dieta
hiperlipidica tratados ou nao com enalapril. Barras verticais indicam o erro padrao da média (s.e.m). n
= 6 a 8 ratos por grupo. *p <0,05 (ANOVA a duas vias, seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 10: Efeitos do tratamento precoce com enalaprii sobre a relacdo gordura
epididimal/comprimento da tibia (A), relacdo gordura epididimal/ comprimento da tibia (B), relacédo
gordura perirrenal/ comprimento da tibia (C), indice de adiposidade (D) em SHR pertencentes aos
grupos: controle, C+E, DH e DH+E tratados durante 12 semanas. Valores expressos como média +
erro padrdo da média (e.p.m.); n = 6-8 ratos por grupo. ** p < 0,01; *** p <0,001 vs controle e ## p
<0,01 ,### p <0,001 vs DH.

5.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Ao analisar o perfil bioquimico de todos os grupos experimentais observou-se
gue o enalapril ndo alterou os valores glicémicos de jejum do grupo alimentado com
dieta padrao (88,2 + 2,1 mg/dL C+E vs. 84,4 + 3,1 mg/dL, controle).Porém, a DH
promoveu aumento significativo (p < 0,05) da glicose plasmatica quando comparado
com o grupo controle. Contudo, o tratamento com enalapril no grupo DH néo
preveniu o aumento glicémico (Figura 11A).

Na Figura 11 B e C pode ser observado que os niveis plasmaticos de
triglicérides foram similares em todos grupos, mas os niveis de colesterol total foram
significativamente (p < 0,001) maiores no grupo DH, quando comparado ao controle
(90,0 = 7,0 vs. 45,0 = 2,0 mg/dL), respectivamente. O tratamento com enalapril foi

capaz de prevenir o aumento do colesterol total induzido pela DH (Figura 11C).
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Ademais, o consumo da dieta hiperlipidica reduziu os niveis plasmaticos de
colesterol HDL no grupo DH. Similarmente ao grupo controle, o tratamento com
enalapril foi capaz de promover o aumento do colesterol HDL. (Figura 11 D). Isto
indica que o blogueio do SRA melhorou o perfil lipidico dos animais que
consumiram a dieta obesogénica. Como pode ser observado na Figura 12, quando
foi realizado o TOTG o grupo alimentado com DH mostra menor decaimento da
glicose ao longo do tempo, quando comparado ao grupo controle, nos intervalos de
30, 60, 90 e 120 minutos (Figura 12A). Isto é referendado quando se verifica a area
sob a curva, que foi significativamente aumentada para o grupo DH. O tratamento
com enalapril (DH+E) ndo melhorou a tolerancia a glicose (DH +E vs. DH; (Figura
12).

O TTI, utilizado para avaliar a sensibilidade dos tecidos responsivos a insulina,
determinado pela medida em que a glicose permanece na circulacdo ao longo do
tempo apds a administracdo da insulina, demonstrou que o grupo DH apresentou
menor decaimento da glicose nos intervalos de 20 e 25 minutos, quando comparado
ao controle (Figura 12B), consequentemente a concentracdo da glicose calculada
como a area sob a curva (AUC) foi aumentada 1,5 vezes no DH, comparado ao
controle. O tratamento com o enalapril ndo melhorou a sensibilidade a insulina
(Figura 12D). Esses dados podem ser confirmados pela analise da constante de
decaimento da glicose (KITT), onde o grupo DH mostrou menor sensibilidade a
insulina em relacdo ao grupo controle (Figura 12E). Juntos, estes dados confirmam
que o consumo desta dieta obesogénica desenvolve o quadro de RI e intolerancia a

glicose, que neste caso néo foi prevenido pelo tratamento com enalapril.
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Figura 11 : Efeito do tratamento precoce com enalapril sob o perfil glicémico e lipidico de ratos
espontaneamente hipertensos pertencentes aos grupos controle, C+E, DH e DH+E, onde (A)
glicose plasmatica, (B) triglicerideos plasmatico, (C) colesterol total plasmatico; (D) HDL-
plasmético. Os resultados foram expressos como médiat+ e.p.m., n= 6-8 ratos/grupo. *p<
0,05"p<0,01, ""p< 0,001 vs. controle; #p<0,01; # p<0,001 vs DH.
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Figura 12: Efeitos do tratamento precoce com enalapril sobre o teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG - A) e ainsulina (TTI - B). Os painéis C e D representam as respectivas areas sob a curva. O
painel E representa a constante de decaimento de glicose ( KITT) nos grupos controle, C+E, DH e
DH+E . Valores expressos como média £ e.p.m.; n = 6-8 por grupo. p < 0,05; ** p<0,01 (ANOVA a
duas vias, seguida do teste de Bonferroni nos graficos A e B) vs controle e test t de studant nos
gréaficos C,D e E.
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A Figura 13 A demonstra que o consumo da DH ndo aumentou 0s niveis
NEFA. Entretanto, o excesso de lipidios na dieta elevou significativamente (p<
0,001) os niveis plasméaticos do hormdnio leptina que foi atenuado pelo enalapril
(Figura 13 B), muito embora ndo tenha alcancado os niveis do grupo controle,

alimentado com a dieta padréao.
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Figura 13: Efeitos do tratamento precoce com enalapril sobre os niveis plasmaticos de
acidos graxos livres (A) e leptina (B) em ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
alimentados com dieta hiperlipidica durante 12 semanas. Valores expressos como média +
erro padrao da média (e.p.m.); n = 6-8 ratos por grupo. *** p < 0,001 (DH vs controle);
seguida do teste de Bonferroni.

As DCV estdo associadas com alteracdes das enzimas do figado e a esteatose
hepética ndo alcodlica é um fator independente, associado ao risco cardiovascular.
Portanto, nossa hipétese era que o consumo de DH poderia induzir um estado de
esteatose hepéatica nao alcodlica. Porém, neste estudo o consumo da DH durante 12
semanas, nado foi capaz de promover alteracdes nos estoques lipidicos encontrados
no figado (Figura 14 A), apesar dos niveis elevados de triglicérides e colesterol
(Figura14 B e C).
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Figura 14: Efeitos do tratamento precoce com enalapril sobre o perfil lipidico hepético de ratos
espontaneamente hipertenso pertencentes aos grupos controle, C+E, DH e DH+E Os resultados
foram expressos como média * e.p.m. *p<0,05, **p<0,01 vs controle, #p<0,01 vs DH (ANOVA a uma
via); n= 6 animais por grupo.

Interessantemente, o tratamento com enalapril foi capaz de prevenir o aumento

tanto dos triglicérides como do colesterol (Figura 14 C) como de NEFA hepéticos
(Figura 14D).

Em nivel cardiaco, foi observado um aumento da producdo de EROS e nitritos

do grupo DH, onde o tratamento com enalapril (DH + E), preveniu a producdo de

EROS (Figura 15 A), mas néo foi capaz de evitar o aumento dos niveis de produgéo
de nitritos (Figura 15B). Os niveis de SOD, CAT e a relagdo GSG/GSSG,

significativamente reduzidos (p < 0,05) no grupo DH quando comparado ao Controle,

nao foram recuperados pelo uso de enalapril (Figura 16 A, B, C).
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Figura 15: Efeitos do tratamento precoce com enalapril sobre a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS)(A) e nitritos (B) no coragdo oriundo de ratos espontaneamente hipertensos que
receberam dieta hiperlipidica durante 12 semanas. Os resultados foram expressos como média +
e.p.m. **p <0,01; ***p<0,001 vs controle e #p<0,01 vs DH (ANOVA a uma via); n= 6 animais por
grupo. Controle: ratos alimentados com dieta padréo; C + E: ratos alimentados com dieta padrao
e tratados com enalapril; DH: ratos alimentados com dieta hiperlipidica; DH + E: ratos

alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com enalapril.



65

A B
31 T 0.20
T £
= - 3
[F] (o]
o 21 * [}
o T
T o)) J
= § 0.10
£, =
a 3 0.051
(m] K]
3
0 4 L o 0.00 . 4
Controle C+E DH DH+E Controle C+E DH DH+E
C
25-
T
o
0 201 L
(2}
0
O 151
(/)]
(U}
o 10-
3
5]
]
o 51
(14
G n n
Controle C+E DH DH+E

Figura 16: Efeitos do tratamento precoce com enalapril sobre os niveis cardiacos da superéxido
dismutase (SOD, painel A), catalase (painel B) e a relacdo entre glutationa reduzida e oxidada
(GSG/GSSG; painel C) em ratos espontaneamente hipertensos alimentados com dieta
hiperlipidica (DH), durante 12 semanas. Os resultados foram expressos como média + e.p.m.
*p<0,05 (ANOVA a uma via); n= 6 animais por grupo. Controle: ratos alimentados com dieta
padrdo; C + E: ratos alimentados com dieta padrdo e tratados com enalapril , DH: ratos
alimentados com dieta hiperlipidica; DH + E: ratos alimentados com dieta hiperlipidica e tratados
com enalapril.

Uma vez que a DH conduz a maior expressao de marcadores da inflamacéao,
foi avaliado a expressdo da Cox 1 e 2 no ventriculo esquerdo, verificando-se que 0s
niveis, normalizado pela B-actina, da expressdo proteica de Cox 1 (a Cox
constitutiva) no grupo DH foi reduzida quando comparado ao controle (p < 0,05) e
que o tratamento com o enalaprii bloqueou esta reducdo (Figura 18A).
Diferentemente do que foi observado para COX-1, o consumo da DH foi capaz de
promover elevacédo (p<0,05) da expressdo da COX-2, responsavel pelos processos

inflamatdrios. A inibicdo do SRA foi capaz de manter esses valores semelhantes ao
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observado no grupo controle (Figura 17B). A expresséo proteica de NOX-4 foi similar

em todos os grupos (Figura 17C).
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Figura 17: Efeitos do tratamento precoce com enalapril sobre a expressdo proteica do da
ciclooxigenase 1 (A). Andlise proteica da ciclooxigenase 2 (B) e do NOX-4 no ventriculo esquerdo do
coracédo de ratos espontaneamente hipertensos com 12 semanas de idade (Figura 7C). Os resultados
foram expressos como média + e.p.m., n= 5 animais por grupo. *p<0,05 versus controle, #p< 0,05
versus DH (ANOVA a duas vias).
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5.3 EFEITOS DA DIETA HIPERLIPIDICA E DO TRATAMENTO COM ENALAPRIL
SOBRE A PRESSAO ARTERIAL, HIPERTROFIA CARDIACA E O DESEMPENHO
CARDIACO IN VITRO

Os valores basais da presséao arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastélica
(PAD) e FC dos ratos hipertensos sdo mostrados na Tabelal. Ao final das 12
semanas de consumo da DH, os valores de PAS foi significativamente (p < 0,01)
elevado, quando comparado ao grupo que consumiu dieta controle (DH vs controle).
Este aumento foi da ordem de 18,6%. Como esperado, o tratamento com enalapril
atenuou significativamente a PAS tanto do grupo SHR controle (C + E) como do
grupo DH +E. Da mesma forma, os niveis de PAM foram significativamente
atenuados quando do uso de enalapril, enquanto a FC foi similar em todos os

grupos, independente do tratamento com enalapril.

Tabela 1 — Efeito do tratamento precoce com enalapril sobre a pressdo arterial sistdlica (PAS),
pressao arterial diastolica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos espontaneamente hipertensos
(SHR), alimentados com dieta hiperlipidica durante 12 semanas.

Controle C+E DH DH +E
PAS (mmHg) 167+ 6,0 138 £ 7,0* 198 + 5,0** 156 + 7,07
PAD (mmHg) 94 +8.,0 91+3,0 111 £10,0 104 +7.0
PAM (mmHg) 136+ 7,0 106£3,0% 166+ 10,0 125+ 6,07
FC (b.p.m) 407 = 13 371+£3,0 403 = 12 375411

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.). n= 6 ratos por
grupo. * p <0,05 Controle vs. C + E ; ** p <0,01 Controle vs. DH; *p< 0,001 DH vs. DH+E
(teste t ndo pareado) Controle: dieta padrdo néo tratados; C + E: dieta padréo tratados com
enalapril ; DH: dieta hiperlipidica; DH +E : ratos alimentados com a dieta hiperlipidica e
tratados com enalapril.

A analise da relacdo do peso do coracdo umido (PCU)/comprimento da tibia
mostra que essa relagdo foi maior (p < 0,01) no grupo submetido a DH quando
comparado ao controle nao tratado, indicando uma exacerbacdo da hipertrofia
cardiaca dos SHRs. Porém, o tratamento com enalapril preveniu o agravamento
desta hipertrofia (Figura 18 A). Apesar de se tratar de animais hipertensos,
observou-se que o consumo de DH ndo modificou a relacdo dos pesos umidos dos
rins direito e esquerdo normalizada pelo comprimento da tibia (Figura 18 B e 18C).
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Figura 18 — A relac@o peso do coragdo umido (PCU)/peso corporal (B) e a relacdo peso do rim
esquerdo/ comprimento da tibia (C), peso do rim direito/comprimento da tibia (D) dos animais que
receberam dieta labina (controle), dieta labina + enalapril (CE), dieta hiperlipidica (DH) e dieta
hiperlipidica tratados com enalapril (DH + E). Barras verticais indicam o erro padrdo da média (s.e.m);
** p <0,01; #¥p < 0,001
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Como pode ser observado na Figura 19, o enalapril foi capaz de atenuar (p

<0,05) os niveis de ANP e BNP no grupo tratado com DH.
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Figura 19 - Efeitos do tratamento precoce com enalapril sobre a expressdo génica do peptideo
atrial natriurético (ANP) (A) e expressdo génica do peptideo natriurético cerebral (BNP) no
ventriculo esquerdo do coragdo de ratos espontaneamente hipertensos alimentados com dieta
hiperlipidica durante 12 semanas. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. *p<0,05; p~
0,01 (ANOVA a duas vias); n= 5 animais por grupo. Controle: ratos alimentados com dieta padréo;
C + E: ratos alimentados com dieta padrdo tratados com enalapril; DH: ratos que receberam dieta
hiperlipidica ndo tratados; DH + E: ratos que receberam DH, tratados com enalapril.

Em preparacdes de coracéo isolado foi observado que os valores basais da
PSVE e da dp/dTmax foram da mesma ordem de magnitude p >0,05; teste t de
Student ndo pareado) em todos 0s grupos experimentais e permaneceram estaveis
durante todo periodo de experimentacdo (dados ndo mostrados). As infusdes
crescentes de ISO (1012 a 10“M) promoveram aumentos significativos (p <0,05) da
PSVE e dp/dTmax, de maneira concentracdo dependente (Figura 20). Em
preparacdes do grupo DH, a PSVE em resposta a infusdo de diferentes
concentragdes de ISO foram similares ao grupo controle. Em preparacdes de SHRs
alimentados com a DH e tratados com enalapril, houve um aumento significativo (p
<0,001) da PSVE e da dp/dTmax, apenas na concentracdo de 10“ M, quando

comparado ao grupo DH néo tratado.
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Da mesma forma, os valores basais da FC foram similares em todos 0s grupos.
As infusdes crescentes de I1SO (10?2 a 10*M) promoveram aumentos significativos
(p < 0,05) da FC, de maneira concentracdo dependente. Houve um aumento
significativo (p < 0,001) da FC, em resposta ao ISO em concentracGes de 10%© 10
M no grupo que recebeu DH e foi tratado precocemente com enalapril quando

comparado ao grupo DH néo tratado (Figura 21).
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Figura 20: Variacdes maximas da pressao sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE) e da dp/dT méax
durante infusdes (bolus) de concentracdes crescentes de isoproterenol (102 a 104 M) em
preparacdes de coracdo isolado de ratos espontaneamente hipertensos (SHRs) alimentados com
dieta padrao (controle), alimentados com dieta hiperlipidica ndo tratados (DH) e tratados com
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enalapril (DH + E). Os resultados foram expressos como média + e.p.m. *p<0,05; p™ 0,01 (ANOVA a
duas vias, seguida do pos-teste de Bonferroni); n= 6 animais por grupo.
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Figura 21: Variacdo maxima da frequéncia cardiaca (A FC) em resposta a concentracdes crescentes
de isoproterenol (1012 a 104 M). Os resultados foram expressos como média + e.p.m. *p<0,05; p*
0,01 (ANOVA a duas vias, seguida do poés-teste de Bonferroni); n= 6 animais por grupo. Controle:
ratos alimentados com dieta padrdo; C + E: ratos alimentados com dieta padrdo tratados com
enalapril; DH: ratos que receberam dieta hiperlipidica ndo tratados; DH + E: ratos que receberam DH,
tratados com enalapril.
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5.5 EFEITOS DO ENALAPRIL SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR EM ARTERIA AORTA
TORACICA

Conforme observado na Figura 22 A, a acetilcolina foi capaz de induzir
relaxamento dependente do endotélio nas preparacdes de aorta toracica dos grupos
controle, C+E, DH e DH+E. Contudo essa vasodilatacéo foi reduzida no grupo DH
quando comparado ao controle. O tratamento com enalapril foi capaz de melhorar o
relaxamento vascular tanto no grupo controle como no grupo DH. A Figura 22 B, C e
D mostra que a incubacdo com L-NAME, inibidor da eNOS, foi capaz de abolir o
relaxamento vascular em todos o0s grupos experimentais tratados ou ndo com

enalapril. Isto demonstra que em SHRs, o vasorrelaxamento € ON dependente.

A ativacado dos derivados do acido araquiddénico como as ciclooxigenases esta
diretamente relacionada com a disfuncédo endotelial que é observada em na HA e
DM. Portanto, nés avaliamos a participacao dessa via através da incubacao de anéis
de aorta com indometacina (inibidor ndo seletivo da COX). Os resultados mostram
gue a inibicdo dessa via promoveu aumento no relaxamento vascular, dependente
do endotélio, tanto no grupo controle como no grupo DH (Figura 22 E e F). Isto
sugere que a disfuncdo endotelial presente na hipertensdo associada ou ndo a
obesidade envolve a via da COX.

A resposta contratil induzida pela fenilefrina (agonista a-adrenérgico) foi
aumentada no grupo DH quando comparada ao grupo controle. Como esperado, o
tratamento com enalapril reduziu a magnitude dessa resposta (Figura 23 A). A
Figura 23 B e C mostra que ao inibir a eNOS com o uso de L-NAME, ha uma
elevacdo na resposta contratil a fenilefrina. Isto é observado em todos os grupos
experimentais. A participagdo da via dos derivados da COX na resposta contratil &
fenilefrina também foi avaliada. Para tanto as artérias dos grupos experimentais
foram pré-incubadas com indometacina, observando-se que esta foi capaz de

reduzir a contracao a fenilefrina em todos grupos (Figuras 23 D, E e F)
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DH incubadas com INDO. Os resultados sdo expressos como média + e.p.m. *p<0,05 (ANOVA a

duas vias); n= 5 animais por grupo
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6 DISCUSSAO

Hipertensé@o associada a obesidade e SM tem emergido como um fator critico
no desencadeamento de insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecao preservada e
disfuncéo diastolica (GROSMAN, 1991; SCHILLACI et al., 2004), em que 0 SRA
pode exercer um papel chave. Todavia, poucos sdo os estudos que investigam o
uso de IECA em fases precoces da vida em modelos de HA associada a obesidade.
Portanto, nés investigamos se o tratamento com enalapril durante 12 semanas,
iniciado na terceira semana de idade evitaria 0s prejuizos causados pela HA
associada ao consumo de uma dieta rica em lipidios e baixa em carboidratos,
observando-se que a dieta, por si s6, desencadeia efeitos deletérios que conduzem
a maior adiposidade, exacerbacdo dos niveis pressoricos, alteragdes na funcao
cardiaca e disfuncdo endotelial em jovens SHRs (15 semanas de idade). Evidéncias
experimentais tém associado o consumo de diversos tipos de dietas hiperlipidicas a
obesidade e SM (BUETNER et al.,, 2007; NUNES-SOUZA et al., 2016; SHIOU;
HUANG,; LIN; LEE, 2018). Todavia, vdo em sentido oposto agueles que questionam
0 prejuizo causado pelo consumo da DH com baixo teor de carboidrato e reportam
efeitos benéficos (DUDA et al.,, 2008; BOSSE et al.,2013). Apesar do consumo
calorico dos SHRs alimentados com DH ser idéntico aos que consumiram a dieta
padrdo, verificou-se um aumento na expressdo génica dos marcadores para
hipertrofia cardiaca, peptideo natriurético atrial (ANP) e peptideo natriurético
cerebral (BNP) que aceleram a exacerbacdo da hipertrofia cardiaca, que nesta
linhagem costuma aparecer entre 6 e 24 meses de idade. O ANP normalmente é
expresso nos atrios e ventriculos durante o desenvolvimento embrionario e fetal,
sendo utilizado como marcador de formacéo cardiaca. Este peptideo € regulado pelo
gene Nppa, cuja expressdo é reduzida ap0s o0 nascimento, mas em situagdes
patolégicas sua expressao é elevada contribuindo diretamente para a hipertrofia
cardiaca e infarto do miocardio (HORSTHUIS et al., 2008). Neste caso o consumo
de uma dieta rica em lipidios pode ser o insulto adequado para manifestacéo destes

peptideos.

As caracteristicas de diversas dietas hiperlipidicas que induzem obesidade em
ratos e camundongos, envolvem dislipidemia, RI e intoleréncia a glicose, mas nao

DM (SUN et al., 2014). Este é um ponto controverso na literatura, pois quando se
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trata de programacao fetal, quando ocorre exposicdo a DH nas fases de gestacao e
lactacdo, aumenta a susceptibilidade para doencas metabdlicas. A hiperglicemia
aumenta a possibilidade de Rl e o aparecimento do DM 2, possivelmente devido a
alteracdo da funcéo pancreética (CER et al., 2005; HAN et al., 2005, OHTA et al.,
2017). Os resultados encontrados por nos, de fato comprovam que ocorre
intolerancia a glicose e intolerancia a insulina, aumento dos niveis de colesterol, mas
ndo de triglicérides plasmatico. Embora, tenha sido mostrado um aumento de
triglicérides e colesterol hepatico. Um fator limitante nesta discussdo € a auséncia
dos dados histologicos que poderiam esclarecer a presenca ou ndo de fibrose
hepatica, e que a esteatose hepatica ndo alcodlica € um fator independente
associado ao risco cardiovascular. Ademais, os niveis de NEFA foram prevenidos
pelo tratamento precoce com enalapril, tanto nos SHRs controle como nos
submetidos a DH. Neste contexto, é considerado que o excesso de NEFA em nivel
hepatico contribui para alteragdes metabdlicas com aumento na gliconeogénese e
promove fosforilagdo dos residuos de serina nos receptores de insulina, que leva

inibicdo das vias de sinalizacdo da insulina (KARPE et al., 2011).

Embora, haja um aumento discreto nos niveis de glicemia dos animais ora
estudado, ndo consideramos um dado relevante, visto que este aumento foi de 16
mg/dL e ndo atingiu niveis fora da faixa de normalidade. Os testes de TTG e TTl em
conjunto aqui realizados confirmam os resultados observados no perfil bioquimico
destes animais, onde o consumo da DH aumentou os niveis glicémicos, sem que
desencadeasse uma franca hiperglicemia. Neste sentido, outros autores tém
mostrado que distarbios da homeostase parecem ser mais severos em
camundongos do que em ratos, portanto € comum os camundongos desenvolverem
diabetes (MACHADO, SHIMIZU; SAITO, 1994) e os ratos apresentarem Rl sem
hiperglicemia (MORI et al., 2008). Outros autores ndo observaram alteragcdes nas
concentracbes plasmaticas de colesterol total e triglicérides, embora as
concentracbes plasmaticas de acidos graxos livres fossem maiores quando
comparadas aos SHRs alimentados com dieta padrdao (CHUNG et al., 2010).
Evidéncias recentes obtidas por nossa equipe mostram que a DH utilizada durante o
periodo gestacional ou apenas durante a fase adulta (6 a 8 semanas), em ratos
Wistar, induziu um excessivo acumulo de tecido adiposo e distarbios metabdlicos

que se assemelham ao estado pré-diabético em humanos e evoluiu para alteragfes
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vasculares. A substituicdo dessa dieta por uma dieta balanceada (“‘chow”) sugere
gue a sensibilidade a insulina é primariamente dependente dos niveis elevados de
lipidios contidos na dieta e pode ser revertido (manuscrito em revisdo).
Anteriormente, nés observamos que em SHR a exposi¢do a DH durante o periodo
de gestacdo e lactacdo ndo foi capaz de promover alteracbes nos perfis de
colesterol e glicemia das proles aos 6 meses de idade, mas aumentou os niveis de
triglicérides e os marcadores de estresse oxidativo, o que possivelmente se associa
a disfuncédo endotelial encontrada nesses animais. Ademais, a obesidade visceral
apresentada pelos animais alimentados com DH pode estar relacionada ao aumento
da producédo de EROs, citocinas pro-inflamatérias e lesdo vascular que contribuem
para a diminuigcdo da biodisponibilidade do ON, potente vasodilatador. Ha dados na
literatura que mostram o envolvimento das espécies reativas de oxigénio na
hipertrofia cardiaca, com um papel importante de EROS na via de sinalizacdo que
regula a expressao génica que leva ao dano celular (MORIS et al., 2017). Ademais,
a obesidade esta diretamente relacionada com o aumento da inflamacéo sistémica e
do estresse oxidativo -caracterizado como um desbalanco entre as defesas
antioxidantes e aumento dos radicais livres (NATOLI et al.,, 2018). A cadeia
transportadora de elétrons das mitocéndrias € amplamente conhecida como principal
local de producdo de EROs dentro do sistema cardiovascular, ocorrendo aumento
na producao de Oz (WEN, GWATHMEY, XIE, 2012). Nesse contexto, a ANG Il por
meio da ativacdo receptores AT1, promove aumento na producdo de EROs através
de cascatas enzimaticas que estdo ligadas ao aumento da peroxidacdo proteica e
lipidica com formacao de peroxinitrito (ONOO") (COOPER et al., 2007). Entretanto,
ha dados discordantes na literatura, por exemplo, estudos realizados em ratos da
linhagem Wistar, alimentados com DH (60% de lipidios), durante 11 semanas, nao
mostraram aumento na produgdo de anions superoxido e nem alteracédo da fluidez
em membranas de mitocondrias (TOGO, KONARI, TSUKAMOTO, KIMOTO, et al.,
2018). Entretanto, o0 estresse oxidativo estd implicado em varias doencas
relacionadas a desordens metabdlicas, onde € comum a reducdo das enzimas
antioxidantes como SOD, catalase e as glutationas. Neste estudo o consumo da DH,
durante 12 semanas, reduziu a atividade das principais enzimas antioxidantes. A
SOD juntamente com as glutationas desempenham a funcdo de promover a
remocao do peroxido de hidrogénio no organismo catalisando sua quebra em agua e

oxigénio, contudo em situacfes patoldégicas como na obesidade, onde ha producao
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excessiva de radicais livres, este sistema antioxidante perde sua funcéo. A ativacao
dos receptores AT1 além de promover aumento do estresse oxidativo e RI, esta
relacionada a reducao da atividade da catalase. Entretanto, mesmo com a inibicao
da ECA pelo enalapril, o sistema antioxidante foi afetado pela DH, em nosso estudo.
Embora, ndo deve deixar de ser considerado que o estresse oxidativo elevado em

obesos € reduzido pela simples perda de peso (KELLY et al., 2016).

O desenvolvimento da HA é um dos riscos do aumento de massa corporal,
neste estudo 0s niveis pressoricos se elevaram com o consumo da DH, aumentando
em 18,6% a PAS. Ressalta-se que a hipertensdo desenvolvida pelos SHRs aos 4
meses é moderada, mas quando esses animais foram alimentados com a DH
passou ao estagio de severa (PAS 2180). Esses niveis pressoricos podem conduzir
a um gquadro de insuficiéncia cardiaca com reducéo da contratilidade e da resposta
beta-adrenérgica. Esta Ultima consequente ao aumento da atividade simpética que
leva a dessensibilizagdo de receptores B-adrenérgicos cardiaco. No coracao, é
conhecido que a Rl e 0 excesso de &cidos graxos livres - sdo responséaveis pela
disfuncéo da contratilidade (THACKERAY et al., 2011). O tratamento com o inibidor
da ECA, enalapril, antes mesmo da instalacdo do quadro de hipertensdo e de
sobrepeso, promoveu uma reducdo de 40 mmHg da PAS e da PAM, mas essa
reducdo nao foi suficiente para atingir os niveis de normotensdo. Mas, nés
mostramos que a resposta inotropica e cronotrépica a estimulacao beta-adrenérgica,
€ melhorada quando os SHRs alimentados com a DH foram tratados precocemente

com enalapril.

Ha relatos de que o tratamento de SHRs com enalapril poderia corrigir
simultaneamente a hipertenséo, RI e disfuncdo endotelial por reequilibrar a producéo
de mediadores vasoativos estimulados pela insulina. De fato, o grupo que consumiu
a DH durante 12 semanas e nado foi tratado com enalapril, além de sobrepeso
apresentaram intolerancia a glicose e RI, conforme ja mencionado. Outros autores
demonstraram que SHRs tratados com losartana (um bloqueador de receptores
AT1), através de uma minibomba subcutanea reduziu a PAS, porém essa reducao é
discreta (em torno de 10mmHg) mas mantida mesmo ap0s 64 semanas em que seu
uso foi cessado (BAUMAN et al., 2007).

A administracdo de enalapril, durante o desenvolvimento pds-natal, antes da

instalacdo do quadro de hipertensdo em SHRs, até a vida adulta preveniu o0 aumento
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da massa corporal, atenuou o quadro de hipertrofia cardiaca agravado pelo
consumo de DH, melhorou o desempenho cardiaco e a disfuncdo endotelial em
SHRs. A reducdo de massa corporal observada na evolugdo do crescimento nos
animais tratados com enalapril, que culmina no grupo que recebeu a DH com
reducdo de 60%, é de grande relevancia, pois esse IECA é um dos mais utilizados
no tratamento da HA e nossos dados confirmam a perspectiva para 0 uso nha
obesidade. Masuo e cols. (2001) relatam estd reducdo de peso corporal em
pacientes hipertensos obesos, observacdo que é confirmada experimentalmente por
Santos e cols. (2008) em ratos normotensos.

A atenuacao da hipertrofia cardiaca, em SHRs que consumiram a DH, tratados
com enalapril, € corroborada pela reducao dos niveis de ANP e BNP — marcadores
de hipertrofia cardiaca. Este resultado esta em acordo com os achados de Patel e
colaboradores (2018), utilizando o ramipril (um IECA). E conhecido que o aumento
da atividade do SRA exerce um papel importante no desenvolvimento da hipertrofia
ventricular esquerda, sendo mostrado uma correlacdo entre a atividade da renina
plasmatica e a massa ventricular esquerda. Ha evidéncias de que farmacos que
agem sobre o SRA tém efeitos especificos sobre a hipertrofia ventricular, que parece
independente da reducdo de pressdo arterial (RUILOPE e SCHMIEDER, 2008;
PATEL et al., 2017). O aumento da hipertrofia cardiaca encontrada no grupo que
recebeu a DH e néo foi tratado com enalapril se coaduna com o inicio da disfungéo
cardiaca, demonstrada pela reducdo da resposta inotrépica ao ISO em
concentracfes elevadas, encontrada nos experimentos com coracao isolado. Deve-
se considerar que niveis elevados de pressao arterial coexistem com elevacdo de
catecolaminas que induz dessensibilizacdo e down-regulation dos receptores beta-
adrenérgicos com alteragdes na sinalizacdo pos-sinatica (LEFKOWITZ, 1998).
Nossos dados confirmam que a DH causa prejuizo no desempenho cardiaco,
agravado neste caso pela HA e que o enalapril é capaz de atenuar ou reverter esses

efeitos.

A hipertensdo crbnica promove remodelagem e disfuncdo endotelial que em
SHRs deve-se primariamente a ativacdo do SRA que contribui diretamente para o
aumento na producédo de EROS que podem atuar na eNOS e reduzir a producédo do
ON, este quadro € agravado na presenca da obesidade. Portanto, era necessario

verificar se o tratamento com enalapril antes mesmo do aparecimento do quadro de
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hipertensdo nestes animais, os protegia deste efeito deletério. Seguramente, o
quadro de disfuncéo foi melhorado e isto se deve, pelo menos em parte, a reducao
do estresse oxidativo, expressa com melhora no relaxamento dependente de
endotélio. O relaxamento nos SHR possivelmente seja dependente de eNOS.
Hipertensdo e obesidade estdo associadas a anormalidades vasculares, tais
como disfuncdo endotelial, aumento da resposta vasocontratil e o remodelamento
vascular (BRANDES et al.,, 2014; TOUYZ et al., 2018). Diversos autores tém
relacionado estas alteracbes dos componentes vasculares a maior ativacdo do SRA,
o qual contribui com o aumento do estresse oxidativo, menor biodisponibilidade do
ON e maior producdo dos derivados da via do acido araquidbnico, como 0
tromboxano A2 e COX-2. (KNIGHT et al.,2008; IANTORNO et al., 2014; PRIETO et
al., 2014). E importante destacar que a disfuncdo endotelial resulta inicialmente da
reducdo da biodisponibilidade do ON (BRANDES et al., 2014). Neste estudo, a
exposicao crénica (12 semanas) dos animais a uma dieta hiperlipidica (grupo DH)
resultou em prejuizo na resposta vasorrelaxante-dependente do endotélio a
acetilcolina. Por sua vez, o tratamento com um inibidor da ECA, o enalapril, atenuou
0S prejuizos no relaxamento vascular observados na hipertensdo associada ou nao
a presenca de uma dieta rica em lipidios. Na aorta de ratos, o0 ON é um dos
principais agentes vaso relaxantes (ZYGMUNT et al., 1995). Neste protocolo, curvas
dose-resposta na presenca de um inibidor da enzima éxido nitrico sintase endotelial
(eNOS), ndo apenas aboliu o relaxamento vascular induzido por acetilcolina, como
potencializou a resposta vaso contratii a fenilefrina em ambos o0s grupos
experimentais. Por outro lado, HA e obesidade sdo comumente relacionadas ao
aumento da contratilidade das células do musculo liso vascular (YAMAWAKI, 2011;
GOULOPOULO; WEBB, 2014). Os resultados obtidos neste estudo demonstram
gue o consumo da DH induziu maior contratilidade da aorta, qguando comparada ao
controle. Por sua vez, o tratamento com enalapril atenuou esta resposta em ambos
0S grupos, expostos ou ndo a dieta rica em lipidios. O aumento do estresse
oxidativo, bem como a RI, promovidos pela obesidade e pela HA, estdo associadas
a disfuncdo endotelial, aumento da resposta contratil & fenilefrina devido ao aumento
da produgéo da COX-2, via ativacdo do SRA (HADDOCK et al., 2011). O aumento
da expressdo de COX-2 tem sido relacionado a inflamacdo vascular (FELETOU et
al., 2009). Para investigar os efeitos das COXs na aorta de animais SHR expostos a

uma dieta hiperlipidica, as artérias foram pré-incubadas com um inibidor ndo-seletivo
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das COXs, a indometacina. Os nossos dados indicam que a inibicdo desta via, bem
como a inibicdo do SRA, resultou em maior relaxamento vascular e atenuacédo da
resposta contratil, em ambos o0s grupos experimentais. Contudo, 0s mecanismos

envolvidos nestes achados ndo estdo totalmente elucidados.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo, demonstraram que a dieta rica em lipidios
promoveu aumento do peso corporal com um quadro de RI e intolerancia a glicose,
aumento do estresse cardiaco que agravou o quadro de hipertrofia cardiaca e
antecipou a disfuncdo cardiovascular encontrada em animais hipertensos.
Entretanto, o tratamento com enalapril administrado precocemente, desde o
desmame até a vida adulta, foi capaz de atenuar ou impedir esses efeitos deletérios,
melhorando os niveis pressoricos e a disfuncdo vascular. Os efeitos induzidos pelo
enalapril neste estudo corrobora a importancia do SRA neste modelo de hipertensao
genética associado ao consumo de dieta obesogénica. Estes resultados suportam a

ideia de que o enalapril é potencialmente benéfico no quadro de obesidade.
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