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RESUMO

7

A obesidade é considerada um dos principais fatores de riscos para doencas
cardiovasculares (DCVSs). Seu crescimento acelerado despertou preocupacao e interesse
da comunidade cientifica a fim de compreender melhor os principais mecanismos
envolvidos entre essa comorbidade e os distirbios que acometem o sistema
cardiovascular. E possivel que parte dessas alteragcdes seja decorrente da ativacdo do
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), uma vez que esse sistema pode estar
superativado em condicdo de obesidade. A angiotensina Il, como principal peptideo
efetor do SRAA, exerce inUmeras a¢bes na vasculatura, dentre elas proliferacdo do
musculo liso vascular e vasoconstricdo. Esses efeitos podem acarretar uma maior
probabilidade de desenvolvimento de disfuncé&o endotelial e remodelamento vascular.
Sendo assim, 0 objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos de uma dieta
hiperlipidica sobre a funcéo e estrutura de artérias de ratos bem como o envolvimento do
SRAA nas possiveis alteracdes vasculares induzidas pela dieta. Para isso, ratos da
linhagem Wistar receberam dieta hiperlipidica aos 2 meses de idade e a partir dos 4
meses uma parte dos animais foi tratada com losartan (15mg/kg/dia, via oral, por
gavagem). Aos 6 meses, 0s animais foram submetidos a experimentos de reatividade
vascular em artéria mesentérica de resisténcia (AMR), medida das propriedades
mecanicas e estruturais em AMR e medida da liberacdo de Oxido nitrico e producéo de
espécies reativas de oxigénio. Os animais alimentados com dieta hiperlipidica
apresentaram prejuizo do relaxamento a acetilcolina em AMR. Na presenca do inibidor
da cicloxigenase (Indometacina), do mimético da superéxido dismutase (tempol) e do
inibidor da NADPH oxidase (apocinina) essas alteracdes foram revertidas, sugerindo um
aumento do perfil inflamatdrio e oxidativo nas artérias desses animais. A espessura da
parede e a relacdo parede/lumen foram aumentadas, enquanto a distensibilidade e o
didmetro do vaso e do limen apresentaram-se diminuidos em AMR dos animais
alimentados com dieta hiperlipidica. A area de seccao transversal ndo foi modificada
nesses animais. A producdo de espécies reativas de oxigénio ndo apresentou diferenca
entre 0s animais controles e o0s alimentados com a dieta hiperlipidica, ja a

biodisponibilidade de 6xido nitrico mostrou-se reduzida no grupo experimental. O



tratamento crénico com losartan reverteu o prejuizo da funcéo endotelial e alteracdes
estruturais em AMR dos animais alimentados com a dieta hiperlipidica. A
biodisponibilidade de 6xido nitrico também foi restaurada nesses animais pelo tratamento
com losartan. Os resultados obtidos indicam que a dieta hiperlipidica foi capaz de
provocar alteragdes no sistema vascular dos animais. Essas alteragdes ao que tudo
indica sdo mediadas pelo estresse oxidativo e pelos metabdlitos derivados da
ciclooxigenase. A dieta também provocou altera¢des estruturais em AMR dos animais e

a angiotensina Il parece ser responsavel por estimular essas alteracées.

Palavras-chave: Obesidade. Disfuncdo endotelial. Remodelamento vascular.

Angiotensina .



ABSTRACT

Obesity is considered a major risk factor for cardiovascular disease (CVD). Its accelerated
growth aroused concern and interest in the scientific community in order to better
understand the main mechanisms involved between this comorbidity and the disorders
that affect the cardiovascular system. It is possible that part of these alterations is due to
the activation of the aldosterone angiotensin renin system (AARS), since this system may
be overactivated in obesity conditions. Angiotensin Il, as the main effector peptide of
AARS, exerts several actions on the vasculature, among them vascular smooth muscle
proliferation and vasoconstriction. These effects may lead to a great probability of
developing endothelial dysfunction and vascular remodeling. Thus, the aim of the present
study was to investigate the effect of high fat diet on the function and structural of the
arteries of rats and the involvement of the AARS in the possible vascular changes induced
by the diet. For this, Wistar rats received a high fat diet at 2 months of age and from 4
months one group of the animals was treated with losartan (15 mg/kg day, via gavage).
At 6 months of age, the animals were submitted to vascular reactivity experiments in the
resistance mesenteric artery (RMA), measured the structure and mechanics properties of
the RMA and measurement of vascular nitric oxide release and vascular reactive oxygen
species production in RMA. The high fat diet group showed relaxation impairment to
acetylcholine in RMA. In the presence of indomethacin (COX inhibitor), tempol (SOD
mimetic) and apocynin (NADPH oxidase inhibitor) these changes were reversed,
suggesting an increase in the oxidative and inflammatory profile in the arteries of this
group. Wall thickness and wall-to-lumen ratio were increased. On the other hand,
distensibility and vessel and lumen diameter were decreased in RMA of high fat diet
group. The cross-sectional area was not modified in these animals. The reactive oxygen
species production showed no difference between the studied groups; however the
bioavailability of nitric oxide was reduced in high fat diet group. Chronic treatment with
losartan was able to reverse the damage of endothelial function and structural alterations
in RMA of high fat diet group. The bioavailability of nitric oxide was also restored in these
animals by treatment with losartan. The results obtained demonstrate that high fat diet

was able to cause changes on the vascular system of the animals, which appear to be



mediated by oxidative stress and increased metabolites derived from COX-2. The high fat
diet was also able to cause structural alterations in resistance mesenteric artery of animals

and angiotensin Il seems to be responsible for stimulating these alterations.

Keywords: Obesity. Endothelial dysfunction. Vascular remodeling. Angiotensin II.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) séo consideradas um grande problema de
salde por serem as principais causas de mortalidade no mundo (WHO). Dados
epidemiol6gicos mostram que mais de 17 milhdes de pessoas morrem anualmente por
doencas que acometem 0 coracdo e 0S vasos sanguineos. Além da predisposicao
genética, diversos fatores de riscos, como a hipertensao arterial sistémica (HAS), o
diabetes e a obesidade podem colaborar para o surgimento de infarto agudo do
miocardio, acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca (WHO). Uma vez que a
variante genética ndo pode ser modificada, torna-se essencial um maior controle em
torno dos fatores de riscos modificaveis, como uma dieta controlada com menor consumo

de sal e gordura e a pratica de atividade fisica (PAHO/WHO).

Dentre os principais fatores de riscos, a obesidade vem chamando a atencéo da
comunidade cientifica e tem se tornado alvo de intensos estudos devido ao seu
crescimento alarmante nos ultimos anos (WHO). Diante disso, pesquisadores investem
tempo e recursos a fim de compreender melhor os principais mecanismos envolvidos
entre a obesidade e o sistema cardiovascular (GRAMLICH et al., 2018; LINDERMAN et

al., 2018; LOPEZ-JARAMILLO et al., 2018; FERRON et al., 2018).

Com o desenvolvimento da obesidade o tecido adiposo sofre expansao e com isso
ocorrem infiltracBes de células imunes, como macréfagos e células T. Essas células
liberam uma série de adipocinas inflamatdrias, caracterizando a obesidade como uma
doenca inflamatdria créonica (RAMALINGAM et al., 2017). Dentre as adipocinas pro
inflamatorias liberadas pelo tecido adiposo estéo a interleucina 6 (IL-6), o fator de necrose

tumoral a (TNFa) e a leptina (FELICE; FORNY-GERMANO; VIEIRA, 2019). Os adipocitos
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também sdo capazes de liberar adipocinas anti-inflamatérias, como a adiponectina;
entretanto, estudos mostram que esta adipocina encontra-se reduzida em condi¢des de
obesidade. Esse aumento na liberacdo de substancias pro inflamatérias e reducéo de
substancias anti-inflamatérias € uma caracteristica marcante da disfuncdo do tecido
adiposo quando este encontra-se em expansdo (ACHARI; JAIN, 2017; GUZIK et al.,

2017).

Situacdes de obesidade tém sido fortemente associadas a uma maior ativacao do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), devido principalmente ao fato do tecido
adiposo apresentar toda maquinaria bioquimica necessaria para a producdo dos
componentes desse sistema (GRAUS-NUNES; SOUZA-MELLO, 2018; SCHUTTEN et
al., 2017). O SRRA é considerado o principal sistema no controle de fluidos e por isso
possui grande participacdo na regulacdo da pressao arterial. Diante disso, o tecido
adiposo pode exercer grande contribuicdo para a elevacdo dos niveis circulantes de
aldosterona e de angiotensina Il, os quais podem contribuir para 0 comprometimento da

estrutura e funcao do sistema cardiovascular (SCHUTTEN et al., 2017).

A angiotensina Il é considerada o principal peptideo bioativo do SRAA. Esse
peptideo, quando em excesso, atua ativando vias de sinalizacdo que estdo envolvidas
com grandes prejuizos a diversos sistemas, como € o caso do sistema cardiovascular.
Uma dessas vias estd associada ao estresse oxidativo e a inflamacdo, com maior
geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de citocinas inflamatérias (TREJO-
MORENO et al., 2018). Além disso, a angiotensina Il, através do seu potente papel
vasoconstritor exerce grande influéncia no controle do ténus vascular e assim pode vir a

colaborar para o desenvolvimento de um dos principais fatores de risco cardiovascular, a
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hipertenséo arterial (SILVA et al., 2017). A angiotensina Il ainda pode interferir no
funcionamento das células beta pancreéticas, através da acdo das ERO que inibem a
sintese e liberacdo de insulina. Diante disso, outro importante fator de risco para as DCV,
o diabetes mellitus, tem maior risco de desenvolvimento (RAMALINGAM et al., 2017).
Ainda na vasculatura, a angiotensina Il induz crescimento da parede vascular, através da
ativacdo de vias de sinalizacéo ligadas a ERK,a MAPK e a Rho/ROCK, todas
relacionadas com o processo de remodelamento vascular (KAWAI et al., 2017; NOUR-

ELDINE et al., 2016; ZHAO et al., 2018).

Embora se saiba que a obesidade pode levar a prejuizos no funcionamento do
sistema cardiovascular e ainda que evidéncias cientificas mostrem um envolvimento do
SRAA nessas alteracfes, tornam-se necessarios estudos que visem identificar os tipos
de comprometimento e principais mecanismos envolvidos nessas perturbacdes. Para
isso, um modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica que cursa com alteracao
do metabolismo de glicose e da funcdo endotelial vem sendo amplamente utilizado.
Diante disso, 0 presente estudo possui como principal objetivo investigar os efeitos de
uma dieta hiperlipidica nos parametros funcionais, estruturais e mecanicos de artérias de
ratos e ainda avaliar se o0 SRAA pode estar envolvido em possiveis alteracfes

decorrentes do consumo desta dieta.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 OBESIDADE

Considerada um grande problema de saude publica, a obesidade surge de um
desequilibrio entre 0 consumo e o0 gasto energético com consequente hipertrofia e
hiperplasia dos adipécitos. A obesidade normalmente se desenvolve a partir de fatores
multiplos, porém, os fatores nutricionais bem como as altera¢ges no estilo de vida sé&o
pontos determinantes para o surgimento desta condicdo (RASHID et al.,, 2018;
SACERDOTI et al., 2018; SIBUY!I et al., 2018;). Ela é caracterizada pela expanséo do
tecido adiposo e definida quando se atinge um IMC acima de 30 kg/m? (AROOR et al.,
2013; GRUZDEVA et al., 2018; SEILER et al., 2019). O crescimento acelerado dos
numeros de casos novos de obesidade na populacédo de varios paises, incluindo o Brasil,
tem preocupado os sistemas de saude, principalmente por ser a obesidade um
importante fator de risco para as DCV (OIKONOMOU; ANTONIADES, 2019),
considerada hoje a principal causa de morte no mundo (OMS). Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2016 mais de 650 milhdes de individuos

apresentavam obesidade (OMS).

O tecido adiposo é classificado em dois tipos diferentes: o tecido adiposo branco
ou unilocular e o tecido adiposo marrom ou multilocular. Além das diferencas
morfoldgicas, os tipos de tecido adiposo sao também fisiologicamente distintos (FERACO
et al., 2013). Enquanto o primeiro tem caracteristicas de estocagem de energia na forma
de triglicerideos, o segundo apresenta principalmente caracteristicas termogénicas,

dissipando energia na forma de calor (SCHOETTL; FISCHER; USSAR, 2018; MAO;
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ZHANG, 2018). No entanto, o tecido adiposo branco possui a capacidade de se modificar,
obtendo caracteristicas do tecido adiposo marrom, processo este conhecido como
‘browning” (FERACO et al., 2013). O tecido adiposo produz e secreta substancias
conhecidas como adipocinas. Algumas dessas substancias apresentam carater pro-
inflamatério, ja outras sdo anti-inflamatérias. Dentre as principais adipocinas secretadas
pelo tecido adiposo estédo: as leptinas, adiponectinas, interleucinas (IL), resistinas e o
TNFa (UNAMUNO et al., 2018; KANG, 2013). Devido a grande quantidade de
substancias liberadas, dentre elas hormaonios, o tecido adiposo pode ser considerado um
orgao enddcrino que € capaz de exercer fungdes importantes, como na regulacéo da
pressao arterial e na homeostase da glicose (KALUPAHANA; CLAYCOMBE;
MOUSTAID-MOUSSA, 2011; DE SOUZA et al., 2018). No entanto, o tecido adiposo pode
sofrer disfuncdo quando ocorre um acumulo exagerado de gordura, o que acarreta
desequilibrio na secrecéo das adipocinas. A obesidade € um exemplo em que o tecido
adiposo se encontra disfuncional. Nesta situacdo ocorre uma maior infiltracdo de células
inflamatorias, com predominancia da liberacdo de substancias pré-inflamatdérias, o que
caracteriza a obesidade como uma doenca inflamatéria cronica (CARIA et al., 2018;
KALUPAHANA; CLAYCOMBE; MOUSTAID-MOUSSA, 2011; OUAKININ; BARREIRA,;
GOUIS, 2018). Este desequilibrio no funcionamento dos adipdcitos contribui para o
aparecimento de resisténcia a alguns hormonios, como a insulina e a leptina. Toda essa
alteracao na fisiologia do tecido adiposo decorrente da obesidade pode levar a grandes
comprometimentos da funcdo vascular (GRUZDEVA et al.,, 2018; OIKONOMOU;

ANTONIADES, 2018).

No sistema vascular, a obesidade esta ligada, sobretudo, ao desenvolvimento da
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disfuncao endotelial. Esta disfungéo se deve principalmente a uma redugéao na producao
de *NO, consequente do aumento do estresse oxidativo e do estado inflamatdrio (DUNN,
DAS, 2017; RASHID et al.,, 2018). Um estudo realizado por Oishi et al.,, (2018)
demonstrou um aumento de citocinas pro-inflamatodrias e reducdo de citocinas anti-
inflamatérias em um modelo de obesidade induzido por dieta. O perfil inflamatério dos
animais também foi associado com reducéo de *NO e prejuizo na funcao endotelial. Além

disso, os animais também apresentaram elevacdo tempo-dependente da pressao arterial.

2.2 O SISTEMA VASCULAR EM CONDICOES FISIOLOGICAS E PATOLOGICAS

O sistema vascular é formado por uma extensa rede de vasos, cuja funcao
principal é conduzir elementos essenciais para todos os tecidos do corpo (p.ex.
nutrientes, oxigénio e hormoénios) e coletar as excretas metabodlicas para serem
eliminadas por 6rgdos excretores (MONAHAN-EARLEY; DVORAK; AIRD, 2013). Com
excecao dos capilares, os vasos sanguineos sao formados por trés camadas bem
definidas (Figura 1) (LAMMERT; AXNICK, 2012). A camada mais interna ou intima é
formada apenas por uma unica camada de células endoteliais e uma lamina basal de
tecido conjuntivo. A camada intermediaria, ou camada média, é formada por células
musculares lisas capazes de regular o diametro dos vasos através da sua capacidade de
vasoconstricdo e vasorrelaxamento. A camada mais externa € chamada de adventicia e
nela encontram-se componentes tipicos do tecido conjuntivo, como fibroblastos, fibras
elasticas e colagenas, além de terminacdes nervosas e pequenos vasos sanguineos
responsaveis pela nutricdo da parede, o vaso vasorum. Envolvendo esse arcabouco da

parede vascular, existe ainda uma camada de tecido adiposo perivascular (PVAT), que
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atualmente vem sendo reconhecido como um tecido altamente ativo, capaz de liberar
uma série de substancias que influenciam de forma paracrina o ténus vascular, ndo
apenas em vasos de condutancia, mas também em vasos de pequeno calibre (AYALA-

LOPEZ; WATTS, 2017; MULVANY; AALKJAER, 1990).

O endotélio foi considerado por muito tempo apenas como uma simples barreira
mecanica para separar as camadas adjacentes da parede do sangue circulante
(RADENKOVIC et al., 2016; VERSARI et al., 2009). No entanto, através de inUmeros
estudos realizados a partir da década de 1980, descobriu-se que a funcdo desta
monocamada de células vai muito além de uma interface fisica entre o limen vascular e
os demais componentes da parede (CAHILL;, REDMOND, 2016). O endotélio é
atualmente reconhecido como um componente indispensavel para a regulacédo de
importantes funcdes do sistema cardiovascular (VANHOUTTE, 2018). Embora sua
funcdo de maior destaque seja a de controlar o tbnus vascular através da liberacéo de
fatores vasodilatadores e vasoconstritores, o endotélio também libera substancias que
agem nos processos de crescimento, proliferacdo e migracdo de células da parede
vascular, na coagulacdo sanguinea, no processo inflamatério e no equilibrio redox
(RADENKOVIC et al., 2016). Os fatores de relaxamento derivados do endotélio sdo: o
oxido nitrico (*NO), a prostaciclina (PGl.) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF) (BAUERSACHS; WIDDER, 2008; DE VRIESE et al., 2000). O *NO é um gas e
ao ser produzido pelas células endoteliais, através de uma reacgao catalizada pela sintase
de *NO, difunde-se até a musculatura lisa vascular, onde ativa a enzima guanilato ciclase
solavel, acarretando um aumento intracelular dos niveis de 3'.5'-monofosfato de

guanosina ciclico (GMPc) (VANHOUTTE; SCOTT-BURDEN, 1994; ZHAO;
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VANHOUTTE; LEUNG, 2013). A PGl por sua vez, é um derivado do metabolismo do
acido araquidénico/ ciclooxigenase que age ativando a enzima adenilato ciclase e,
portanto, aumentando os niveis de 3.5 adenosina-monofosfato-ciclico (AMPc)
(SHIMOKAWA et al., 1988). J& o EDHF, cuja identificacdo quimica ainda é controversa,
atua aumentando a condutancia ao ion potassio (K*) com consequente hiperpolarizacao

das células musculares lisas (CAHILL; REDMOND, 2016).

Além dos fatores de relaxamento, o endotélio também produz fatores
vasoconstritores, como os peptideos angiotensina Il e endotelina-1 (ET-1), os derivados
da via da COX, as prostaglandinas E», F2. (PGF2, e PGE>) e o tromboxano Az (TxA2) e
0s anions superoxidos (RADENKOVIC et al., 2016). A angiotensina Il € um octapeptideo
gue possui grande importancia para o sistema vascular. Além do seu efeito
vasoconstritor, também tem efeito pro-trombogénico, pro-oxidante e pro-inflamatorio.
Ademais, a angiotensina Il também atua estimulando fatores de crescimento e de
proliferacdo celular (RADENKOVIC et al., 2016). A ET-1 foi o primeiro fator contratil
derivado do endotélio identificado, sua descoberta data de 1988. Considerado o mais
potente agente vasoconstritor, este peptideo é formado por 21 aminoacidos e atua em
dois tipos de receptores, 0 ETa e 0 ETg, que sdo expressos tantos nas células endoteliais
guanto nas células do musculo liso vascular. Além da sua a¢éo vasoconstritora, a ET-1
também possui efeitos pro-inflamatérios e de proliferacdo celular (CAHILL; REDMOND,
2016). Das prostaglandinas vasoconstritoras derivadas do endotélio, o TxA2 € o que
apresenta maior sensibilidade e poténcia pelo receptor TP. Além de vasoconstritor, o
TxA2 é um potente agente ativador da agregacao plaquetaria (WONG; VANHOUTTE,

2010). Quanto aos anions superoxido, seus efeitos na contracdo da musculatura lisa
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vascular se dado através de varios mecanismos, dentre eles: 0 aumento da concentragdo
intracelular de célcio, a reducéo na biodisponibilidade do *NO e a ativacao da via da Rho-

kinase (TOUYZ, 2005).

A camada média da parede vascular é separada da camada intima pela lamina
elastica interna (RHODIN, 1980). Esta camada é formada por células musculares lisas
qgue estdo envolvidas por fibras elasticas, fibras de colageno e proteoglicanos que
compdem a matriz extracelular (WANG; ZEINALI-DAVARANI; ZHANG, 2016). A camada
meédia possui grande importancia na regulacdo direta do tdbnus vascular por responder
com vasoconstricdo ou vasodilatacdo a estimulos gerados por substancias vasoativas
circulantes ou localmente liberadas pelo endotélio ou pelas terminacées nervosas. Em
vasos de pequeno calibre, canais de baixa resisténcia, conhecidos como juncdes do tipo
“‘gap” (gap-junctions) comunicam a camada média com a camada intima. Esses canais
permitem a passagem de substancias vasoativas, garantindo alta condutividade e
sincronizacdo entre as células endoteliais e as células musculares (SCHMIDT et al.,
2008). O funcionamento adequado das células da camada média, sobretudo das artérias
de pequeno calibre e das arteriolas é de grande importancia, uma vez que participam
ativamente da regulacdo da pressao sanguinea e da perfusao tissular (WANG et al.,
2015). Em algumas situa¢fes patoldgicas, uma das altera¢cdes comuns nesta camada é
a alteracdo da responsividade das células musculares lisas a agentes vasoconstritores
ou vasodilatadores. Isso pode se dar quando existem quantidades suficientes de
substancias vasoativas, como o *NO, porém com resposta vasodilatadora comprometida
ou ainda quando a resposta a agentes vasoconstritores, como a noradrenalina,

endotelina-1 ou angiotensina I, estd exacerbada (VANHOUTTE, 2018). Outra situacéo
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gue pode comprometer a resposta vasomotora do musculo liso vascular € a alteracao
das conexinas, proteinas que compdem as juncdes do tipo “gap” entre as células
musculares lisas e que podem estar relacionadas com situa¢ées patolégicas importantes,
como a hipertensédo arterial (SCHMIDT et al., 2008). Alteragbes nos constituintes da
matriz extracelular também contribuem para as complicacdes do sistema cardiovascular
em algumas situagbes, as quais estdo associadas ao desenvolvimento do
remodelamento vascular, que serd detalhado mais adiante neste trabalho (WANG;

ZEINALI-DAVARANI; ZHANG, 2016).

A camada adventicia é separada da camada meédia pela lamina elastica externa.
Essa camada constitui uma rede de fibras colagenas e é formada por fibroblastos,
linfocitos, macrofagos, terminacdes nervosas e por células progenitoras (SCHWARTZ;
MAJESKY; VIRMANI, 2018; WANG; ZEINALI-DAVARANI; ZHANG, 2016). Esta camada
tem uma importante funcao de suporte dos vasos, porém possui também capacidade de
liberar substancias vasoativas. A camada adventicia pode ser responsavel em parte pela
geracdo de ERO provenientes da enzima NADPH oxidase, assim como pode também
ser responsavel pela liberacdo de ET-1 proveniente de fibroblastos (NAVA; LLORENS,
2016). Diante disso, a camada adventicia também tem importante contribuicdo para as
alteracoes vasculares em algumas condi¢des patoldgicas que culminam com o processo

de enrijecimento da parede vascular (GINGRAS et al., 2009).

O tecido adiposo perivascular (PVAT) circunda 0s vasos sanguineos de
praticamente todos os tecidos, com excecéo do sistema nervoso central. Nao se trata de
uma camada apenas para suporte estrutural da parede vascular, mas sim de um local de

importantes caracteristicas que medeiam diferentes respostas fisioldgicas. Dependendo
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do leito vascular e até mesmo em um mesmo leito, o PVAT pode ser do tipo branco ou
marrom. Nos vasos da circulagdo mesentérica predomina o tecido adiposo branco,
enquanto na aorta podem ser encontrados os dois tipos: a porgéo toracica € circundada
por tecido adiposo marrom, enquanto a por¢cdo abdominal estd circundada por tipo
adiposo branco. Essa diferenca entre os tipos de tecido adiposo ndo é uma questao
apenas fenotipica, mas principalmente funcional, uma vez que o tipo branco apresenta

um carater mais inflamatorio comparado ao tipo marrom (PADILLA et al., 2013).

O PVAT possui importante papel na homeostase vascular, sendo capaz de
participar da regulacdo do tbnus dos vasos através da liberacdo tanto de fatores
contrateis quanto vasodilatadores (KONG et al., 2018; WITHERS et al., 2013). As
adipocinas, como a adiponectina e a leptina e as diversas substancias ativas, como o
*NO e as ERO, além de citocinas inflamatdérias, como a IL-6 e o0 TNFa sao algumas das
substancias liberadas pelos adipdcitos perivasculares (AGHAMOHAMMADZADEH et al.,
2012; SZASZ; WEBB, 2012). Os fatores liberados pelo PVAT se difundem para as outras
camadas do vaso, modulando assim a fungéo vascular. Além disso, esta quarta camada
pode também participar do processo de remodelamento vascular através da liberacdo de
substancias, como a angiotensina Il e a leptina, que estimulam a proliferacdo da
musculatura lisa da camada média (ALMABROUK et al., 2014; RAJSHEKER et al., 2010).
Quando disfuncional, o PVAT pode estar envolvido na fisiopatologia de diversas
alteracdes vasculares, como na hipertensdo arterial, no diabetes, na obesidade, no

aneurisma e na aterosclerose (ALMABROUK et al., 2014).
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Adventicia intima

Musculoliso Endotélio

Lamina elastica externa w o
Lamina elastica interna

Tecido adiposo perivascular

Figura — 1. Representagdo da estrutura da artéria. A artéria € composta por trés camadas bem definidas:
a camada intima, média e adventicia. A camada intima é formada por células endoteliais e é separada pela
camada média pela lamina elastica interna. A camada média por sua vez, é formada por células do musculo
liso e é separada da camada adventicia pela lamina elastica externa. A proposta de uma quarta camada
formada por tecido adiposo perivascular também é proposta como parte estrutural da artéria. (Modificado
de Blausen.com staff., 2014).

2.2.1 Disfuncéo endotelial

Na presenca de fatores de risco cardiovascular como o diabetes mellitus, a
hiperlipidemia, o tabagismo, o consumo excessivo de alcool e a hipertensao arterial, o
equilibrio homeostético do endotélio € perdido, alterando o padrao fisiolégico de producéo
e liberacdo de varios mediadores. Esse desequilibrio é caracterizado pela reducéo de
fatores vasodilatadores e predominancia da liberacao de fatores vasoconstritores, fatores
de crescimento, tendéncia a agregacdo plaquetaria, maior adesdo de leucécitos e
desenvolvimento de trombose (AFLYATUMOVA et al., 2018; VANHOUTTE, 2009). A

superproducdo de fatores contrateis e uma producdo prejudicada de fatores
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vasodilatadores predispde ao aumento da resisténcia vascular periférica, uma situacao
comum em doencas como a hipertenséo arterial e o diabetes mellitus (TAKAOKA et al.,
2009). Alguns estudos, tanto em humanos como em animais experimentais (GAMEZ-
MENDEZ et al., 2015; MA et al. 2010, OISHI et al., 2018), tém demonstrado a existéncia
de disfuncédo endotelial na obesidade e em situacdo de dislipidemia, a qual tem sido
caracterizada por alteracbes no relaxamento dependente do endotélio induzido por
agonistas como a acetilcolina e a bradicinina. Entretanto, a disfun¢édo endotelial ndo se
resume apenas a um prejuizo da resposta vasodilatadora dependente do endotélio.
Outros estudos tém demonstrado que na obesidade, o endotélio disfuncional produz
maiores quantidades de fatores vasoconstritores (LOBATO et al., 2012; TRAUPE et al.,
2002). Estes fatores, além da acao vasoconstritora, também participam de processos de
crescimento e proliferacdo celular e da agregacao plaquetaria (FUJINO et al., 2002;

KASHIWAGI et al., 2018).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da disfuncdo endotelial séo
multiplos e dependem da situacéo de risco ao qual o individuo esta exposto, bem como
do leito vascular em questdo (LOBATO et al., 2012; POBER; MIN; BRADLEY, 2008; SU,
2015). A diminuicdo da expressao e/ou atividade da eNOS, enzima responsavel pela
producdo de o6xido nitrico no endotélio, € um dos mecanismos relacionados com o
desenvolvimento da disfuncdo endotelial (FORSTERMANN; MUNZEL, 2006). Alguns
fatores, como o TNFa e a lipoproteina de baixa densidade oxidada (Ox-LDL) quando em
concentracfes elevadas, como na obesidade, podem alterar a expresséao e atividade da
eNOS (CARRIZO et al., 2018). Outro mecanismo relacionado com o desenvolvimento da

disfuncdo endotelial € o estresse oxidativo. Uma producdo exagerada de espécies
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reativas de oxigénio e nitrogénio, juntamente com deficiéncia dos sistemas antioxidantes
endogenos levam a um prejuizo da biodisponibilidade de *NO (MAURICIO et al., 2018),
e, portanto, a uma maior predisposicao a adesdo e agregacao plaquetaria, a proliferacao
do musculo liso vascular, a inflamacao e a aterogénese (MAURICIO et al., 2018). O
estresse oxidativo também induz desacoplamento da eNOS e assim contribui ainda mais

para a disfuncéo vascular (FORSTERMANN; MUNZEL, 2006).

Além desses mecanismos, merecem destaque no desenvolvimento da disfuncao
endotelial os produtos derivados do metabolismo do acido araquidbnico/ ciclooxigenase
(COX). O aumento da expresséo da COX e da liberacao de prostandides vasconstritores
tém sido associados ao desenvolvimento de disfuncdo endotelial em diversas condicbes
de risco cardiovascular, como a obesidade, a hipertenséo arterial e o diabetes mellitus
(BAGI et al., 2006; TRAUPE et al., 2002; XAVIER et al., 2008). Os prostanoides derivados
da via da COX quando liberados em excesso podem provocar prejuizo da vasodilatacédo
dependente do endotélio e aumento da resposta vasoconstritora (DE QUEIROZ et al.,
2017). Em condicGes basais, os prostanoides sao encontrados em baixas concentracoes,
no entanto, em situacdes de estresse oxidativo ocorre um significativo aumento na
concentracdo destes mediadores, devido maior geracéo de radicais livres (MUNOZ et al.,
2015; TIAN et al., 2012). Algumas ERO, a exemplo dos anions superoéxido, induzem a
expressdo e atividade da COX-2, ao mesmo tempo em que o metabolismo da COX-2
também gera anions superdxido (HU et al., 2017; MARTINEZ-REVELLEZ et al., 2013;
ONODERA et al., 2015). Esse ciclo vicioso potencializa o desequilibrio redox e, portanto,
contribui ainda mais para o prejuizo da biodisponibilidade do *NO e para o

desenvolvimento da disfungcao endotelial (VIRDIS et al., 2013).
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A capacidade de reparacdo do endotélio também é um importante fator para
manter a homeostase da parede vascular. As células progenitoras endoteliais tém a
capacidade de se diferenciar e apresentar caracteristicas de células endoteliais,
auxiliando com isso na reparacéo do tecido lesado. Entretanto, em algumas condi¢cbes
patoldgicas, como o diabetes mellitus, a capacidade de diferenciacao dessas células esta
prejudicada, o que contribui para a manutencdo do quadro de disfuncdo endotelial

(CARRIZO et al., 2018).

A disfuncéo do endotélio cursa com desequilibrio no controle do ténus vascular
podendo acarretar a longo prazo em elevagédo sustentada da pressao sanguinea. Em
resposta a esta alteracdo hemodinamica, a camada média da parede vascular é capaz
de reorganizar os componentes celulares e extracelulares e assim participar ativamente

do processo de remodelamento vascular (RUDIC, SESSA, 1999).

2.2.2 Remodelamento vascular

Esta bem documentado na literatura que varias situacdes de risco cardiovascular,
como a hipertensdo arterial, o diabetes mellitus e o envelhecimento, cursam com
alteracdes da estrutura dos vasos de resisténcia (INTENGAN & SCHIFFRIN, 2001;
SPINETTI et al.,, 2008; WANG et al.,, 2015), as quais tém sido denominadas de
remodelamento vascular. Este processo refere-se a capacidade da parede vascular
reorganizar seus componentes celulares e extracelulares em resposta a um estimulo
crénico, como por exemplo, o aumento de fluxo sanguineo, o aumento da pressao
transmural ou em resposta a alguns mediadores quimicos (INTENGAN, SCHIFFRIN,

2001; LAWRENCE, GOOCH, 2009; MULVANY, 1999; TOUYZ, 2007). O remodelamento



36

vascular é um processo complexo e ativo que envolve VArios outros processos, como

apoptose, proliferacao, migracao e hipertrofia das células vasculares (PING et al., 2015).

O remodelamento vascular pode ser classificado como eutréfico (quando ha
somente um rearranjo dos constituintes da parede vascular, sem alteracao na quantidade
de material na parede do vaso), hipertréfico (quando existe um aumento desse material)
ou hipotrofico (quando existe uma diminui¢cdo na quantidade de material na parede do
vaso). Esse remodelamento pode ainda ser classificado como “para dentro”, quando
ocorre reducao do diametro interno, ou “para fora”, quando o didmetro interno aumenta
(MULVANY, 1999) (Figura 2). E importante destacar que o crescimento da parede
vascular contribui de forma diferente para as alteracdes estruturais e podem depender

do leito vascular e do modelo experimental estudado (BRIONES et al., 2006).

O remodelamento eutrofico para dentro é encontrado principalmente na
hipertensédo essencial humana, assim como em artérias de resisténcia de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). Neste tipo de remodelamento, existe uma reducéo
no diametro do limen e aumento da espessura da parede, porém sem alteracdo na area
de seccao transversal do vaso. O mecanismo exato responsavel por esse tipo de
remodelamento ainda n&do é totalmente esclarecido (LITTLE et al., 2017; NADASY et al.,
2010). Em um estudo com SHR, demonstrou-se a participagéo de integrinas avp3 e o581
e de proteinas transmembranares juntamente com aumento do contetdo de colageno no
desenvolvimento deste tipo de remodelamento (BAKKER et al., 2004, INTENGAN,
THINBAULT, SCHIFFRIN, 1999). Existem ainda evidéncias de que o remodelamento
eutrofico esta presente em situacdes onde 0 sistema renina-angiotensina esta ativado, o

gue indica a sua participacdo no desenvolvimento deste tipo alteracdo estrutural
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(SCHIFFRIN, 2012).

O remodelamento hipertrofico pode ser evidenciado em portadores de hipertensao
secundaria, como nos modelos animais DOCA-Sal (DENG, SCHIFFRIN, 1992), Um-Rim
Um-Clipe (KORSGAARD & MULVANY,1988; DENG, SCHIFFRIN, 1991) e Dahl-Sal
sensivel (D’'USCIO et al.,, 1997), assim como é observado em individuos com idade
avancada (BRIONES; SALAICES; VILA, 2007). Além disso, esse tipo de remodelamento
também é evidenciado na aorta toracica de animais SHR (QUINTANA-VILLAMANDOS
et al., 2016). Caracteriza-se pelo aumento da espessura da parede, da relacao

parede:limen e da area de seccéo transversal (MULVANY, 1993; NEW et al., 2004).

O remodelamento hipotrofico caracteriza-se pela diminuicdo da area de seccéao
transversal. Este tipo de remodelamento pode ser encontrado em alguns modelos de
hipertenséo arterial e em diferentes leitos vasculares, como por exemplo, nas artérias
mesentérica de resisténcia de ratos hipertensos pela administracéo cronica de ouabaina
(BRIONES et al., 2006), nas arteriolas aferentes renais de animais hipertensos

(NORRELUND et al., 1994) e na aorta toracica de ratos obesos (CARMO et al., 2019).
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Figura — 2. Diferentes tipos de remodelamento vascular podem se desenvolver: Remodelamento
hipertréfico (a area de seccéo transversal aumenta), hipotréfico (a area de seccéo transversal reduz) e
eutrofico (a &rea de seccao transversal ndo sofre altera¢éo). O remodelamento pode ainda ser classificado
como para dentro quando ocorre reducdo do didmetro interno e para fora quando o didmetro interno
aumenta. (Modificado de Mulvany et al., 1996).

O remodelamento vascular também cursa com alteragcbes das propriedades
mecanicas da parede arterial, as quais também podem influenciar a relacdo
pressdo:diametro e assim a resisténcia ao fluxo sanguineo (HADJU et al., 1994).
Aumento da rigidez e reducdo da distensibilidade e complacéncia sdo alteracbes
bastante comuns em artérias remodeladas. A complacéncia é a capacidade do vaso se

distender frente a aumentos da pressao transmural; depende da geometria e da rigidez

dos componentes da parede arterial. Uma diminuigdo do diametro interno resultante do
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remodelamento vascular pode reduzir a complacéncia vascular. Entretanto, esta
complacéncia pode ser normalizada pela reducéo da rigidez dos componentes da parede
arterial INTENGAN et al., 1999b). J& o mdodulo elastico é independente da geometria e
depende basicamente da rigidez dos componentes da parede vascular. Assim, a
elasticidade arterial é determinada pela combinacdo do médulo eladstico dos
componentes da parede vascular como: tecido conectivo, elastina, fibras colagenas,

células musculares lisas e endoteliais (MULVANY, 1992).

Os mecanismos que levam ao enrijecimento da parede vascular estdo
relacionados com a degradacéo de fibras elasticas, hiperplasia e hipertrofia das células
musculares lisas, com aumento da sua contratilidade, deposicdo de colageno e
calcificacéo arterial (VAN VARIK et al., 2012). A rigidez da parede vascular é considerada
um importante fator de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Além
disso, em situacdes patologicas ja instaladas, como na obesidade e no diabetes mellitus,
0 processo de enrijecimento dos vasos ocorre de maneira mais acelerada (AROOR et al.,
2013). No remodelamento arterial, a matriz extracelular sofre alteracbes em sua
composicao e distribuicdo (VAN VARIK et al., 2012). Quando ocorre um aumento da
pressao transmural, as fibras elasticas se reorganizam com o objetivo de suportar a maior
tensao de parede (CUI; HU; KHALIL, 2017; WAGENHAUSER et al., 2018;). No entanto,
a fim de evitar ruptura da parede, decorrente do aumento de tensao, as fibras de colageno
agem limitando a distenséo das fibras elasticas (BRIONES; ARRIBAS; SALAICES, 2010).
A degradacdao das fibras elasticas ocorre principalmente através do aumento da atividade
de metaloproteinases (BRIONES; ARRIBAS; SALAICES, 2010; WAGENHAUSER et al.,

2018).
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As metaloproteinases (MMP) pertencem a familia de endoproteases dependentes
de zinco e desempenham papel fundamental na organizagdo e no remodelamento da
parede vascular. A primeira MMP foi descoberta em 1962 e atualmente j4 foram
identificadas vinte e oito enzimas; quatorze delas séo expressas na parede vascular (CUI,
HU; KHALIL, 2017). O remodelamento vascular e a angiogénese sao processos
biolégicos intensamente regulados pelas MMP, através da regulacdo da proliferagéo,
migracdo e diferenciacdo celular. As MMP também estdo envolvidas no processo de
apoptose celular e nas respostas inflamatorias e imunes (LIU; KHALIL, 2017). O equilibrio
entre ativadores e inibidores dessas proteases define a sua atividade. Fatores
inflamatorios, como o TNF-a e a IL-1 e alguns horménios, como o estrégeno e a
progesterona, bem como a angiotensina Il e os fatores de crescimento podem regular a
expressado das MMP (CUI, HU, KHALIL, 2017; MYASOEDOVA et al., 2018). Além disso,
as ERO atuam estimulando a sintese e atividade das MMP (MARTINEZ-LEMUS et al.,
2011), assim como o *NO também pode ser um de seus ativadores (LACOLLEY et al.,
2017; MYASOEDOVA et al., 2018). No que diz respeito a inibicdo da atividade das MMP,
além dos inibidores enddgenos, inibidores sintéticos vém sendo desenvolvidos a fim de
frear sua acdo sobre a matriz extracelular. Sendo assim, o desequilibrio entre ativadores
e inibidores das MMP pode modificar a sua atividade e colaborar para o remodelamento
da parede vascular em diversas situacdes de risco cardiovascular, como na

aterosclerose, na hipertenséo e no aneurisma (LIU; KHALIL, 2017).

2.2.3 Tbnus miogénico

Pequenas artérias de resisténcia e arteriolas apresentam um importante
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mecanismo intrinseco para controlar o fluxo sanguineo e evitar danos ocasionados pelo
estresse da parede vascular, o tonus miogénico. Esta resposta se caracteriza por uma
contracdo sustentada da musculatura lisa dos vasos e ocorre em resposta ao aumento
de pressao transmural (HOLMBERG et al., 2018). Sendo assim, a resposta miogénica
representa um importante mecanismo de autorregulacdo do fluxo sanguineo e a
alteracao desse mecanismo pode comprometer gravemente o funcionamento do sistema

vascular (LACOLLEY et al., 2017).

O mecanismo exato da resposta miogénica ainda ndo foi completamente
elucidado. Ela se inicia com a ativagdo de canais sensiveis ao estiramento, seguida de
despolarizacéo das células do musculo liso, ativacdo dos canais para calcio do tipo L,
com consequente influxo de calcio e contragdo muscular (HOLMBERG et al., 2018).
Bjorling et al. (2018) demonstraram o envolvimento da via de sinalizacdo da fosfolipase
C (PLC) no desenvolvimento da resposta miogénica, assim como da via de sinalizacao
da ROCK na manutencédo do tbnus miogénico em artérias mesentéricas de resisténcia

de camundongos.

Assim como a reducédo do tdnus miogénico pode comprometer a autorregulacéao
do fluxo sanguineo, o aumento desta resposta também pode estar relacionado com
complicacdes hemodinamicas devido ao aumento da resisténcia vascular periférica (EL-
YAZBI; ABD-ELRAHMAN, 2017). Estudos prévios do Laboratério de Reatividade
Vascular da UFPE demonstraram aumento da resposta miogénica em artérias
mesentéricas de resisténcia em prole adulta de ratas alimentadas com uma dieta
hipersédica. Além disso, os animais também apresentaram remodelamento vascular e

disfuncao endotelial (SANTOS-ROCHA, 2018).
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2.3 EQUILIBRIO REDOX E ESTRESSE OXIDATIVO

As ERO séo compostos quimicos resultantes da ativacao ou reducdo do O2 ou
derivados dos produtos da reducéo. Dentre as ERO se destacam o anion superéxido (Oz
), 0 peréxido de hidrogénio (H202), o radical hidroxila (HO*) e o peroxinitrito (ONOO").
Dessas, o radical hidroxila é a mais reativa e a mais nociva das ERO; além disso, até o
momento nenhuma enzima foi identificada como capaz de realizar sua detoxificacado
(HAUCK et al., 2019). As ERO podem ser geradas por diversos sistemas enziméaticos
como: a NADPH oxidase, a eNOS desacoplada, as mieloperoxidases, as lipoxigenases,
as cicloxigenases, a xantina oxidase e o citocromo p450 (BARDAWEEL et al., 2018;
SENA et al., 2018). Quando em niveis fisioldgicos, as ERO possuem importantes funcdes
no organismo; funcionam, por exemplo, como segundos mensageiros em diversas vias
de sinalizacdo (ALCALA et al., 2018). Entretanto, quando em niveis elevados, essas
substancias podem ser extremamente nocivas para ceélulas e tecidos, além do mais, a
capacidade do sistema de defesa antioxidante do corpo em neutralizar e eliminar essas
espécies fica prejudicada. Esse desequilibrio no sistema redox leva a instalacdo do
estresse oxidativo que representa peca chave no desenvolvimento e progressao de
diversas doencas, como as DCV e as doencas neurodegenerativas (GARCIA RUIZ;
FERNANDEZ-CHECA, 2018; SENA et al., 2018). Proteinas, lipideos e acidos nucléicos
sdo importantes alvos das ERO, o que pode acarretar alteracbes do funcionamento
celular devido a degradacéo de lipideos da membrana e mutacdo do material genético

(ALZOGHAIBI, 2013).

O sistema de defesa antioxidante do organismo pode ter origem enddgena ou

enzimatica e exdgena ou ndo enzimatica. A superéxido dismutase (SOD), a catalase, a
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glutationa peroxidase e a glutationa redutase sao algumas das enzimas responsaveis por
eliminar as ERO. Ja a defesa ndo enzimatica inclui aquelas provenientes da dieta, como
os polifendis e as vitaminas C e E (ORE; AKINLOIE, 2019; RESHI; SU; HONG, 2014).
Existem trés isoformas da SOD: a SOD1, presente no citosol da célula, a SOD2,
encontrada dentro das mitocondrias e a SOD3, situada no meio extracelular
(PIGNATELLI et al., 2019). A SOD é uma importante enzima antioxidante que atua
dismutando o anion superéxido em perédxido de hidrogénio e moléculas de oxigénio. O
peroxido de hidrogénio, por sua vez, também é considerado uma ERO e, portanto,
guando em excesso contribui para o estresse oxidativo e para o dano celular. Diante
disso, duas indispensaveis enzimas, a catalase e a glutationa peroxidase, atuam na
conversdo do peroxido de hidrogénio em moléculas de oxigénio e agua (JEEVA et al.,
2015; MATSCHKE; THEISS; MATSCHKE, 2019). Quando na presenca do ion ferro, o

peroxido de hidrogénio pode gerar o radical hidroxila (Figura 3) (INDO et al., 2015).
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Figura — 3. Esquema da formacao de espécies reativas de oxigénio. O anion superoxido (O2) é dismutado
pela enzima superéxido dismutase (SOD) em perdxido de hidrogénio. Este por sua vez € convertido em
moléculas de oxigénio e agua por acao de duas enzimas: a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX).
O H20: pode gerar o radical hidroxila (OH") na presenca do ion ferro (Fe?*).

No sistema vascular, o estresse oxidativo promove inUmeros prejuizos, dentre eles
estdo a diminuicdo da vasodilatacdo dependente do endotélio e 0 aumento da resposta
vasoconstritora. Uma das principais causas destas alteracfes € a interacdo dos anions
superéxidos com o *NO. Essa reacdo ocorre com grande velocidade e diminui a
biodisponibilidade do *NO, além de gerar uma outra espécie reativa, 0 peroxinitrito

(ONOO") que possui efeitos antagbnicos aos do *NO; isso, portanto, contribui ainda mais

para o desequilibrio redox (HERNANZ et al., 2012).

No sistema vascular, a principal fonte geradora de ERO é a enzima NADPH
oxidase (MANEA, 2010). A NADPH oxidase é formada por seis subunidades: a gp91phox

(a maior de todas as subunidades), a p22phox, uma proteina G regulatéria conhecida por
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Rac2 e trés subunidades citoplasmaticas: p47phox, p40phox e p67phox. A sua ativacao
se inicia com a fosforilagdo da subunidade p47phox que subsequentemente forma um
complexo com a subunidade p40phox (BURTENSHAW et al.,, 2017). A gp91phox
compreende a familia da NOX, composta por sete isoformas: NOX1, NOX2, NOX3,
NOX4, NOX5, Duol e Duo2 (HAUCK et al., 2019; RABELO et al., 2010). A NOX1, NOX2,
NOX3 e NOX5 produzem superoxido enquanto a NOX4, Duol e Duo2 produzem

diretamente o H202 (BURTENSHAW et al., 2017; YAO et al., 2017).

Todas as camadas que compdem a parede vascular expressam isoformas da
NOX. As células endoteliais, as células do musculo liso e a camada adventicia expressam
as isoformas NOX1, NOX2, NOX4 e NOX 5, sendo a NOX4 a de maior expressao nessas
trés camadas. A NOX1 também é altamente expressa na camada média e a NOX 2 na
camada adventicia (BURTENSHAW et al., 2017). Um aumento na expressao dessas
isoformas esta relacionado com estresse oxidativo vascular e disfuncdo endotelial
(CHRISSOBOLIS et al.,, 2012; SIMPLICIO et al.,, 2017). Camargo et al. (2018)
demonstraram um aumento na expressado de NOX1 e NOX 4, acompanhado de aumento
da resposta contratil a noradrenalina e reducdo da resposta relaxante a acetilcolina em
um modelo de hipertenséo arterial. Ademais, Mahmoud et al. (2017) demonstraram em
artérias do musculo esquelético de humanos, aumento da producéo de ERO e diminuicao
da biodisponibilidade de *NO que foi associada com maior expressao da NOX2 em um

modelo de hiperinsulinemia.

2.3.1 Estresse oxidativo e obesidade
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A obesidade esta associada a uma maior producdo de ERO devido, sobretudo, a
expansdo do tecido adiposo e sua infiltragcdo por células inflamatorias (FERNANDEZ-
SANCHEZ et al., 2011). Acredita-se que a grande quantidade de acidos graxos no tecido
adiposo seja o estimulo inicial para a producéo excessiva de ERO (PERIS et al., 2019).
As ERO do tecido adiposo sdo geradas através de diversas formas, entretanto as
principais fontes geradoras dessas moléculas sdo provenientes da mitocondria e da
enzima NADPH oxidase (HAUCK et al., 2019). Nesse sentido, Alcala et al. (2017)
demonstraram que a obesidade induzida por dieta em camundongos foi acompanhada
de aumento da atividade da NADPH oxidase mitocondrial do tecido adiposo marrom e de
uma maior producgao de ERO. Além de disfung&o mitocondrial, a obesidade também esta
relacionada com o aumento da peroxidacédo lipidica (AMOS et al., 2017). O estresse
oxidativo pode ainda estimular uma maior deposicao de tecido adiposo branco, aumentar
a proliferacao, diferenciacéo e tamanho dos adipécitos. Ademais, o desequilibrio redox
esta associado a uma piora do estado inflamatorio e ao desenvolvimento de resisténcia
ainsulina no tecido adiposo através da ativacdo da via de sinalizacado do NF-kB (DLUDLA
et al.,, 2019). Esse quadro, portanto, contribui para o desenvolvimento de doencas

metabdlicas, dentre elas o diabetes mellitus do tipo 2 (TANGVARASITTICHAI, 2015).

A NOX4 é a isoforma mais expressa no tecido adiposo e tem grande participacao
no desenvolvimento do estresse oxidativo em situacdo de obesidade (HAN, 2016).
Hartigh et al. (2017) demonstraram que camundongos que ndo expressavam a NOX4 no
tecido adiposo apresentaram um retardo no desenvolvimento de resisténcia a insulina.

Além disso, esses animais tiveram uma melhora do perfil inflamatério do tecido adiposo.
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Niveis elevados de leptina também sao encontrados em individuos obesos e estédo
relacionados a quantidade de tecido adiposo (EKMEN et al.,, 2016). Tem sido
demonstrado que a hiperleptinemia pode colaborar para o desenvolvimento de estresse
oxidativo através da ativacdo da NADPH oxidase (PANDEY et al., 2015). Além disso,
este horm6nio estimula a proliferacdo de monécitos e macréfagos, além de induzir a
maior producao de citocinas inflamatorias (PAZ-FILHO et al., 2012). Como consequéncia,
mais ERO sdo geradas e maior é a progressdo do estresse oxidativo induzido por

obesidade (MANNA; JAIN, 2015).

Aléem destes mediadores citados acima, os componentes do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) também sé&o produzidos pelo tecido adiposo, os quais
sdo potentes indutores de eventos pro-inflamatorios neste tecido. Os adipoécitos tém a
magquinaria enzimatica necessaria para a sintese e atividade dos componentes do SRAA
incluindo angiotensinogénio, enzima conversora de angiotensina (ECA 1 e 2), receptores
ATl e AT2, sintase de aldosterona (CYP11B2) e receptor de mineralocorticéides
(CASSIS et al., 2008; NGUYEN DINH CAT et al., 2011). Como é sabido, a angiotensina
I, o principal mediador deste sistema, € um potente indutor da producédo de ERO, a qual

envolve ativacdo da NAPDH oxidase e da COX-2 (NIAZl etal., 2017; ZHANG et al., 2015).

2.4 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA: PAPEL SOBRE O SISTEMA

VASCULAR E SUA RELACAO COM A OBESIDADE.

O SRAA desempenha importante papel na regulacéo, a curto e longo prazo, da
pressao arterial e do balanco hidroeletrolitico (JAGADEESH, 1998). Parte da acao do

SRAA na regulacdo da pressao arterial se deve aos efeitos diretos e indiretos da
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angiotensina Il sobre a excrecéo renal de sédio (HARRIS; NAVAR, 1985). Entretanto, a
acao deste hormdnio sobre a funcéo cardiaca e vascular também desempenha um papel
importante na regulacdo da pressao arterial e na patogénese de varias doencas
cardiovasculares. No coracdo, a expressdao aumentada de RNAmM para o
angiotensinogénio (KAWAMURA,; ITOH, YURA 2007) tem sido associada a hipertensédo
e ao remodelamento cardiaco, determinado por maior deposi¢do de colagenos | e lll,
aumento de citocinas pro-inflamatérias, elevacdo de MMP-2 e diminuicdo de inibidor
tecidual de MMP-1. A angiotensina Il € também um potente vasoconstritor e tem acdes
mitogénicas, pro-inflamatorias e pro-fibroticas na parede vascular (TOUYZ; SCHIFFRIN,
2000). Um aumento da atividade do SRAA, com maior liberacdo de seus componentes,
tem sido reportado em diversas condicbes onde a funcéo cardiaca e vascular esta
prejudicada, como na hipertensao arterial, na insuficiéncia cardiaca, na aterosclerose, na
obesidade e no diabetes mellitus tipo 2 (RIBEIRO-OLIVEIRA et al., 2008; SCHUTTEN et

al., 2017; UNGER; LI, 2004).

2.4.1 Caracteristicas fisiologicas do SRAA

A renina é uma enzima produzida pelas células justaglomerulares renais e sofre
conversdo a partir de uma enzima chamada prorenina. Possui importante funcéo por ser
a enzima que cataliza a primeira etapa de ativacdo da cascata do sistema renina-
angiotensina-aldosterona. Ela é responsavel por clivar o angiotensinogénio, produzido
pelo figado, em angiotensina |I. Esta por sua vez, sofre clivagem e é transformada em
angiotensina Il através de uma enzima conhecida como enzima conversora de

angiotensina (ECA) (SZCZEPANSKA-SADOWSKA; CZARZASTA; CUDNOCH-
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JEDRZEJEWSKA, 2018). A angiotensina | também pode ser clivada em angiotensina 1-
9 e esta por sua vez em angiotensina 1-7 por um homologo da ECA, a ECA-2. Além disso,
a propria angiotensina Il pode sofrer clivagem pela ECA-2 e originar a angiotensina 1-7.
A angiotensina 1-7 atua nos receptores do tipo Mas e sua acao é contraria aquelas
provocadas pela angiotensina Il (PAHLAVANI et al., 2017). Em situagdes fisioldgicas este
sistema é ativado pelos barorreceptores das células justaglomerulares, sempre que
ocorrer uma queda de pressao de perfusdo; pelas células da macula densa, quando
houver a deteccdo de queda da concentracdo de ions sodio e pela estimulagdo dos
receptores 1 das células justaglomerulares, quando ha a estimulacdo das terminacdes
nervosas simpaticas do aparelho justaglomerular (LYONS; CHRUCHHILL, 1975; UEDA,

1976; PETI-PERTERDI; HARRIS, 2010).

A angiotensina Il € um octopeptideo que exerce diversas fun¢des bioldgicas no
organismo e esta envolvida com uma variedade de vias de sinalizacdo, como as
relacionadas com a diferenciacao e divisédo celular, hipertrofia cardiaca e vascular e da
vasomotricidade. E considerada o principal efetor do SRAA; seus efeitos dependem do
tipo de receptor ativado (BUSSARD; BUSSE, 2018). Ao se ligar ao receptor AT1, a
angiotensina Il pode causar diversas acdes, como a ativacdo de vias inflamatorias e
oxidativas, vasoconstricdo e o aumento da reabsorcao de sodio pelo rim (NISHIYAMA,
KOBORI, 2018). Ja a ativacao do receptor AT2 provoca dentre suas acfes, aumento da
producdo de *NO e bradicinina, além de efeitos antiapoptéticos, antifibréticos e anti-
inflamatorios (KASCHINA; NAMSOLLECK; UNGER, 2017). Sendo assim, enquanto o
receptor AT1 colabora com processos patologicos, como a elevacao da pressao arterial,

o receptor AT2 estad mais envolvido com mecanismos de protecéo cardiovascular e renal
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(NISHIYAMA; KOBORI, 2018).

A angiotensina Il também é produzida localmente em diversos tecidos, como no
tecido cardiaco, vascular e nervoso (ABADIR; WALSTONA; CAREY, 2012). No sistema
vascular, a ativacdo do SRAA com superproducédo de angiotenina Il esta relacionada com
grandes complicagdes, como disfungéo endotelial e remodelamento vascular (NEVES et
al., 2018, SANTOS-ROCHA et al.,, 2019). Diante disso, proliferacdo e hipertrofia do
musculo liso vascular, prejuizo da vasodilatacédo e degradacdo da matriz extracelular séo
alguns efeitos causados pelo principal peptideo do SRAA. O mecanismo pelo qual a
angiotensina Il pode estar envolvida com o prejuizo da fungcdo vascular ocorre
principalmente através da producéo exagerada de ERO provenientes da enzima NADPH
oxidase (RODRIGUEZ-LARA; GARCIA-BENAVIDES; MIRANDA-DIAZ, 2018). Ao
interagir com o receptor AT1, a angiotensina Il é capaz de ativar a enzima NADPH
oxidase (COOPER, 2004). Esta enzima, como ja mencionado anteriormente, é a principal
fonte de geracdo de ERO no tecido vascular e, portanto, a principal responsavel pelo
desenvolvimento do estresse oxidativo neste tecido. As ERO quando produzidas de
forma exagerada induz oxidacdo de um dos co-fatores da eNOS, a tetrahidrobiopterina
(BH4) (MAHMOUD et al., 2017). Com a reducédo da biodisponibilidade deste co-fator, a
eNOS assume o estado desacoplado, deixando de contribuir para a protecdo vascular
através da sintese de *NO e passando a contribuir para o dano vascular. No estado
desacoplado a eNOS ao invés de produzir *NO, produz anions superoxido, contribuindo
ainda mais para o estresse oxidativo ja instalado e favorecendo o desenvolvimento de
disfuncdo endotelial (CHUAIPHICHAI et al., 2018; SCHUTTEN et al., 2017). Outro

importante efeito induzido pela angiotensina Il ao interagir com o receptor AT1 é a
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estimulagdo da produgcdo de aldosterona pela glandula suprarrenal (NISHIYAMA;

KOBORI, 2018).

A liberacdo de aldosterona representa a Ultima etapa do processo de ativacao do
SRAA. Ao interagir com o receptor de mineralocorticoide, a aldosterona exerce
importante papel na regulac@o da pressao arterial e do equilibrio hidroeletrolitico. Sua
relacdo com a regulacdo dos niveis de pressao sanguinea ocorre devido ao seu efeito na
retencdo do sédio e assim no controle da volemia (CANNAVO et al., 2018). O receptor
de mineralocorticoide € considerado um receptor para corticosteroide pertencente a
grande familia dos receptores nucleares. Em 1987, foi reconhecido como receptor
também para aldosterona, possuindo a mesma afinidade apresentada pelo cortisol
(ARRIZA et al., 1987). Este receptor esta expresso em diversos tecidos, além do proprio
rim, como no coracdo, nas células endoteliais, nas células musculares lisas, nos

fibroblastos e até mesmo no tecido adiposo (GORINI et al., 2018).

Diante da sua capacidade em alterar o volume intravascular, os niveis circulantes
de aldosterona e o0s niveis de expressdo e/ou hiperativacdo do receptor de
mineralocorticoide possuem grande impacto no desenvolvimento e progressao de DCV
e seus principais fatores de riscos, como € o caso da hipertenséo arterial. Na vasculatura,
a ativacdo da via de sinalizacdo da aldosterona/receptor de mineralocorticoide esta
relacionada com diversos prejuizos estruturais e funcionais. Sua capacidade em ativar
diversas vias de sinalizacdo, como da ERK, NOX2 e NOX4 e da sintese de colageno
pode induzir aumento do estresse oxidativo da parede vascular, aumento da resposta
inflamatoria e também o desenvolvimento de remodelamento vascular (CANNAVO et al.,

2018). Silva et al. (2015), demonstraram reducéo do estresse oxidativo e prevencéo de
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disfuncdo vascular ap6s o antagonismo dos receptores de mineralocorticoide em um
modelo de diabetes mellitus tipo 2. Essa resposta foi associada com um aumento do
sistema de defesa antioxidante e da restauracao da via de sinalizag&o do *NO (SILVA et

al. 2015).

Devido ao fato de 0 SRAA apresentar uma estreita relagdo com o desenvolvimento
de DCV, diversas ferramentas farmacoldgicas tém sido utilizadas a fim de bloquear este
sistema e assim obter maior controle dessas complicacbes e seus fatores de riscos.
Dentre o grupo de farmacos mais utilizados no tratamento das doencas que atingem o
sistema cardiovascular e que € capaz de bloquear o0 SRAA estdo os antagonistas dos
receptores AT1, os inibidores das ECA e o0s antagonistas dos receptores de
mineralocorticoides (FERRARIO; MULLICK, 2017; MUNEER; NAIR, 2017;). Um estudo
realizado no Laboratério de Reatividade Vascular da UFPE, utilizando prole de ratas
diabéticas, mostrou que a angiotensina Il pode ser considerada um importante mediador
da disfun¢éo vascular programada por hiperglicemia nesses animais e que 0 uso crénico
de um antagonista do receptor AT1, o losartan, foi capaz de reverter esta disfuncao (DE

QUEIROZ et al., 2017).
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Figura — 4. A renina liberada pelo rim na corrente sanguinea converte o angiotensinogénio proveniente do
figado em angiotensina I. Esta por sua vez, sofre agdo da enzima conversora de angiotensina (ACE) e é
convertida em angiotensina Il. Por fim, a angiotensina Il estimula a secrecdo de aldosterona pela glandula
adrenal. (WEBER., 2001).

2.4.2 O SRAA e suarelagcdo com a obesidade

Como mencionado acima, o tecido adiposo expressa todos 0os componentes do
SRAA e, portanto, tem a capacidade de produzir angiotensina Il, independentemente das
alteracbes hemodindmicas (SCHUTTEN et al.,, 2017). Estudos mostram que esse
sistema se encontra superativado em modelos animais de obesidade e essa maior
ativacdo pode estar relacionada com disfungéo do tecido adiposo, devido a um maior

estado inflamatério e oxidativo (GRAUS-NUNES; SOUZA-MELLO, 2018; RAMALINGAM
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etal., 2017). Além disso, o antagonismo desse sistema pode estar relacionado com perda
de peso, assim como a perda de peso também esta associada com uma menor atividade

do SRAA (BRINK; WELLEN; DELAFONTAINE, 1996; COHEN et al., 2016).

No tecido adiposo, a angiotensina Il ao se ligar ao receptor AT1 é capaz de induzir
aumento do tamanho de adipdcitos, do estado inflamatério e do estresse oxidativo, além
de reduzir a sensibilidade a insulina. No entanto, quando se liga ao receptor AT2, a
angiotensina Il reduz o estado inflamatério e produz modificagdes nas caracteristicas do

tecido adiposo branco para tecido adiposo marrom (ZHANG Y et al., 2018).

O tecido adiposo branco € a segunda maior fonte de producdo de
angiotensinogénio, ficando atras apenas do figado. Em humanos, os niveis plasmaticos
de angiotensinogénio derivado de adipocitos é 22% maior em individuos obesos
(IMC~40) em comparacdo com individuos com peso normal (IMC~25), o qual esta
associado a um nivel de presséo arterial 15% maior nos individuos obesos (UMEMURA,;
NYUI; TAMURA,1997). Diante disso, 0 aumento da massa do tecido adiposo pode estar
relacionado com maior expressao desse peptideo, fato que ocorre também em modelo
animal de obesidade induzido por dieta (SCHUTTEN et al., 2017). Além do
angiotensinogénio, o tecido adiposo também é considerado uma importante fonte de
aldosterona. Este mineralocorticoide ao interagir com seu receptor é capaz de promover
rigidez vascular devido ao aumento do estresse oxidativo, do estado inflamatorio e de

processos pro-fibréticos (CABANDUGAMA; GARDNERA; SOWERS, 2017).

Na obesidade também existe uma superproducdo de aldosterona que é
independente dos niveis de renina e ou de angiotensina Il. O aumento dos niveis deste

horménio estd relacionado com o0s niveis também elevados de leptina durante a
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expansdo do tecido adiposo. A leptina parece agir diretamente na glandula adrenal,
aumentando a expressdo da sintase de aldosterona e estimulando a producdo de
aldosterona por um mecanismo dependente de calcio (Figura 5) (DAVEL et al., 2018;

HUBY et al., 2015; GORINI et al., 2018).

Glandula adrenal =

1 Aldosterona
U Sintase de aldosterona
\od Leptina
o o0
(@)
Aldosterona
Expanséo e /
inflamacéo do gecHoadpoee
tecido adiposo
ﬂProdugéo de EROs
{[Expressdode MR

Figura — 5. Relacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona com a obesidade. Leptina secretada pelo
tecido adiposo estimula a secre¢cdo de aldosterona através do aumento da expressdo da sintase de
aldosterona pela glandula adrenal. A aldosterona ativa receptores de mineralocorticoide (MR) nos
adipécitos e leva a maior expansao e inflamacao do tecido adiposo que gera aumento da producéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e da expressao de MR (Modificado de GORINI et al., 2018).

2.5 AS PROSTAGLANDINAS E O SEU PAPEL SOBRE O SISTEMA VASCULAR EM

CONDICOES FISIOLOGICAS E PATOLOGICAS.
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O &cido araquidénico (AA) é considerado um &cido graxo essencial e é gerado a
partir da hidrdlise de fosfolipideos de membrana pela fosfolipase A2 (PLA2). O AA quando
liberado é metabolizado por um sistema de enzimas, as cicloxigenases (COX) e
lipoxigenases (LOX) (TUNARU et al., 2016). As LOX produzem leucotrienos, enquanto
as COX sao as enzimas responsaveis pela producao das prostaglandinas (PG). Existem
duas isoformas da COX, também conhecida como prostaglandina H sintase (PGHS). A
ciclooxigenase-1 (COX-1) ou prostaglandina H sintase 1 (PGHS1) é a forma constitutiva
e é expressa em diversos tecidos, enquanto a COX-2 ou prostaglandina H sintase 2
(PGHS2) é a forma induzida, expressa em resposta a fatores de crescimento e
inflamatorios (SEO; OH, 2017). Embora a COX-2 esteja relacionada principalmente a
estimulos inflamatorios, ela também é expressa de forma constitutiva em alguns tecidos,
como no cérebro, rim, estbmago e no endotélio vascular (LUO; LIU; ZHOU, 2016; SEO;

OH, 2017).

A COX converte o AA em prostaglandina endoperéxido estavel (PGG) que em
seguida é reduzida a prostaglandina H> (PGH). A partir da PGH>, diversas outras PG
podem ser sintetizadas pela acdo de enzimas especificas, as prostaglandinas sintases
(FELETOU; HUANG; VANHOUTTE, 2010). As PG incluem as prostaglandinas D>
(PGD2), E2 (PGE>), Fau (PGF24) € 2 (PGI2) ou prostaciclina e o tromboxano Az (TxA2).
Elas atuam em receptores especificos acoplados a proteina G, localizados na membrana
celular e medeiam tanto respostas fisioldgicas como patolégicas (PANNUZIO;
COLUCCIA, 2018). A PGE: atua em quatro tipos de receptores, sendo eles: EP1, EP2,

EP3 e EP4. A PGl atua nos receptores do tipo IP. A PGD; atua em receptores DP1 e
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DP2. A PGF2q atua nos receptores FP, podendo ser FPa e FPB e o TxA: atua nos

receptores TPa e TP (Figura 6) (LI et al., 2018).

Fosfolinideos de membrana

PLA-

Acido aracdonico

Cicloxigenases PGG:2
PGH:z
PGE:z PGlz TxAz PGD2 PGFza
EP1, EP2, EP3,.EP4 P TPo. TPB DP1. DP2 FPa. FPB

Figura - 6. Esquema da sintese e mecanismos de sinaliza¢é@o dos prostandéides. O acido araquiddnico (AA)
gerado a partir da hidrélise dos fosfolipideos de membrana pela acéo da fosfolipase A2 (PLA2) sofre agéo
das clicloxigenases. Essas enzimas produzem diferentes prostaglandinas a partir da prostaglandina
endoperoxida estavel (PGG2) que é reduzida em seguida a prostaglandina H2 (PGH2). A PGH2 é
subsequentemente convertida em cinco prostandides primarios estruturalmente relacionados: as
prostaglandinas PGE2, PGD2, PGF2q, PGI2 e tromboxano A2 (TxA2). Esses prostandides se ligam a seus
préprios receptores EP1-4, DP1-2, FP, IP e TP, respectivamente, que compreendem uma familia distinta
de receptores acoplados a proteinas G.

A PGl é encontrada principalmente no endotélio vascular e esta relacionada com
inibicdo da agregacéao plaquetaria e o relaxamento das células do musculo liso vascular.
A vasodilatacéo ocorre devido a ativacdo da enzima adenilato ciclase com consequente
aumento dos niveis de AMPc e ativacdo de proteina kinase A (PKA). Embora sua

principal acdo seja de vasodilatacéo, a PGl2, quando em excesso, também é capaz de
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realizar vasoconstricao via receptores TP, contribuindo assim para o quadro de disfungéo

endotelial (LIU; LUO; ZHOU, 2016; XAVIER et al., 2009).

As PGE2, PGF2q € 0 TxA2 sdo consideradas prostaglandinas vasoconstritoras
derivadas do endotélio vascular. Elas induzem contracdo das células do musculo liso
vascular por aumentar os niveis de calcio e ativacao da proteina kinase C (PKC) ao
interagir com receptores do tipo EP1 (PGEz), FP (PGF2) e TP (TxA2). A PGE> pode
provocar vasoconstricao também por inibir a enzima adenilato ciclase e reduzir os niveis
de AMPc ao se ligarem aos receptores do tipo EP3. Ademais, quando ligada aos
receptores do tipo EP2 e EP4, a PGE:> induz vasodilatacdo devido esses receptores
serem acoplados a uma proteina do tipo G estimulatoria (Gs) ligada a ativacado da
adenilato ciclase (Figura 7). Além do efeito contratil, merece também destaque o efeito
do TxA2 na agregacao plaquetéria, ja que este também é produzido por plaguetas e estas
por sua vez apresentam elevada expressado do receptor TPa (DOVIZIO et al., 2014).
Dessa forma, efeitos aterotrombéticos sdo mais susceptiveis de acontecer em situacées
em gue existe uma hiperreatividade plaquetaria, como € o caso do diabetes mellitus. A
ativacao dos receptores TP também esta relacionada com a proliferacdo do musculo liso
vascular e modificacdes na estrutura arquitetdnica da parede arterial, através do aumento

da espessura de parede e remodelamento vascular (CAPRA et al., 2013).
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Figura — 7. Esquema da interag&o da PGE2 com seus diferentes receptores. A interagdo da prostaglandina
E2 (PGE2) com os receptores EP2 e EP4 estimula uma proteina G estimulatéria (Gs), enquanto sua
interacdo com o receptor EP3 estimula uma proteina G inibitéria (Gi). A PGE2 ao se ligar ao receptor EP1
estimula uma proteina Gq.

E importante salientar, que o processo inflamatério ndo é o Gnico estimulo para a
producéo exagerada de prostandides vasoconstritores. O estresse oxidativo, atraves de
superproducdo de ERO é considerado um importante contribuinte para a formacao de
PG. Sendo assim, condi¢cdes que apresentam desequilibrio redox acentuado e intensa
atividade inflamatéria sdo apontadas como grandes candidatas a apresentarem
superativacdo na via de sinalizacdo dos metabdlitos derivados do AA (CAPRA et al.,
2013). Diante disso, doencas cardiovasculares e seus fatores de riscos que cursam com

alteracdes da funcédo vascular estdo associados com superexpressao da COX-2 e maior
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producao/liberacio de prostaglandinas vasoconstritoras (DE SA et al., 2017; YE et al.,

2008).

Um estudo realizado em ratos espontaneamente hipertensos mostrou que a PGE>
agindo via receptor EP1 provoca prejuizo da funcdo vascular, deposicdo de matriz
extracelular e enrijecimento da parede arterial desses animais (AVENDANO et al., 2016).
Outro estudo mostrou a participacdo da via de sinalizacdo da COX-2 na disfungao
vascular da prole de ratas diabéticas, demonstrando uma superexpressao desta enzima
em artérias mesentéricas de resisténcia (RAMOS-ALVES et al., 2012). Além disso, Hsieh
et al. (2010), investigaram o papel da via de sinalizacdo da COX-2 em um modelo de
obesidade induzido por dieta. Nesse estudo foi demonstrado que a ativacdo da COX-2
pode estar envolvida com o desenvolvimento do processo inflamatério do tecido adiposo

desses animais.

Embora muitos estudos mostrem prejuizo na funcédo vascular em humanos e
animais alimentados com uma dieta hiperlipidica, os mecanismos que levam a tal
alteracao ndo estdo completamente elucidados. Além disso, poucos séo os estudos que
avaliam possiveis alteracfes estruturais e/ou mecanicas em artérias de resisténcia de
animais submetidos a uma dieta hiperlipidica. Ademais, devido a relacdo entre a ativacao
do SRAA e a obesidade, torna-se relevante a investigacdo de uma possivel participacao
deste sistema nas alteracdes funcionais, estruturais e mecanicas de artérias de

resisténcia de ratos obesos através do consumo de dieta hiperlipidica.
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3 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da obesidade induzida por
dieta hiperlipidica sobre a funcéo, a estrutura e as propriedades mecéanicas de artérias

mesentéricas de resisténcia de ratos e o possivel envolvimento do SRAA.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar os efeitos da obesidade sobre:

- O relaxamento dependente e independente do endotélio em artérias

mesentéricas de resisténcia (AMR) de rato;
- A resposta vasoconstritora induzida por estimulacéo alfa adrenérgica;
- A producéo vascular de anions superoxido e de oxido nitrico e

- Os parametros estruturais e mecanicos da parede arterial.

e Avaliar a participacédo da angiotensina Il sobre as possiveis alteracdes induzidas
pela obesidade nos parametros acima, através do antagonismo crénico dos

receptores AT1 com losartan.



62

4 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais realizados no presente estudo estdo de acordo
com as normas estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio, pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory
Animals e foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade Federal de Pernambuco (Processo numero: 0012/2016).

4.1 ANIMAIS

Ratos Wistar machos e fémeas foram obtidos e mantidos no Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco.
Ratas Wistar virgens foram mantidas em gaiolas com ratos machos, na proporcéo de 3:1,
para serem acasaladas. Apos desmame da prole, os ratos machos foram divididos em
guatro grupos e alojados em gaiolas ventiladas (425 mm x 266 mm x 185 mm, Tecniplast,
Buguggiate, Italia) com trés animais em cada. Em um subgrupo de animais com 8
semanas de idade, a dieta padrao (Labina, Agribands Purina, Sao Paulo, Brasil - 14% de
lipideos, 63% de carboidratos e 23% de proteinas) foi substituida por dieta hiperlipidica
(58.4% de lipideos; 26.6% de carboidratos e 15% de proteinas). As 16 semanas de idade,
um subgrupo de animais alimentados com dieta padrdo (NF) ou hiperlipidica (HF) foi
tratado durante 8 semanas com losartan (NF Los; HF Los) (15 mg/kg/dia, via oral por
gavagem). Os animais foram pesados semanalmente até o dia do experimento, a fim de
avaliar o impacto do consumo da dieta no desenvolvimento corporal dos animais e para
ajustar a dose de losartan administrada. As gorduras epididimal e perirrenal foram

pesadas ap0s a eutanasia dos animais e o indice de adiposidade foi calculado a partir da
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seguinte formula: indice de adiposidade (%) = [(gordura epididimal (g) + gordura perirenal

(9))/(peso corporal (g)) * 100] (PAN et al., 2004).

4.2 AVALIACAO DA TOLERANCIA A GLICOSE E SENSIBILIDADE A INSULINA

ApOs restricao alimentar de 12 horas, o teste de tolerancia a glicose foi realizado.
Apb6s a aplicacdo intraperitoneal de 2g de glicose/kg?, uma amostra de sangue foi
coletada pela veia caudal para a verificacdo da glicemia no momento anterior (glicemia

de jejum) e posterior (15, 30, 60, 90 e 120 minutos) a aplicacéo de glicose.

Para a realizacao do teste de sensibilidade a insulina, os animais foram mantidos
no estado alimentado e na sequéncia aplicou-se via intraperitoneal 0,75 U/kg™! de
insulina. Os niveis séricos de glicose foram avaliados da mesma forma como descrito

para o teste de tolerancia a glicose.

4.3 ESTUDO DE REATIVIDADE VASCULAR E PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

A reatividade da artéria mesentérica de resisténcia (AMR) foi avaliada em todos
grupos experimentais. Os animais foram anestesiados com isoflurano e em seguida
foram eutanasiados por exsanguinacdo. O leito vascular mesentérico foi removido e
colocados em solucéo de Krebs Henseleit (KHS) a 4 °C (Composicdo em mM: 115 NaCl,
2,5 CaClz, 4,6 KCI, 1,2 KH2PO4, 1,2, MgS04.7H20, 25 NaHCOg3, 11,19 de glicose e 0,03

EDTA).

Para estudar a reatividade vascular em AMR, utilizou-se o método descrito por

Mulvany & Halpern (1977). Artérias de terceira ordem do leito mesentérico (diametro
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interno ~300 pm) foram dissecadas e cortadas em segmentos de 1,5 - 2,0 mm de
comprimento. Para medir a tenséo isométrica, os segmentos arteriais foram montados
em um mibgrafo para vasos de resisténcia (Danish Myo Technology A/S, Aarhus,
Dinamarca) conectado a um sistema de aquisicdo de dados (PowerLab 8/35;
ADInstruments) e este a um computador. Ap6s um periodo de estabilizacdo de 15
minutos em KHS gaseificada (95% de Oz e 5% de CO) a 37 °C e pH 7,4, os segmentos
foram estirados a um diametro luminal ideal para desenvolvimento de tensédo ativa
maxima. Isto foi determinado com base na relacdo de diametro interno/tensdo de parede
de cada segmento, ajustando seu diametro interno, Lo, em 90% do diametro que cada
artéria teria se estivesse exposta a uma tenséo que fosse equivalente aquela produzida
por uma presséao transmural de 100 mmHg (Mulvany & Halpern, 1977). O diametro interno
(I1) foi determinado de acordo com a equagéo l1=Li/x, utilizando um software especifico
para normalizacdo de cada segmento arterial (DMT Normalization Module,
ADInstruments). L1 representa a tensdo passiva equivalente a 100 mmHg de pressao

transmural.

4.3.1 Protocolos experimentais

Apdés um periodo de estabilizacdo de 45 minutos em solucdo KHS, as AMR foram
contraidas com cloreto de potassio - KCI (120 mM), para verificar sua integridade
funcional. Apés um periodo de 30 minutos, seguido desta contracdo, as artérias foram
pré-contraidas com noradrenalina (10 uM, em anéis de AMR) e curvas concentracao-
resposta a acetilcolina (para verificar o relaxamento dependente do endotélio) (0,1 nM —

10 uM) foram construidas de forma cumulativa. Apés 60 min da curva a acetilcolina,
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curvas concentragdo-reposta a noradrenalina (10 nM — 100 uM, AMR) foram construidas
de forma cumulativa. O relaxamento independente do endotélio foi avaliado através do
relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sédio - NPS (0,1 nM — 10 uM), um doador de

oxido nitrico, em artérias pré-contraidas com noradrenalina.

A fim de investigar a participagdo da via do 6xido nitrico e da via da ciclooxigenase
sobre a resposta vasodilatadora a acetilcolina e vasoconstritora a noradrenalina, algumas
artérias foram pré-incubadas com L-NAME (inibidor da enzima 6xido nitrico sintase, 100
MM) e indometacina (inibidor da ciclooxigenase, 10 yM). Com a finalidade de avaliar o
papel do sistema renina angiotensina sobre o relaxamento dependente do endotélio
(acetilcolina) e na contracéo induzida pela noradrenalina, as artérias foram pré-incubadas
com losartan (antagonista dos receptores AT1 para angiotensina Il, 1 mM). A fim de
investigar a participacao de espécies reativas de oxigénio sobre a resposta da acetilcolina
e noradrenalina, algumas artérias foram pré-incubadas com tempol (mimético da
superoéxido dismutase 10 uM) e apocinina (inibidor da NADPH oxidase, 100 uM). Todas
as drogas foram adicionadas 30 minutos antes de se iniciar as curvas concentragao-

resposta.

4.4 METODOLOGIA UTILIZADA PARA O ESTUDO DAS PROPRIEDADES
MECANICAS E ESTRUTURAIS DE ARTERIAS MESENTERICAS DE RESISTENCIA DE

RATO

As propriedades mecanicas e estruturais das AMR foram estudadas pelo método
inicialmente descrito por Halpern et al. (1978). Segmentos de aproximadamente 3 mm de

artérias de terceira ordem do leito mesentérico foram montados em um miégrafo de
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pressao (Danish Myo Tech, Modelo 115FP, J.P. Trading I/S, Aarhus, Dinamarca). As
duas extremidades da AMR foram canuladas com micropipetas de vidro e amarradas
com fio de sutura de nylon. Em seguida o comprimento da artéria foi ajustado
aumentando a pressao intravascular até aproximadamente 140 mmHg, de maneira que
as paredes arteriais estivessem paralelas e sem estiramento. Com esse procedimento foi
possivel verificar também se a artéria estava adequadamente pressurizada. A pressao
foi ajustada para 60 mmHg e sob este valor de pressao foi aguardado um periodo de
estabilizacdo de 60 minutos, em KHS, gaseificada continuamente com mistura
carbogénica, pH 7,4 e temperatura de 37 °C. ApoOs o periodo de estabilizacdo, a presséo
intravascular foi reduzida a 5 mmHg e uma curva de presséo foi construida, aumentando
a pressao intravascular de 5 a 140 mmHg, em aumentos de 20 mmHg e em intervalos de
5 minutos. Esta curva foi construida na presenca e na auséncia de célcio (Ca?). A
solucéo de KHS sem Ca?* foi preparada omitindo o cloreto de célcio - CaCl; e adicionando
EGTA 10 mM. Para cada valor de presséo intravascular, ao final dos 5 minutos, o

diametro interno (Di) e externo (De) foi medido.

4.4.1 Calculos das propriedades mecanicas e estruturais das artérias

mesentéricas de resisténcia

As medidas de diametro interno e externo (Di e De) utilizadas para o calculo dos
parametros estruturais e mecanicos arteriais foram realizadas em condi¢cbes passivas
(em solucao de Krebs sem calcio, Oca). Os seguintes parametros estruturais e mecanicos

foram calculados:
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1. Espessura de parede (EP)

(Deoca — Dioca)
EP =

2

2. Area de Seccao Transversal (AST)

T
AST = X (Deoca — Dioca)

3. Relacdo Parede/ Lumen (P/ L)

(Deoca — Dioca)

P/L=
(2 x Dioca)

As propriedades mecanicas das artérias foram calculadas de acordo com o

meétodo inicialmente descrito por Baumbach & Heistad (1989).

4. Strain (¢). Representa a variacdo nas dimensdes da artéria (deformacédo, €) em

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

Dooca

Onde: Dooca € 0 didmetro a 3 mmHg e Dioca € 0 didmetro interno observado para um dado
valor de pressao intravascular sob condi¢cdes de completo relaxamento. O valor de Dooca
foi medido a 3 mmHg, porque é dificil determinar o didmetro interno a valores inferiores

de presséao intravascular.

5. Stress de parede (o) — Tensdo (medida por unidade de area) produzida na parede
arterial frente a alteracbes da presséao intravascular, do diametro interno e da espessura

da parede.

(P x Dioca)
(2xEP)

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

arterial para cada valor de presséo intravascular em solucédo de Krebs sem Ca?*.

6. A rigidez arterial independente da geometria é determinada pelo médulo elastico de
Young, o qual pode ser expresso pela relacao entre tensdo e deformacéo (E = Stress/
Strain). No caso de vasos sanguineos esta relacao stress-strain exibe um comportamento

curvilineo. Assim, torna-se mais apropriado o célculo da relagdo tangencial ou
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incremental elastic modulus (Einc), 0 qual pode ser determinado pela inclinagéo () da

curva stress-strain (DOBRIN, 1978).

Einc = 0o /8¢

O Enc foi calculado plotando os dados obtidos de stress e de strain para cada experimento

utilizando a equacgéo exponencial abaixo (SigmaPlot, SPSS Inc):

O = Oorig ePe

Onde: oorig representa o stress de parede para o valor inicial de diametro (diametro a 3
mmHg). De acordo com a derivacdo das equacdes acima € possivel obter-se que Einc =
Bo. Para um dado valor de o, Einc € diretamente proporcional a . Um aumento de

implica um aumento de Einc, 0 qual representa um aumento da rigidez (DOBRIN, 1978).

7. Distensibilidade

AST

Aioca

Onde: Aioca € a area de seccdo transversal interna sob condicbes de completo

relaxamento.

8. Complacéncia

(ADAioca)

(4P)
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Onde: ADAioca € a variacao da area de seccao transversal interna induzida por uma dada

mudanca de presséao intravascular (AP) sob condi¢cdes de completo relaxamento.

9. Ténus miogénico — representa a contracdo induzida pelo aumento da presséo
intravascular em condicdes ativas (na presenca de Ca?*).
(Dioca — Dica )

Contracao = x 100
Dioca

4.5 DETERMINACAO IN SITU DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE

OXIGENIO

A fluorescéncia oxidativa do dihidroetidio (DHE) foi utilizada para avaliar a
producdo de espécies reativas de oxigénio na parede arterial. Apds isolamento e
disseccdo, as AMR foram imersas em um meio para congelamento (OCT, Electron
Microscopy Science, E.U.A.) e armazenadas a -80 °C até o momento de realizacdo dos
cortes. As secgoes de AMR (10 um de espessura) foram feitas em criostato (Leica,
Alemanha) e colocadas em laminas silanizadas (Star Frost, Alemanha). Para a medida
da producéo de ERO, os cortes foram incubados com tampéo fosfato durante 10 minutos
a 37 °C, em seguida com tampao fosfato contendo dihidroetidina (5 pM, Invitrogen,
E.U.A)), durante 30 minutos, a 37 °C em camara umida e protegidos da luz (MILLER et
al., 1998). Apos o protocolo experimental, as laminas foram observadas em microscopio

optico (Eclipse Ni-U, Nikon, TAkio, Japao) equipado com filtro padrdo para rodamina e
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camera fotografica (DS-Ril, Nikon, Toékio, Japdo), utilizando uma objetiva para
fluorescéncia de 20x. A densidade de fluorescéncia média foi calculada usando o
software Image J (Wayne Rasband, National Institutes of Health, E.U.A.). A fluorescéncia
foi medida em pelo menos trés locais em cada imagem e as médias das medidas foram

calculadas.

4.6 MEDIDA DA LIBERACAO DE OXIDO NIiTRICO VASCULAR

Para determinar a producdo de oOxido nitrico foi utilizado o acetato 4,5
diaminofluoresceina (DAF-FM, Sigma, E.U.A.). Apés isolamento e disseccéo, as AMR
foram imersas em um meio para congelamento (OCT, Electron Microscopy Science,
E.U.A.)) e armazenadas a -80 °C até o momento de realizacdo dos cortes. As secc¢des de
AMR (10 ym de espessura) foram feitas em criostato (Leica, Alemanha) e colocadas em
laminas silanizadas (Star Frost, Alemanha). Para a medida da producéo de Oxido nitrico,
os cortes foram incubados com tampao fosfato durante 10 minutos a 37 °C, em seguida
com tampao fosfato (0,1M) contendo DAF-FM durante 30 minutos, a 37 °C em camara
Uumida e protegidos da luz (MILLER et al., 1998). Apds o protocolo experimental, as
laminas foram observadas em microscoépio de fluorescéncia (Eclipse Ni-U, Nikon, Tokio,
Japao) equipado com filtro para rodamina e camera fotografica (DS-Ril, Nikon, Tokio,
Japao), utilizando uma objetiva para fluorescéncia de 20x. A densidade de fluorescéncia
meédia foi calculada usando o software Image J (Wayne Rasband, National Institutes of
Health, E.U.A.). A fluorescéncia foi medida em pelo menos trés locais em cada imagem

e as médias das medidas foram calculadas.
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4.7 DETERMINACAO DE COLAGENO NA PAREDE ARTERIAL

O conteudo de colageno na parede arterial foi determinado de acordo com o
método previamente descrito por lzzard et al. (2003). Os terceiros ramos da artéria
mesentérica superior foram dissecados, limpos de tecido adiposo, fixados em
paraformaldeido 4% e lavados em tampao fosfato (pH 7,4). Apés lavagem, os segmentos
foram incubados durante 1 hora em tampéao fosfato contendo sacarose 30%. Em seguida
0s segmentos foram colocados em um molde para criostato contendo meio para
congelamento (OCT, Electron Microscopy Science, E.U.A.) e armazenadas a —80° C até
o dia do experimento. Os segmentos arteriais congelados foram cortados em secc¢des
transversais de 5 pm de espessura em criostato (Leica, Alemanha) e colocadas em
laminas silanizadas (Star Frost, Alemanha). Depois de retirada do meio de congelamento
com agua destilada, o colageno foi corado com picro sirius (Picro Sirius Red Stain Kit —
Connective Tissue Stain) (abcam). Apos o protocolo experimental, as laminas foram
observadas em microscopio de fluorescéncia (Eclipse Ni-U, Nikon, Tokio, Japédo) e
camera fotogréafica (DS-Ril, Nikon, Toékio, Japao), utilizando uma objetiva de 40x. A
analise da area total da parede vascular e daguela ocupada pelo colageno foi realizada

com o uso do software Image-Pro Plus 6.0 para analise de imagens.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

A analise dos resultados foi realizada através de teste t de student pareado ou ndo
pareado e analise de variancia (ANOVA, uma ou duas vias), completamente
randomizada, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni, com auxilio do programa

GraphPad Prism (San Diego, CA, E.U.A). Os resultados foram considerados



estatisticamente significantes para valores P<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 PESO CORPORAL E iINDICE DE ADIPOSIDADE

O aumento do peso corporal dos animais alimentados com dieta hiperlipidica
passou a ser significativo a partir da sexta semana de acompanhamento. A diferenca do
peso corporal entre 0s grupos continuou a aumentar até a décima sexta semana (Figura
8A). O indice de adiposidade foi significativamente maior no grupo alimentado com dieta
hiperlipidica quando comparado ao grupo alimentado com a dieta padréo (Figura 8B). O
tratamento crénico com losartan néo foi capaz de alterar o peso corporal e o indice de

adiposidade dos animais (resultados ndo mostrados).
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Figura 8: Peso corporal (A) e indice de adiposidade (B). Os resultados séo expressos como média * erro
padrdo da média. N=10 ratos em cada grupo. ANOVA duas vias (A) e teste t (B), *P<0,05, ***P<0.001.
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5.2 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE E DE SENSIBILIDADE A INSULINA

Nas avaliagdes glicémicas, os animais do grupo HF mostraram-se mais resistentes
a insulina (Figura 9A) e mais intolerantes a glicose (Figura 9C) quando comparado aos
animais do grupo NF. O tratamento cronico com losartan no grupo HF (HF Los) diminuiu
a curva glicémica em fungcédo do tempo apenas com 120 minutos de avaliagdo (Figura
9B). O resultado indica uma melhora no quadro de resisténcia a insulina no grupo HF
tratado com o antagonista do receptor AT1. Quanto ao quadro de intolerancia a glicose
observada no grupo HF, o tratamento com losartan ndo foi capaz de modifica-lo (Figura
9D). O grupo NF tratado com losartan nao apresentou diferenca significativa em relacéo

ao grupo NF controle em ambos os testes (resultados ndo mostrados).
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Figura 9. Teste de resisténcia a insulina (A, B) e teste de tolerancia a glicose (C, D) em ratos alimentados
com dieta padréo (NF), hiperlipidica (HF) e hiperlipidica tratado com losartan (HF-Los). Os resultados sédo
expressos como média + erro padrao da média. N=5 ratos em cada grupo.
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5.3 ESTUDO DE REATIVIDADE VASCULAR

5.3.1 Relaxamento dependente e independente do endotélio

A acetilcolina induziu relaxamento dependente do endotélio nas AMR dos grupos
NF, HF, NF-Los e HF-Los. Conforme observado na Figura 10A, este relaxamento foi
significativamente prejudicado pela dieta hiperlipidica (grupo HF). O tratamento crénico
com losartan, apesar de ndo modificar o relaxamento a acetilcolina nas artérias do grupo
NF, reverteu as alteracdes desta resposta no grupo HF (Figura 10A). A resposta do
relaxamento independente do endotélio induzida pelo doador de *NO, nitroprussiato de

sodio (NPS), foi semelhante nas artérias de todos os grupos experimentais (Figura 10B).
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Figura 10. Relaxamento dependente (A) e independente (B) do endotélio induzido pela acetilcolina e
nitroprussiato de sodio (NPS), respectivamente em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos
alimentados com dieta padréo (NF), padrao tratado com losartan (NF-Los), hiperlipidica (HF) e hiperlipidica

tratado com losartan (HF-Los). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média. N=6-8
ratos em cada grupo.

5.3.1.1 Efeito da inibic&o da cicloxigenase sobre o relaxamento dependente do endotélio.

Para avaliar a participacdo da via da COX na resposta vasodilatadora a
acetilcolina, as AMR foram pré-incubadas com um inibidor ndo seletivo da COX, a
indometacina. Como evidenciado na Figura 11, a indometacina aumentou o relaxamento
a acetilcolina nas AMR do grupo HF (Figura 11B), mas nao no grupo NF (Figura 11A). O
tratamento com losartan aboliu o efeito da indometacina (Figuras 11C) sobre o
relaxamento a acetilcolina nas AMR de ratos HF. No grupo NF tratado com losartan,
semelhante ao que foi observado no grupo NF controle, a indometacina ndo modificou o

relaxamento dependente do endotélio na AMR (resultados ndo mostrados).
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Figura 11. Efeito da inibicdo da ciclooxigenase (indometacina) na vasodilatacdo dependente do endotélio
induzida por acetilcolina em artérias mesentéricas de resisténcia de animais alimentados com dieta padréo
(NF, A) ou hiperlipidica (HF, B) e no grupo alimentado com dieta hiperlipidica tratado com losartan (HF-
Los, C). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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5.3.1.2 Efeito da inibi¢cdo da sintese de 6xido nitrico sobre o relaxamento dependente do

endotélio

Para avaliar a participacao da via do *NO na resposta vasodilatadora a acetilcolina,
as AMR foram pré-incubadas com L-NAME, um inibidor da sintase de *NO. Como pode
ser observado na Figura 12, o L-NAME diminuiu o relaxamento nos grupos NF, mas nao
no grupo HF (Figura 12A e 12B). No grupo HF tratado com losartan (HF-Los), o efeito da
inibicdo da sintese de *NO foi semelhante ao observado no grupo NF (Figura 12C). Este
ultimo resultado indica que o losartan restaurou a participacéo do *NO no relaxamento a

acetilcolina em artérias mesentéricas de ratos alimentados com dieta hiperlipidica.
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NOS (LNAME) na vasodilatacdo dependente do endotélio induzida por
acetilcolina em artéria mesentérica de resisténcia de animais alimentados com dieta padrdo (NF, A),
hiperlipidica (HF, B) e hiperlipidica tratado com losartan (HF Los, C). Os resultados séo expressos como
média + erro padrao da média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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5.3.1.3 Efeito do mimético da SOD sobre o relaxamento dependente do endotélio

Para avaliar a participacdo das espécies reativas de oxigénio na resposta
vasodilatadora a acetilcolina, as artérias foram pré-incubadas com um mimético da SOD,
o tempol. Como pode ser evidenciado na Figura 13, o tempol aumentou
significativamente o relaxamento a acetilcolina nas AMR do grupo HF (Figura 13B), mas
nao no grupo NF (Figura 13A). O tratamento com losartan aboliu o efeito do tempol
(Figuras 13C) sobre o relaxamento dependente do endotélio nas AMR de ratos HF. O
resultado sugere a participacdo das EROs no prejuizo vascular do grupo HF e a

restauracao desse prejuizo no grupo tratado com losartan.
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Figura 13. Efeito do tempol na vasodilatacdo dependente do endotélio induzida por acetilcolina em artéria
mesentérica de resisténcia de animais alimentados com dieta padrdo (NF, A), hiperlipidica (HF, B) e

hiperlipidica tratado com losartan (HF Los, C). Os resultados s&o expressos como média + erro padrdo da
média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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5.3.1.4 Efeito da inibicdo da NADPH oxidase sobre o relaxamento dependente do
endotélio

Para avaliar a participacdo da NADPH oxidase na resposta vasodilatadora a
acetilcolina, as artérias foram pré-incubadas com um inibidor seletivo desta enzima, a
apocinina. Como pode ser evidenciado na Figura 14, a apocinina aumentou
significativamente o relaxamento a acetilcolina nas AMR do grupo HF (Figura 14B), mas
nao no grupo NF (Figura 14A). O tratamento com losartan aboliu o efeito da apocinina

sobre o relaxamento dependente do endotélio nas AMR de ratos HF (Figuras 14C).
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Figura 14. Efeito da apocinina na vasodilatacdo dependente do endotélio induzida por acetilcolina em
artéria mesentérica de resisténcia de animais alimentados com dieta padrdo (NF, A), hiperlipidica (HF, B)
e hiperlipidica tratado com losartan (HF Los, C). Os resultados sao expressos como média + erro padrao
da média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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5.3.1.5 Efeito do antagonista do receptor AT1 sobre o relaxamento dependente do
endotélio

Para avaliar a participacdo da angiotensina Il na resposta vasodilatadora a
acetilcolina, as artérias foram pré-incubadas com um antagonista do receptor AT1, o
losartan. Como pode ser evidenciado na Figura 15, o losartan aumentou
significativamente o relaxamento a acetilcolina nas AMR do grupo HF (Figura 15B), mas
nao no grupo NF (Figura 15A). Esse resultado confirma os resultados observados com
tratamento crénico com losartan, e sugere a angiotensina Il como potencial mediador da

alteragéo do relaxamento dependente do endotélio das AMR do grupo HF.
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Figura 15. Efeito do losartan na vasodilatacéo dependente do endotélio induzida por acetilcolina em artéria
mesentérica de resisténcia de animais alimentados com dieta padrédo (NF, A), hiperlipidica (HF, B). Os
resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média. N=6-8 ratos em cada grupo.
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5.4 VASOCONSTRICAO INDUZIDA POR ESTIMULACAO ALFA-ADRENERGICA

A noradrenalina induziu contracdo concentracdo-dependente nas artérias de
ambos os grupos; esta resposta foi semelhante entre grupos HF e NF (Figura 16). O
tratamento com losartan ndo modificou a contragdo induzida por estimulagcdo alfa

adrenérgica nas AMR dos grupos HF (Figura 16).
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Figura 16. Curva concentragdo-resposta a noradrenalina em artérias mesentéricas de resisténcia de
animais alimentados com dieta padrdo (NF), padrao tratado com losartan (NF-Los), hiperlipidica (HF) e

hiperlipidica tratado com losartan (HF-Los). Os resultados sdo expressos como média + EPM. N=6-8 ratos
em cada grupo.
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5.5 DETERMINACAO IN SITU DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE

OXIGENIO

Como demonstrado na Figura 17, a fluorescéncia emitida pelo DHE nas AMR foi
semelhante entre os trés grupos estudados, indicando semelhanca na geragédo de ERO

na parede vascular entre 0s grupos experimentais.
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Figura 17. (A) Imagens representativas da fluorescéncia emitida pela geracdo de ERO em artéria
mesentérica de resisténcia de ratos NF, HF e HF Los. (B) Andlise quantitativa média da produ¢éo de ERO
em artérias do grupo NF, HF e HF Los. Os resultados séo expressos como média + erro padréo da média.
U.A., unidades arbitrarias. N=5-6 ratos em cada grupo. ANOVA (uma via), P>0,05.
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5.6 DETERMINACAO IN SITU DA PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO

Como demonstrado na Figura 18, a dieta hiperlipidica reduziu a producéo de 6xido
nitrico e o tratamento com losartan restaurou essa producdo. Esta afirmacdo se baseia
na fluorescéncia emitida pelo DAF, que foi reduzida no grupo HF em comparacao ao

grupo NF, e restaurada no grupo HF-Los.
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Figura 18. (A) Imagens representativas da fluorescéncia emitida pela geragéo de 6xido nitrico em artéria
mesentérica de resisténcia de ratos NF, HF e HF Los. (B). Analise quantitativa média da producéo de 6xido
nitrico em artérias do grupo NF, HF e HF Los. Os resultados sao expressos como meédia + erro padrdo da
média. U.A., unidades arbitrarias. N=5-6 ratos em cada grupo. ANOVA (uma via), *P<0,05.
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5.7 ESTUDOS DAS PROPRIEDADES MECANICAS E ESTRUTURAIS EM ARTERIAS

MESENTERICAS DE RESISTENCIA

As propriedades mecéanicas e estruturais em AMR foram avaliadas através da
técnica de artéria pressurizada. A Figura 19 mostra a relacao pressao/diametro externo
(Figura 19A e 19C) e interno (Figura 19B e 19D) em condic¢des ativas (na presenca de
2,5 mM de célcio) e passivas (em meio livre de céalcio + 10 mM de EGTA) em artérias de
ratos NF e HF. Como é possivel observar nas AMR de ambos 0s grupos, tanto na
presenca como na auséncia de calcio, 0 aumento da pressao intravascular induziu um
aumento progressivo do diametro externo e interno. No grupo NF, esse aumento foi
similar em ambas situa¢cfes experimentais, ou seja, na presenca e na auséncia de calcio
(Figura 19A e 19B). Porém, nos animais HF, o aumento dos diametros externo e interno
foi menor na presenca de célcio (Figura 19C e 19D), indicando presenca de ténus

miogénico.
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Figura 19. Relagdo pressao-diametro em artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) de ratos NF (A, B
N=8) e HF (C, D N=8) em condig¢es ativas (CaCl2 2,5 mM) e passivas (Célcio zero, 0 Ca2+). Os resultados
estao expressos como média + erro padrao da média dos valores de didametro (um) frente as alteragfes de
presséo intravascular.
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A Figura 20 mostra os parametros morfologicos obtidos em AMR pressurizadas

de ratos NF, HF e HF-Los em condi¢Bes de maximo relaxamento (meio livre de célcio +

10 mM de EGTA). Para todos os valores de presséo intravascular avaliados, o diametro

externo (Figura 20A) e interno (Figura 20B) das AMR de ratos HF apresentaram-se

significativamente diminuidos quando comparado ao grupo NF. O tratamento crénico com

losartan reverteu as alteragdes de diametro externo e interno nas AMR do grupo HF.
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Figura 20. Relacdo presséo-diametro externo (A), pressao-didmetro interno (B) em artérias mesentéricas
de resisténcia (AMR) de ratos NF, HF, HF Los em condi¢des passivas (Calcio zero, 0 Ca2+). Os resultados
estao expressos como média + erro padrao da média dos valores de diametro (um) frente as alteracées de

pressao intravascular.
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A Figura 21 mostra a espessura de parede, a relacdo parede:limen e a area de
seccao transversal das AMR de todos os grupos experimentais. Como € possivel
observar na Figura 21A, a espessura de parede das AMR do HF foi significativamente
aumentada em comparacgédo ao grupo NF. Consequentemente, considerando ainda a
reducdo do didametro interno, a relacdo parede:limen das artérias do grupo HF foi
aumentada comparada ao grupo NF (Figura 21B). Entretanto, a area de seccédo
transversal das AMR néo foi diferente entre os grupos NF e HF (Figura 21C).
Considerando, portanto, estes resultados, é possivel afirmar que a dieta hiperlipidica
induziu um remodelamento do tipo eutréfico para dentro nas artérias de resisténcia da
circulacdo mesentérica de rato. O tratamento crénico com losartan, assim como o fez

sobre a alteragbes de didmetro externo e interno, reverteu as alteragbes sobre a

espessura de parede e relacéo parede:lumen das AMR do grupo HF (Figura 21A e 21B).
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Figura 21. Comparacdo dos parametros estruturais de artérias mesentéricas de resisténcia (AMR, em
condigbes passivas, (0 Ca?*) de ratos NF (N=8), HF (N=8) e HF-Los (N=8). (A) Espessura de parede, (B)
relagcdo parede:limen e (C) &rea de seccao transversal (AST). Os resultados estédo expressos como média
+ erro padrédo da média.



97

As propriedades mecéanicas da parede arterial também foram analisadas; a Figura
22 mostra estas propriedades em artérias de ratos HF, NF e HF-Los em condicdes de
maximo relaxamento (0 Ca?*). O aumento da presséo intravascular induziu aumento do
stress de parede, o qual foi significativamente menor nas AMR de animais HF comparado

aos animais NF (Figura 22A).

A Figura 22B mostra a relagéo stress:strain, que é uma medida da rigidez arterial
independente da geometria do vaso. Nas AMR do grupo HF, a curva da relacao
stress:strain foi deslocada para a esquerda, o que indica maior rigidez arterial em
comparacao ao grupo NF. Esses resultados podem ser confirmados pelo maior valor de
B (inclinacéo da curva stress:strain) (B: NF 5,71 + 0,21 vs. HF 6,36 + 0,17, P<0,05) e pelos
maiores valores de modulo elastico nas AMR do grupo HF (Figura 22C). O tratamento
cronico com losartan reverteu as alteracbes sobre o stress de parede, a relagcéao

stress:strain e 0 modulo elastico (22A, 22B e 22C).



98

& ay\p @ aNF
& PHE & °HF
4+ °HF Los 3 °HF Los
.01 2.01
20 O ANOVA: P<0.05,
S 'E a-b, b-c
= o
o 154 »n 1.59
%) O
) c
c >
> o
2 1.0 o 1.04
< o
S -
= N
[7p] -
A 05 g 05
[0} [}
= =
2 n
ANOVA: P<0.05, a-b, b-c 0.0 T T \
0.0+ — T T T T T 0.0 05 1.0 15
0 20 40 60 80 100 120 140 .
Presséo (mmHg) Strain (AD/D,)
@ ANF
& PHF
T+ °HF Los
309
ANOVA: P<0.05, a-b, b-c
)
o«
2 E 2-
75 20
< g
[}
c
o >
> O
3 % 104
—
=X
N—r
04 T T d
0 50 100 150

Pressdo (mmHg)

Figura 22. Stress da parede (A), relacdo stress-strain (B) e modulo elastico (C) das artérias mesentéricas
de resisténcia (AMR, em condicdes passivas, 0 Ca?") de ratos NF (N=8), HF (N=8) e HF Los (N=8). Os
resultados estdo expressos como média * erro padrao da média.
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Como é possivel observar na Figura 23A, a distensibilidade arterial aumentou
entre os valores de presséo de 20 e 40 mmHg e seguiu progressivamente reduzindo até
o valor maximo de pressédo de 140 mmHg. Comparadas ao grupo NF, as artérias do grupo
HF apresentaram menor distensibilidade entre valores de pressédo de 20 e 40 mm Hg. O
tratamento crénico com losartan reverteu o prejuizo da distensibilidade arterial do grupo

HF (Figura 23A).

O valor maximo de complacéncia das AMR foi observado em valores de presséo
intravascular de 40 mmHg. No grupo HF, e entre valores de presséo de 20 a 60 mmHg,
esta complacéncia foi reduzida pelo consumo de dieta hiperlipidica (Figura 23B). O
tratamento losartan restaurou a complacéncia arterial para niveis semelhantes do grupo

NF (Figura 23B).
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Figura 23. Distensibilidade (A) e complacéncia (B) das artérias mesentéricas de resisténcia (AMR, em
condicBes passivas, 0 Ca?*) de ratos NF (N=8), HF (N=8) e HF Los (N=8). Os resultados estdo expressos
como média * erro padrdo da média.
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5.8 QUANTIFICACAO DO CONTEUDO DE COLAGENO

O colageno total apresentou-se distribuido principalmente nas camadas adventicia
e média das AMR dos grupos experimentais. O conteudo total de colageno mostrou-se
significativamente aumentado no grupo HF em comparacéo ao grupo NF (Figura 24). O
tratamento crénico com losartan, no entanto, nao modificou o contetdo de colageno nos

animais alimentados com dieta hiperlipidica (HF Los) (Figura 24).
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Figura 24. (A) Imagens representativas do contelddo total de colageno em artéria mesentérica de
resisténcia de ratos NF, HF e HF Los. (B). Gréfico com valores médios da &rea ocupada pelo coldgeno em
funcédo da &rea total da parede vascular de artérias mesentéricas do grupo NF, HF e HF Los. Os resultados

s80 expressos como média + erro padrdo da média. N=5-6 ratos em cada grupo. ANOVA (uma via),
*P<0,05.
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6 DISCUSSAO

Injarias ao sistema vascular induzido pela obesidade torna essa condigdo um dos
principais fatores de riscos para o desenvolvimento de DCV (LIMA JUNIOR et al., 2019;
PETERSON et al., 2019). Como j& demonstrado em outros estudos, sobretudo em
camundongos e em artérias de condutancia, os resultados do presente estudo
demonstram que ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica apresentam disfuncéo
endotelial, caracterizada por prejuizo na vasodilatacdo dependente do endotélio em
artérias de resisténcia da circulagcdo mesentérica. Esta disfuncdo esta associada, pelo
menos em parte, a uma maior participacdo de espécies reativas de oxigénio, fatores
vasoconstrictores derivados do metabolismo do acido araquiddnico/ciclooxigenase e a
uma menor biodisponibilidade do *NO. Além disso, o consumo de dieta hiperlipidica
promoveu alteracbes estruturais e mecanicas nessas artérias, caracterizadas por
remodelamento eutréfico para dentro e maior rigidez da parede arterial. Estas alteracdes
parecem ser decorrentes da acao da angiotensina Il via receptor AT1, uma vez que foram

revertidas pelo tratamento crénico com o losartan.

A obesidade esta fortemente relacionada com disfuncdo das células endoteliais
(JIANG et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2011; XIA et al., 2016). A literatura mostra que
modelos de obesidade induzido por dieta hiperlipidica apresentam prejuizo do
vasorrelaxamento induzido pela acetilcolina, o qual parece ter uma grande correlacéo
com o prejuizo da via do *NO (JIANG et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2011; XIA et al.,
2016). A insulina produzida pelas células beta pancreéticas € um horménio que estimula
a producéao de *NO devido a sua capacidade de ativar a eNOS; resisténcia a acao desse

horm&nio é uma caracteristica muito comum em situac¢des de expansao do tecido adiposo
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(CIGNARELLI et al.,, 2019). No presente estudo, os animais alimentados com dieta
hiperlipidica apresentaram resisténcia a insulina. Além disso, em condi¢fes de obesidade
pode ocorrer intenso processo inflamatorio e oxidativo que interfere diretamente na
biodisponibilidade de *NO (DIMASSI et al., 2016). Diante disso, a fim de investigar se a
disfuncao endotelial induzida pela dieta hiperlipidica estaria relacionada com uma menor

biodisponibilidade de *NO, alguns experimentos foram realizados.

Primeiro, as artérias foram pré-tratadas com um inibidor da sintese de *NO, o L-
NAME. Como é sabido, o relaxamento induzido por acetilcolina em vasos de resisténcia
€ mediado pelo *NO e pelo fator hiperpolarizante derivado do endotélio (XAVIER et al.,
2014). Como demonstrado, nas artérias do grupo NF (controle), o L-NAME reduziu, mas
nao inibiu o relaxamento induzido pela acetilcolina, indicando tanto a participagéo do *NO,
como também de outros fatores nesta resposta vasodilatadora dependente do endotélio.
Contudo, nas artérias do grupo HF, o L-NAME falhou em promover qualquer modificacéo
da resposta vasodilatadora induzida por acetilcolina. Esse resultado, portanto, indica que
a participacdo do NO na vasodilatacdo dependente do endotélio foi drasticamente
prejudicada pelo consumo de dieta hiperlipidica. Devido ao fato do relaxamento induzido
pelo doador de *NO, nitroprussiato de sédio, ndo ter sido modificado pela dieta indica que
a resposta do musculo liso vascular ao *NO foi preservada. Portanto, o prejuizo da via do
'NO nas artérias do grupo HF provavelmente envolve a reducdo da sua
biodisponibilidade. Para confirmacédo desta hipétese, a biodisponibilidade do *NO foi
estimada através da fluorescéncia emitida pelo pelo DAF-FM em cortes transversais de
AMR. Os resultados aqui obtidos revelam uma reducao significativa da fluorescéncia

emitida pelo DAF-FM nas artérias do grupo HF, o que indica uma reducdo da
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biodisponibilidade do *\NO em comparac&o ao grupo NF. E importante mencionar que em
relacdo a via do *NO tem sido publicado resultados conflitantes. Por exemplo, em aorta
de camundongos obesos induzido por dieta, demonstrou-se uma maior biodisponibilidade
de *NO através da utilizacdo da sonda DAF-FM em relacdo ao grupo controle. Esse
aumento foi acompanhado por uma maior expressédo da enzima NO sintase induzivel

(INOS), cuja expressao esta associada com situacdes de inflamacéao (SILVA et al., 2016).

Baseado nos dados acima, € possivel postular que o prejuizo da biodisponibilidade
do *NO nas artérias do grupo HF possa estar associado a uma menor producédo deste
fator e/ou a sua maior degradacao, como por exemplo devido ao aumento da producao
de ERO. Tem sido amplamente demonstrado que na obesidade, o tecido adiposo em
expansao se torna disfuncional, ocorrendo uma maior producéo de ERO, as quais podem
estar relacionadas inclusive com a resisténcia a insulina encontrada em individuos
obesos (CASTRO; GRUNE; SPECKMANN, 2016; RAINS; JAIN, 2011). Lynch et al.
(2013) demonstraram um aumento da expressao da NOX2, uma das isoformas da familia
NOX pertencente a NADPH oxidase, em aorta de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica. Esse resultado correlacionou-se com a disfuncdo endotelial encontrada,
indicando os anions superéxidos provenientes da NOX2 como responsaveis pelo prejuizo
da funcado vascular nesses animais (LYNCH et al. 2013). Quando elevado, o0 estresse
oxidativo pode diminuir a biodisponibilidade de *NO e todos seus efeitos biologicos. Isso
pode ocorrer em consequéncia da reacdo de anions superéxidos com o *NO e
consequente formacao de peroxinitrito (BECKMAN; KOPPENOL, 1996). Além do mais,
em situacdo de estresse oxidativo elevado, como na obesidade, pode ocorrer oxidacao

do BH4, com desacoplamento da eNOS e mais produgao de radicais livres (BAGI,
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FEHER, CASSUTO, 2011; VARGAS-ROBLES et al., 2015). Além disso, as ERO, quando
em niveis suprafisiolégicos, podem acarretar injuria vascular por atuarem também como
fatores vasoconstritores (SIQUES; BRITO; PENA, 2018). Diante disso, a fim de investigar
se 0 estresse oxidativo estaria relacionado com a menor quantidade de *NO em AMR do
grupo HF, as artérias foram pre-incubadas com um mimético da SOD, o tempol. O tempol
aumentou o relaxamento induzido pela acetilcolina nas AMR do grupo HF, sem alterar a
resposta vasodilatadora a acetilcolina no grupo NF. Esse resultado indica a participacao
dos anions superoxidos na disfuncdo endotelial encontrada em AMR dos animais
submetidos a dieta hiperlipidica, possivelmente por essas espécies atuarem reduzindo a
biodisponibilidade de <NO. A fim de corroborar este resultado, realizou-se um
experimento com cortes transversais de AMR, utlizando uma sonda que emite
fluorescéncia ao reagir com ERO, o DHE. Surpreendentemente, ndo houve diferenca na
fluorescéncia emitida pelo DHE entre as AMR dos grupos NF e HF, sugerindo, através
dessa técnica experimental, que a geracdo de ERO na parede arterial ndo foi afetada
pelo consumo de dieta hiperlipidica. Resultados similares ao encontrado no presente
estudo, utilizando a mesma técnica, também ja foram publicados. Franco et al. (2017)
avaliaram o estresse oxidativo através da sonda DHE em aorta de camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica e ndo encontraram diferenca estatisticamente
significativa entre esses animais e o grupo controle. Silva et al. (2016) também
investigaram a producdo de ERO através do uso do DHE em aorta de camundongos
obesos induzido por dieta e nenhuma diferenca estatisticamente significante foi
observada entre os grupos experimentais. E plausivel pensar que técnicas que

apresentem uma maior sensibilidade para detectar ERO sejam necessarias neste caso.
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As ERO séo produzidas por diversos sistemas enzimaticos e a NADPH oxidase &
considerada uma das principais fontes geradoras dessas espécies no sistema vascular
(MANEA, 2010). Com o objetivo de investigar a participacdo dessa enzima nas alteracdes
vasculares encontradas no grupo HF, as AMR foram pré-tratadas com um inibidor da
NADPH oxidase/antioxidante, a apocinina. Assim como o tempol, a apocinina aumentou
a resposta vasodilatadora a acetilcolina no grupo HF, sem, contudo, alterar a resposta no
grupo NF. O presente resultado indica a NADPH oxidase como uma importante fonte
geradora de ERO na parede vascular do grupo HF. Katakam et al. (2005) demonstraram
prejuizo na resposta vasodilatadora induzida por insulina em artérias coronarias de ratos
Zucker obesos, o qual foi revertido pela utilizacdo da apocinina. Além disso, foi
demonstrado que o aumento dos niveis de ERO nos animais obesos foi revertido apos
inibicdo da NADPH oxidase. O mesmo grupo de pesquisadores ainda demonstrou um
aumento significativo da producdo de anions superéxidos dependentes da enzima
NADPH oxidase em artérias cerebrais de ratos Zucker obesos; essa alteracédo foi

associada com prejuizo na resposta vasodilatadora a acetilcolina (ERDOS et al., 2005).

A expansao e disfuncéo do tecido adiposo consequente a obesidade também esta
relacionada com aumento do perfil inflamatorio, caracterizado por elevacéo da secrecao
de citocinas pro-inflamatorias e diminuicdo de citocinas anti-inflamatérias (KANG et al.,
2016). Elmarakby et al. (2010) demonstraram em tecido renal de ratos hipertensos
induzido por angiotensina e alimentados com dieta hiperlipidica, um aumento da resposta
inflamatéria comparado ao grupo normotenso alimentado com dieta hiperlipidica,
caracterizada pelo aumento na expressao de COX-2. Além disso, 0 estresse oxidativo

também pode atuar estimulando a atividade da enzima COX-2 e assim contribuir para o
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desenvolvimento do estado inflamatério (MARTINEZ-REVELLEZ et al., 2013). Sendo
assim, a fim de investigar o envolvimento da via da COX nas alteracdes vasculares do
grupo HF, as artérias foram pré-incubadas com um inibidor da ciclooxigenase, a
indometacina. Na presenca desse inibidor, a resposta vasodilatadora induzida pela
acetilcolina foi inalterada nas artérias do grupo NF, como previamente demonstrado (DE
QUEIROZ et al., 2017; RAMOS-ALVES et al., 2012). Contudo, nas artérias do grupo HF,
a inibicdo da COX promoveu um aumento significativo da resposta vasodilatadora a
acetilcolina. Este resultado, portanto, aponta para o envolvimento dos produtos derivados
da via da COX como um dos possiveis mecanismos da disfuncédo endotelial produzida
pelo consumo de dieta hiperlipidica. Vessierres et al. (2010) demonstraram a presenca
de disfuncéo endotelial em artérias mesentéricas de ratos Zucker obesos, associada a

uma maior expressao da COX-2.

A inflamacéo do tecido adiposo encontrada na obesidade pode levar a ativacédo do
SRAA, acarretando mais estresse oxidativo e inflamacdo (CABANDUGAMA;
GARDNERA; SOWERS, 2017). A angiotensina Il, além de ser um potente agente
vasoconstritor, interfere indiretamente na producdo e degradacdo de Oxido nitrico por
ativar vias de sinalizacdo, como a via inflamatéria e a via oxidativa (ZHANG et al., 2018).
A angiotensina pode ativar vias como a do NF-kB e a via da COX-2 em varios tecidos,
estimulando a liberacdo de prostandides vasoconstritores e adipocinas que induzem
inflamacdo (OHNAKA et al., 2000; WOLF et al., 2000). Na literatura sdo escassos 0S
trabalhos que demonstram o papel do SRAA na disfuncéo vascular induzida por consumo
de dieta hiperlipidica. Para demonstrar a participacdo ou ndo da angiotensina Il nas

alteracoes da funcéo vascular observadas no grupo HF, as AMR desses animais foram
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pré-incubadas com o losartan. Os resultados obtidos sugerem o envolvimento da
angiotensina Il na disfungdo vascular encontrada no grupo HF, uma vez que a pré-

incubacao com o losartan melhorou o relaxamento a acetilcolina nas AMR desse grupo.

Esta bem documentada na literatura a capacidade da angiotensina Il em de ativar
vias inflamatérias e oxidativas. Wen et al. (2018) demonstraram em ratos Sprague-
Dawley infartados que o antagonismo do receptor AT1 com losartan reverteu a
insuficiéncia cardiaca dos animais através da reducdo do estresse oxidativo local.
Ademais, em varios tecidos, a angiotensina Il € um potente indutor de expressao de COX-
2 (BELTRAN et al., 2009; HU et al., 2002; JAIMES et al., 2005; O'CONNOR & CLARK
2019; WONG et al., 2011). Nos glomérulos renais de ratos, a angiotensina Il induziu um
aumento de mais de seis vezes na expressao de COX-2; nas células mesangiais, a
liberagdo de PGE, e PGIl, aumentou 200% e 100% em resposta a angiotensina I,
respectivamente (JAIMES et al., 2005). O aumento da expressdao de COX-2 em
decorréncia da angiotensina Il também tem sido observado em células da parede
vascular, incluindo fibroblastos, células musculares lisas e células endoteliais (HU et al.,
2002; BELTRAN et al.,, 2009; WONG et al., 2011). Portanto, a fim de elucidar se o
estresse oxidativo e o0 possivel estado inflamatorio elevado no leito mesentérico dos
animais alimentados com dieta hiperlipidica estaria sendo mediado pelo principal

peptideo bioativo do SRAA, os animais foram tratados cronicamente com o losartan.

Os resultados obtidos demonstram que o tratamento com losartan normalizou o
relaxamento dependente do endotélio nas AMR do grupo HF, sem causar alteracdes no
grupo NF. Nas artérias do grupo HF tratados com losartan (HF-Los), a indometacina nao

7

alterou o relaxamento a acetilcolina. Esse resultado é indicativo de uma reducdo da
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producdo de fatores vasoconstritores derivados da COX apdés o antagonismo dos
receptores AT1, o que reforca a hipotese de que o aumento de metabdlitos da COX nos
animais HF é dependente da angiotensina Il. Assim, a angiotensina Il parece atuar
estimulando a producdo de metabdlitos derivados da COX, colaborando para o perfil

inflamatdrio do grupo HF, o que resulta no desenvolvimento da disfun¢éo endotelial.

Outro efeito da angiotensina Il € a sua capacidade de estimular vias de
sinalizacbes relacionadas ao estresse oxidativo, como a da NADPH oxidase
(GRIENDLING et al.,, 1994) Esta enzima, atua como uma das principais fontes de
producédo de ERO na parede vascular, a qual esta relacionada ao desequilibrio redox e
ao prejuizo da funcéo vascular em diversas situacdes patolégicas (MAHMOUD et al.,
2017; MASLOQV et al., 2019). O resultado do presente estudo demonstrou que nas AMR
dos animais HF que receberam tratamento com losartan (HF-Los), tanto o tempol quanto
a apocinina nao alteraram o relaxamento vascular dependente do endotélio, sugerindo
gue a angiotensina Il estaria estimulando a enzima NADPH oxidase a produzir anions
superoéxidos no leito vascular estudado. Além disso, as ERO também estdo envolvidas
com ativacdo da via da COX, assim como produtos do metabolismo da COX também
estimulam vias de geracdo de ERO, como a propria NADPH oxidase (MARTINEZ-
REVELLES et al., 2013). Essa interacdo entre estresse oxidativo e aumento do perfil
inflamatorio induzido por angiotensina Il pode estar relacionado com a menor quantidade
de *NO encontrada nas AMR do grupo HF. Corroborando essa hip6tese, o antagonismo
do receptor AT1 pelo losartan restaurou o efeito do L-NAME na vasodilatacdo induzida
pela acetilcolina e a fluorescéncia emitida pelo DAF-FM (indicativo da biodisponibilidade

do *NO) nas AMR de ratos HF.
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O efeito pro-oxidante e proinflamatoério da angiotensina Il pode ainda acarretar o
desacoplamento da eNOS com menor producdo de +NO. Quando no estado
desacoplado, a eNOS ao invés de produzir *NO, produz anions superéxidos, favorecendo
ainda mais o desequilibrio redox e o prejuizo da funcdo vascular (FORSTERMANN;
SESSA, 2012). OAK et al. (2007) reportaram diminuicdo da producdo de anions
superoxidos provenientes da eNOS e aumento da biodisponibilidade de *NO apds o
antagonismo do receptor AT1 em aorta de camundongos diabéticos. CHAO et al. (2018)
demonstraram ainda que o tratamento com losartan aumentou a fosforilacdo da eNOS
no sitio Ser(633,177), elevar os niveis de *NO e reduzir os niveis de Erro em cultura de

células endoteliais humanas.

Existem atualmente evidéncias que 0s mecanismos oxidativos e pro-inflamatorios
também estdo envolvidos no surgimento de alteracdes estruturais e/ou mecanicas da
parede arterial, independentemente de alteracbes hemodinamicas. O fenbmeno do
remodelamento vascular esta relacionado frequentemente com doencas que afetam o
sistema cardiovascular, contribuindo para o aumento da resisténcia periférica em
situacbes de risco cardiovascular, como hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca,
aterosclerose e obesidade (KRUEGER et al., 2017; LEE; DICKHOUT; SANDOW, 2017).
O remodelamento vascular consiste em alteracdes do diametro luminal (para fora ou para
dentro), em alteracdes na area de seccao transversal da parede arterial (hipertréfica,
eutrofica ou hipotréfica), ou em alteracdes da matriz extracelular (MULVANY et al., 1996).
No caso do remodelamento para dentro, ocorre aumento da resisténcia ao fluxo
sanguineo, podendo levar a sobrecarga do sistema cardiovascular e a graves

complicacdes, a depender do leito vascular acometido, como insuficiéncia cardiaca e
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elevacgao sustentada da presséao arterial (KU et al., 2016; THOMPSON; LAWRIE, 2017).
Além disso, as alteracdes estruturais na parede vascular podem levar a rigidez arterial,
através de modificac6es das propriedades mecéanicas do vaso, como complacéncia e
distensibilidade. Diante disso, o remodelamento vascular e a rigidez da parede arterial
podem contribuir para o aumento da morbidade e mortalidade por eventos
cardiovasculares (GIL-ORTEGA et al.,, 2015). Na literatura existem até entao,
pouquissimas evidéncias experimentais de que a ingestdo crbnica de uma dieta
hiperlipidica possa cursar com alteracdes estruturais em artérias de resisténcia. Assim,
foram realizados no presente estudo experimentos com AMR pressurizadas de ratos NF
e HF, com o objetivo de identificar possiveis modificacbes na estrutura e nas

propriedades mecéanicas destas artérias.

Os resultados do presente estudo demonstraram que a dieta hiperlipidica reduziu
o diametro externo e interno das AMR, com aumento da espessura da parede e da
relacéo parede/lumen, sem modificacdo da area de seccao transversal, o que caracteriza
um remodelamento eutrofico para dentro (MULVANY et al., 1996). Este tipo de
remodelamento parece representar, assim como em outros modelos, um mecanismo
contribuinte para o aumento da resisténcia vascular periférica e, portanto, para o
processo hipertensivo. De acordo com a Lei de Poiseuille, a resisténcia vascular varia
inversamente proporcional a quarta poténcia do raio, sendo este uma funcdo das
propriedades estruturais e mecanicas vasculares ativas e passivas. As propriedades
passivas podem ser descritas pela relacdo pressédo:diametro em condi¢cdes de completo
relaxamento vascular, enquanto as propriedades ativas correspondem a uma funcéo do

nivel de ativacdo das células musculares lisas, da quantidade e da organizagéo destas
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células em torno da circunferéncia do vaso. Considerando um dado nivel de ativacao das
células musculares lisas e que este produz uma determinada tenséo por area de seccao
transversal, a pressao contra a qual o vaso ira contrair, de acordo com a Lei de Laplace,
€ proporcional a relacdo parede:limen (MULVANY, 1984). Sendo assim, o0 aumento da
relacdo parede:limen em artérias de resisténcia pode ser considerado como um dos
mecanismos contribuintes para o aumento da resisténcia vascular periférica e, portanto,

da presséao arterial.

Como ja mencionado, o diametro interno arterial depende das propriedades ativas
da parede arterial em resposta a pressédo transmural e da complacéncia desta. A
complacéncia, que é a capacidade do vaso distender-se em resposta a aumentos de
pressao intravascular, é dependente da geometria e da rigidez dos componentes da
parede vascular. Esta complacéncia pode ser reduzida em consequéncia de um diametro
interno reduzido, como por exemplo na hipertensao arterial, sendo este um exemplo
tipico de efeito dependente da geometria, ou pode sofrer alteracbes em consequéncia de
mudancas do modulo elastico. Este, por sua vez, depende da rigidez dos constituintes
da parede vascular, colageno, elastina, células musculares lisas etc., e € independente

da geometria.

Os resultados obtidos no presente estudo revelam que as AMR do grupo HF
apresentaram aumento da rigidez arterial, como evidenciado pelo deslocamento para
esquerda da relacdo stress:strain (com maior valor de ) e do modulo elastico, quando
comparadas ao grupo NF. As AMR do grupo HF ainda foram menos complacentes e
menos distensiveis em comparacao ao grupo NF. Estes resultados sdo semelhantes aos

muitos outros previamente publicados em modelos de hipertenséo arterial (BRIONES et
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al., 2003; HADJU, BAUMBACH, 1994; INTENGAN et al., 1999). E importante ainda
destacar, que o aumento da rigidez pode ser um dos mecanismos responsaveis pela
reducéo do diametro interno observado nas AMR do grupo HF. Um estudo realizado em
camundongos obesos também demonstrou, assim como no presente estudo, uma maior
rigidez arterial em artérias da circulagdo mesentérica (GIL-ORTEGA et al., 2015). Essas
alteracoes foram associadas a um aumento do estresse oxidativo e maior deposicao de

coldgeno nos vasos desses animais (GIL-ORTEGA et al., 2015).

O colageno € uma das principais proteinas que constitui a matriz extracelular e
guando aumentado pode contribuir para as alteracdes estruturais da parede vascular. Na
camada intima, média e adventicia dos vasos é encontrado principalmente o colageno
do tipo | e Ill. Esta proteina € um dos principais determinantes para o moédulo elastico
(BANK et al., 1996) e sua maior deposicao na parede vascular pode ser um importante
contribuinte para o aumento da rigidez arterial (LAURANT et al., 1997; INTENGAN et al.,
1999a). Sendo assim, a fim de investigar o envolvimento do colageno nas alteracdes
estruturais e mecanicas das AMR dos grupos experimentais, o contetudo total de
colageno foi avaliado. Os resultados obtidos demonstram que nas AMR do grupo HF
existe uma maior deposicdo de coladgeno comparado ao grupo NF. Este aumento
possivelmente contribui para as alteracdes estruturais e mecéanicas dos vasos de

resisténcia encontradas no grupo alimentado com dieta hiperlipidica.

Como ja descrito acima, a angiotensina Il, o principal mediador do SRAA, estimula
a geracdo de ERO, a producado de citocinas inflamatdrias e de moléculas de adesao
através de fatores de transcricdo, como o NF-kB e a AP-1 (AROOR,; JIA; SOWERS, 2018;

PARK; LAKATTA, 2012; TOUYZ et al., 2000), efeitos que sdo mediados pela sua ligagéo
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ao receptor AT1. Através destes efeitos a angiotensina Il, além de produzir alteracdes
funcionais na parede vascular, também promove remodelamento (TOUYZ et al., 2005).
Além disso, a angiotensina Il induz crescimento do musculo liso vascular e pode regular
a sintese e deposicao de colageno na parede arterial. Ao se ligar aos receptores do tipo
AT1, a angiotensina Il ativa vias de sinalizacdo, como da AKT e MAPK que estédo
envolvidas com a sintese de colageno e maior enrijecimento da parede dos vasos (LI et
al., 2018; QUEK; AMEERAB; PHILIPSA, 2018). Além disso, a angiotensina Il também
pode atuar na degradacédo da matriz extracelular através da regulacéo da expresséo de
metaloproteinases (MMP), principalmente dos subtipos 2 e 9 que apresentam maior
seletividade para a membrana basal das ceélulas vasculares (SATO; HIRAISHI,
YOSHIDA, 2018). Todos esses efeitos produzidos pela angiotensina Il favorece o
desenvolvimento do remodelamento vascular através da proliferacdo e migracdo de

células do musculo liso vascular (WANG et al., 2015).

Considerando que as alteracbes funcionais das AMR do grupo HF tem
participacdo da angiotensina Il e envolve mecanismos inflamatdrios e de reducdo da
biodisponibilidade do *NO, esta poderia também participar do remodelamento vascular
observado neste grupo. Para comprovar esta hipétese, as propriedades estruturais e
mecanicas das AMR foram avaliadas em animais tratados com losartan. Como é possivel
observar na secao de resultados, o tratamento com losartan reverteu todas as alteracdes
observadas na AMR do grupo HF; tanto em relagdo a estrutura, quanto em relacédo a
mecanica da parede arterial. Resultados semelhantes com o losartan tem sido observado
em alguns modelos de hipertensdo. Por exemplo, QUEK et al. (2018) demonstraram que

o0 antagonismo do receptor AT1 aumentou o didametro interno e externo e diminuir a
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espessura da parede e a relacdo parede/limen em artéria de resisténcia de um modelo
de hipertenséo genética. Além disso, o tratamento também melhorou a complacéncia e
diminuir a rigidez e a densidade de colageno das artérias. No presente estudo, entretanto,
o tratamento com losartan, apesar de ter reduzido a espessura de parede nas AMR do

grupo HF, ndo diminuiu significativamente a deposicdo de coldgeno nestas artérias.

Outro importante resultado encontrado neste estudo foi 0 aumento da resposta
miogénica no grupo HF. A despolarizacdo da membrana secundéaria ao estiramento
arterial, o aumento do influxo de calcio e a fosforilacdo da cadeia leve de miosina sé&o
alguns dos mecanismos que podem estar envolvidos no aumento do tdonus miogénico
(MARTINSEN; DESSY; MOREL, 2014; ZOU; RATZ; HILL, 1995). Ademais, 0 SRAA
parece contribuir para a resposta miogénica, uma vez que a ativacédo do receptor AT1
pode estar envolvida com 0 aumento da contracdo da musculatura lisa dos vasos atraves
da ativacdo da via de sinalizacdo DAG/PKC (HONG et al., 2016). Neste estudo, o
tratamento com o antagonista do receptor AT1 reverteu o tbnus miogénico nas AMR do
grupo HF, indicando que a dieta hiperlipidica induz esta resposta através de mecanismo
envolvendo possivelmente a participacdo da angiotensina Il. Um estudo realizado por
HONG et al. (2016) demonstrou a ativacdo do receptor AT1 através de estimulos
mecanicos independente da producao local de angiotensina Il. A resposta miogénica de
arteriolas de musculos esqueléticos de ratos foi inibida ap6s o uso de um antagonista do
receptor AT1. Essa resposta ao que tudo indica foi independente de alteracfes na
concentracéo de célcio. Um outro estudo demonstrou que o aumento do tbnus miogénico

em um modelo de insuficiéncia cardiaca foi totalmente revertido ap6s antagonismo do
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receptor AT1, mas nao houve alteracdo com o uso do inibidor da ECA (GSCHWEND et

al., 2003).

E possivel que a obesidade induzida pela dieta hiperlipidica atue estimulando o
SRAA e a maior producao de angiotensina Il. Esse peptideo bioativo via interagdo com o
receptor AT1 possivelmente provoca efeitos deletérios ao sistema vascular. No entanto,
ainda sédo necessarias maiores investigacdes a fim de esclarecer melhor o envolvimento

desse complexo sistema com a obesidade.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que ratos Wistar
alimentados com dieta hiperlipidica apresentam comprometimentos no sistema vascular,
como disfungéo endotelial e remodelamento dos vasos de resisténcia. Essas alteragdes
parecem estar relacionadas com a diminui¢do na biodisponibilidade do 6xido nitrico, com
a ativacao da via de sinalizacdo da COX e aumento da producdo de anions superoxidos
pela NADPH oxidase. As modificacdes estruturais presentes nas artérias de resisténcia
desses animais se caracterizam como remodelamento eutréfico para dentro. Além disso,
os resultados aqui obtidos indicam fortemente a angiotensina Il como provavel mediador

dessas alteracoes.
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