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RESUMO

Oliveira, P. W. C. Efeitos da Metformina e de Acidos Graxos Omega-3 sobre
Parametros Autondmicos e Vasculares em Ratos Hipertensos. Tese de Doutorado
(Ciéncias Fisioldgicas). Departamento de Ciéncias Fisiologicas — Universidade
Federal do Espirito Santo, 2018.

Infroducdo: Foram demostrados efeitos benéficos da metformina e dos acidos
graxos poli-insaturados de cadeia muito longa (VLC-PUFA; = C20) da classe 6mega-
3 no sistema cardiovascular em humanos e modelos animais. Entretanto, seus
efeitos sdo pouco conhecidos em relacdao a disfungdo vascular e prejuizo
autonémico relacionados a hipertensao arterial.

Objetivos: Nosso objetivo foi avaliar os efeitos crénicos da metformina e dos VLC-
PUFA 6mega-3 sobre a disfungcao vascular e o prejuizo autonémico cardiaco
relacionados a hipertensao arterial em ratos espontaneamente hipertensos (SHR).
Métodos: Foram utilizados ratos Wistar e SHR, machos, com 12 semanas de idade,
sendo divididos em 4 grupos de acordo com o tratamento: WN (Wistar Normotenso);
SC (SHR com tratamento Controle [veiculo/agua]); SM (SHR tratado com
Metformina 300 mg/kg/dia) e SO (SHR tratado com Omega-3: Oleo de peixe
concentrado em 6mega-3 300 mg/kg/dia [33 % EPA, 22 % DHA), tratados por
gavagem por 30 dias. Apds o implante de cateteres na artéria e veia femoral, a
sensibilidade do barorreflexo induzido foi testada em resposta a drogas vasoativas,
fenilefrina e nitroprussiato de sodio, e o controle autondmico cardiaco foi avaliado
por meio de bloqueios farmacolégicos, atropina para teste da atividade
parassimpatica e atenolol para teste da atividade simpatica. O barorreflexo
espontaneo também foi avaliado em condicado basal. Respostas vasoconstritoras a
noradrenalina foram avaliadas no leito vascular mesentérico em um sistema ex vivo,
na presenca e auséncia de inibidores farmacolégicos: LNAME e indometacina. Os
niveis plasmaticos da citocina inflamatéria TNFa foram avaliados por ELISA.
Proteinas cardiacas oxidante e antioxidante foram avaliadas por analises de
Western blot.

Resultados: Nenhum dos tratamentos foi capaz de reduzir a pressao arterial nos
animais hipertensos. A frequéncia cardiaca foi reduzida no SM, enquanto que a

média do grupo SO foi numericamente menor que a do SC, mas sem diferenca



estatistica. O controle cardiaco parassimpatico foi menor no grupo SC, enquanto que
as médias dos grupos SM e SO foram numericamente maiores que a do SC, mas
sem diferenca estatistica. O controle simpatico foi maior no grupo SC e a
metformina, mas ndo os dmega-3, foi capaz de o reduzir, igualando aos valores do
grupo WN. A funcdo barorreflexa foi menor no SC em todas as analises e a
metformina promoveu uma melhora parcial. Por outro lado, os 6mega-3 promoveram
melhora do barorreflexo apenas quando induzido pelo nitroprussiato de sodio. A
reatividade vascular mesentérica a noradrenalina foi maior no SC em relacao ao WN
e ambos os tratamentos promoveram uma atenuacdo dessa resposta. Essa
diferenca entre os grupos se mostrou estar relacionada a via dos prostanoides, uma
vez que o LNAME aumentou a resposta em todos os grupos de forma similar e a
indometacina reduziu em muito a resposta nos animais hipertensos, aproximando os
valores dos grupos tratados (SO e SM) ao do nao tratado (SC). Ambos os
tratamentos reduziram o TNFa e a metformina reduziu os niveis de NOX2 que
estavam aumentados no SC.

Conclusdes: A metformina e os VLC-PUFA 6mega-3 tém potencial de melhorar
parametros autonémicos e vasculares que se encontram prejudicados na
hipertensdo, mesmo sem promover reducdo da pressao arterial, o0 que parece estar
relacionado a efeitos sobre a inflamacao e estresse oxidativo. Esses achados abrem
novas perspectivas para o futuro do uso da metformina e dos 6mega-3 na

hipertensao arterial.

Palavras-Chave: Hipertensao, Metformina, C)mega—3, Controle autonémico cardiaco,

barorreflexo, reatividade vascular, estresse oxidativo, inflamacao.



ABSTRACT

Oliveira, P. W. C. Effects of Metformin and Omega-3 Fatty Acids on Autonomic and
Vascular Parameters in Hypertensive Rats. PhD Thesis (Physiological Sciences).

Department of Physiological Sciences — Federal University of Espirito Santo, 2018.

Introduction: Metformin and omega-3 very long chain polyunsaturated fatty acids
(VLC-PUFA; = C20) have been shown beneficial effects on cardiovascular system in
humans and animal models. However, little is known about its effects no mesenteric
vascular dysfunction, autonomic imbalance and baroreflex dysfunction related to
hypertension.

Aims: We aimed to evaluate the chronic effects of metformin and omega-3 VLC-
PUFA on vascular dysfunction and cardiac autonomic impairment related to
hypertension in spontaneously hypertensive rats (SHR).

Methods: Twelve-week-old male Wistar and SHR rats were divided into 4 groups
according to the treatment: WN (Wistar Normotensive); SC (SHR with Control
treatment [vehicle/water]); SM (SHR treated with Metformin 300 mg/kg/day) and SO
(SHR treated with Omega-3: concentrated omega-3 fish oil 300 mg/kg/day
[33 % EPA, 22 % DHA]), treated by gavage for 30 days. After catheter implantation
in femoral artery and vein, the induced baroreflex sensitivity was tested in response
to vasoactive drugs, phenylephrine and sodium nitroprusside, and cardiac autonomic
control was evaluated using pharmacological blockades, atropine to test
parasympathetic activity and atenolol to test sympathetic activity. Spontaneous
baroreflex was also evaluated in basal condition. Norepinephrine vasoconstriction
responses were evaluated in mesenteric vascular bed in an ex vivo system, in
presence and absence of pharmacological inhibitors: LNAME and indomethacin.
Plasmatic levels of inflammatory cytokine TNFa were evaluated by ELISA. Cardiac
oxidant and antioxidant proteins were evaluated by Western blot analyses.

Results: None of the treatments was able to reduce blood pressure in hypertensive
animals. Heart rate was reduced in SM whereas the mean of the SO group was
numerically lower than that of SC, but without statistical difference. The
parasympathetic cardiac control was lower in SC whereas the means of SM and SO
groups were numerically higher than that of SC, but without statistical difference. The

sympathetic control was higher in SC group and metformin, but not omega-3,



reduced it to WN values. Baroreflex function was lower in SC in all analysis and
metformin promoted a partial improvement. On the other hand, omega-3 promoted
baroreflex enhancement only when induced by sodium nitroprusside. Mesenteric
vascular reactivity to noradrenaline was greater in SC than in WN and both the
treatments promoted an attenuation of its response. This difference between the
groups was shown to be related to the prostanoids pathway, since L-NAME
increased the response in all groups in a similar way and indomethacin greatly
reduced the response in hypertensive animals, approaching the values of the treated
groups (SO and SM) to the untreated group values (SC). Both treatments reduced
TNFa and metformin decreased NOX2 levels that were increased in SC.

Conclusions: Metformin and omega-3 VLC-PUFA have potential to improve
autonomic and vascular parameters that are found impaired in hypertension, even
without promoting blood pressure lowering, which seems to be related to effects on
inflammation and oxidative stress. These findings open up new perspectives for

future of metformin and omega-3 use in hypertension.

Keywords: Hypertension, Metformin, Omega-3, Cardiac autonomic control,

baroreflex, vascular reactivity, oxidative stress, inflammation.
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1 INTRODUCAO

A hipertensao arterial sistémica (HAS) € uma condicao caracterizada por niveis
de pressao arterial (PA) acima dos niveis considerados adequados e que se matem
assim em longo prazo (HARDISTY et al., 1920). Em alguns casos a hipertensao
pode ser secundaria a alguma outra condicdo organica (ex. hiperaldosteronismo,
doencas renais) (GOLDBLATT et al., 1934). Contudo, a grande maioria dos casos de
HAS (~95 %) ndo tem etiologia bem definida sendo classificada como hipertensao
arterial primaria ou essencial, uma doenca multifatorial com participacao de fatores
ambientais e com grande herdabilidade (DOSH, 2001; HARDISTY et al., 1920).

Niveis elevados de PA se correlacionam com danos em érgaos-alvo, assim, os
estudos mostram uma associacao continua entre niveis crescentes de PA e um risco
progressivamente maior para doencas cardiovasculares (DCV), o que foi observado
em grandes estudos como o “Multiple Risk Factor Intervention Trial’ (MRFIT) e o
“Framingham Heart Study’ (FHS), como revisado por Cutler (1996). Dessa forma, a
relevancia da pressao arterial elevada diz respeito as suas consequéncias sendo a
hipertensdo o maior fator de risco controlavel (pelo manejo clinico) para DCV. De
fato, a PA elevada contribui para 9,4 milhées do total de 17 milhées de mortes por
DCV anualmente em todo o mundo (WHO, 2013).

Em consonédncia com o exposto acima, os dados do estudo “Global Burden of
Disease, Injuries, and Risk Factor study (GBD) 2015” (GBD 2015 RISK FACTORS
COLLABORATORS, 2016) demonstram que a hipertensdo arterial vem se
apresentando como o elemento de maior contribuicdo global para condigbes
incapacitantes e para a mortalidade, sendo essenciais medidas de prevencao e
tratamento efetivo (FOROUZANFAR et al., 2017). Além disso, conforme revisdo de
Andersson e Vasan (2018), apesar da prevaléncia de HAS ser crescente ao longo
das faixas etarias, os valores de incidéncia de DCV entre 18-50 anos de idade vém
apresentando algumas tendéncias crescentes, o que pode estar apontando para
uma possivel epidemia de DCV a medida que essa geracao vai envelhecendo.

A metanalise de Forouzanfar et al (2017) avaliando 844 estudos de 154 paises
mostrou uma projecao de que 3,5 bilhées dos adultos em todo o mundo
apresentavam PAS acima do ideal (> 110-115 mmHg) em 2015. Além disso, a
estimativa de individuos hipertensos, PAS = 140 mmHg ou PAD = 90 mmHg, no ano

de 2015 era de 1,13 bilhdo de pessoas, quase o dobro do quantitativo de 1975
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(NCD-RISC, 2017). No Brasil, entre um quarto a um terco da populacao de adultos
tem hipertensdo arterial, dependendo do estudo. Os dados do estudo “VIGITEL
Brasil 2014”, avaliando a hipertensao autorreferida, demonstrou prevaléncia de um
quarto da populacdo adulta (BRASIL, 2015), enquanto que, no estudo “ELSA-Brasil’,
avaliando 15103 servidores publicos, foi observada uma prevaléncia de
aproximadamente um terco dos individuos (CHOR et al., 2015).

Os valores de pressao arterial para definicao de normalidade ou de hipertensao
varia de acordo com as entidades que fazem essa classificacdo em cada
pais/regido, havendo atualizacées peridodicas de acordo com as evidencias
cientificas disponiveis (MALACHIAS et al., 2016; WHELTON et al., 2017). O quadro
1 traz os valores de referéncia em humanos atualmente em uso no Brasil, segundo a
72 Diretriz Brasileira de Hipertensao Arterial (MALACHIAS et al.,, 2016), e o
comparativo com os valores utilizados nos Estados Unidos da América (EUA),
segundo o “2017 High Blood Pressure Clinical Practice Guideline” (WHELTON et al.,
2017), por ser a diretriz mais recentemente atualizada, onde houve uma reducao de
10 mmHg no ponto de corte para classificacao de hipertensao.

A mudanca na diretriz dos EUA é suportada por estudos como o “Sysfolic
Blood Pressure Intervention Trial” (SPRINT), onde de fato foi demonstrado que o
aumento de rigor da meta terapéutica de 140 para 120 mmHg foi capaz de reduzir
em 25 % os eventos CV e em 27 % a mortalidade (DRAWZ et al., 2017), portanto,
parece pertinente que esses valores sejam revistos, avaliando os impactos positivos
e negativos de uma mudanca desse tipo, como reducdo de morbimortalidade,

medicalizacao precoce, carga para o sistema de saude, entre outros fatores.

Quadro 1. Classificacdo da presséo arterial em adultos por medida no consultério. Valores
de referéncia no Brasil e nos EUA. Presséo arterial sistolica (PAS) e diastdlica (PAD).

72 Diretriz Brasileira de Hipertensao Arterial 2017 High BP Clinical Practice Guideline
Classificacdo PAS - PAD Classificacdo PAS - PAD

Normal <120 < 80 Normal <120 E <80
Limitrofe 121-139 81-89 Elevada 120-129
Hipertensdo estagio 1 | 140-159 [OU| 90-99 Hipertensdo estagio 1 [130-139 ou 80-89
Hipertensao estagio 2 | 160-179 100-109 Hipertensdo estagio2 | =140 290
Hipertensao estagio3 | =180 =110 iavel:

perten: & Sistlica isolada >160 | g | Variavel:
Sistdlica isolada =140 E <90 £90a=<110
Crise hipertensiva -- - | »120 Crise hipertensiva >180 |OU >120

Extraido de: MALACHIAS et al., 2016; WHELTON et al., 2017.
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O controle da PA em nosso organismo € realizado por uma complexa rede de
regulacdo de modo a promover uma homeostase adaptativa a partir de moléculas de
sinalizacdo e vias neuroendécrinas, incluindo o sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), a funcdo endotelial vascular e o sistema nervoso auténomo
(CHOPRA et al., 2011). Com relacao a HAS, enquanto que a hipertensao secundaria
tem mecanismos de base mais delimitados, a hipertensao primaria envolve multiplos
elementos (DOSH, 2001).

A HAS se relaciona a um prejuizo dos mecanismos de controle da PA
associado a alteracdes cardiovasculares tanto funcionais como estruturais, sendo
que estas podem ser causadoras ou adaptativas (MAYET; HUGHES, 2003). Além
disso, como revisado por Solak et al (2016), os estudos vém apontando para uma
importante participacdo do estresse oxidativo associado a inflamacdo nesse
processo.

Dentre os mecanismos envolvidos na HAS, o SRAA tem importante implicacao
quanto a retencdo de sdédio e agua, vasoconstricao, disfuncdo endotelial e
remodelamento vascular, com acao pro-fibrotica e pré-inflamatéria, relacionados ao
estresse oxidativo e consequentemente a injuria cardiovascular, por meio de suas
moléculas efetoras, como a angiotensina Il (ANGII) produzida por agcdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA) (PACURARI et al., 2014; PATEL et al., 2017).

Outros importantes componentes envolvidos na HAS sao a funcdo vascular e o
sistema nervoso auténomo (SNA), havendo um quadro de disfungcio vascular (DINH
et al., 2014) e prejuizo autondmico (CROWLEY, 2014; TSAI et al., 2013) na HAS,
ambos fortemente relacionados a inflamacao e estresse oxidativo, sendo elementos

chave nessa doenca e foco do presente estudo, portanto, serdo detalhados a seguir.

1.1 PREJUIZO AUTONOMICO NA HAS

O ajuste da PA tem uma participacao fundamental do SNA a partir do controle
da frequéncia cardiaca (FC) e do ténus vascular. Esse controle da FC & dado pela
estimulacao simpatica e parassimpatica sobre o coracdo tanto de forma ténica
(tébnus autondémico) quanto de forma reflexa (GELLHORN, 1957; KOLLAI; KOIZUMI,
1981). O principal reflexo de manutencido da PA é o barorreflexo, que detecta

oscilagbes pressoéricos por meio de mecanorreceptores (barorreceptores) alojados
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no seio carotideo e no arco da aorta. O barorreflexo responde ao aumento de PA
pela modulacdo negativa do fluxo nervoso simpatico e ao mesmo tempo uma
modulac¢ao positiva do fluxo nervoso vagal, o que leva a queda da FC, reduzindo o
débito cardiaco e consequentemente a PA, havendo também reducao na resisténcia
vascular periférica (RVP), ao passo que uma queda da PA gera uma resposta
barorreflexa inversa, promovendo aumento da FC e da RVP, elevando a PA
(BALASZCZUK et al.,, 1987; SCHREIHOFER; GUYENET, 2002). Esse constante
ajuste autonémico gera uma fisiologica variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)
(LANFRANCHI, SOMERS, 2002).

A HAS tem como caracteristica o desequilibrio do controle autonémico
caracterizado por insuficiéncia da atividade parassimpatica e atividade simpatica
aumentada, juntamente a uma atenuacao da resposta barorreflexa (BRISTOW et al.,
1969; GRASSI et al.,, 1998), o que em conjunto favorece o aumento ténico da
frequéncia cardiaca e a reducdo de sua variabilidade (MORCET et al., 1999;
VIRTANEN et al., 2003). A grande relevancia desse prejuizo autonémico, para além
da PA elevada, se da pelo fato de haver uma relacao forte, gradual e independente
entre a elevacao da FC de repouso e a incidéncia de DCV (COONEY et al., 2010),
bem como a reducdo do barorreflexo e da VFC sao associados a risco
cardiovascular (CV) aumentado (HEAD, 1995; TSUJI et al., 1996). Ademais, a
hiperativacdo simpatica por si sé leva a dano CV independente de aumentos na PA
(FISHER; PATON, 2012). Dessa forma, a avaliacdo da funcao autonémica se torna
uma importante ferramenta para avaliacdo de risco CV na hipertensdo arterial
(LANTELME et al., 2002).

Esse controle autondmico do sistema CV envolve regiées do prosencéfalo com
projecoes hipotaldmicas para o tronco encefalico, havendo o processamento de
sinais que chegam da periferia por vias aferentes vagal e glossofaringea chegando
ao nucleo do trato solitario (NTS), uma regido de integracdo desse controle
autonémico (BENARROCH, 1993; THAYER; LANE, 2009). O NTS se projeta para o
bulbo ventrolateral caudal (CVLM), e este para o bulbo ventrolateral rostral (RVLM),
e este para a coluna intermédio lateral (IML) que € a saida autonémica simpatica.
Por outro lado, o NTS também se projeta para o nucleo motor dorsal (DMN) e nucleo
ambiguo (NA), a saida autonémica parassimpatica (CHAN; SAWCHENKO, 1998;
THAYER; LANE, 2009). Essa rede de controle autonémico CV esta esquematizada

na figura 1.
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Os estudos vém mostrando que o estresse oxidativo, relacionado a elevacao
dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), no cérebro é associado com
hipertensdo neurogénica, favorecendo a ativacao do RVLM (NISHIHARA et al.,
2012; TAl et al., 2005), que se relaciona com hiperatividade simpatica e desequilibrio
autonémico (FISHER, PATON, 2012), promovendo depressao do barorreflexo por
prejuizo na comunicacao entre o NTS e o NA (TSAI et a., 2013). Como revisado por
Datla e Griendling (2010), esse estresse oxidativo tem como grande fonte a enzima
NADPH oxidase (NOX), em especial a isoforma NOX2, amplamente presente no
sistema nervoso central, e também parece haver uma reducdo dos mecanismos
antioxidantes locais, como a enzima superoxido dismutase (SOD) (CHAN et al.,,
2006; TAIl et al., 2005). Ademais, em ratos hipertensos, foi observado que a
aplicacdo de um antioxidante mimético da SOD no RVLM reduz a atividade
simpatica, PA e FC, semelhante ao encontrado pela manipulacdo experimental do
RVLM induzindo a superexpressao tanto da SOD-CuZn, que é a isoforma 1 da SOD
(SOD1) presente no interior das células, quanto da SOD-Mn, que é a isoforma 2 da
SOD (SOD2) presente nas mitocondrias (OLIVEIRA-SALES et al., 2010; TAl et al.,
2005).

As evidéncias mais atuais apontam que a HAS tem importante componente
inflamatério, o qual se associa ao estresse oxidativo, como revisado por Solak et al
(2016). Foi demonstrado que um processo inflamatério sistémico, envolvendo
citocinas inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), pode levar
consequentemente a um processo neuroinflamatorio no RVLM, com aumento do
estresse oxidativo local, e assim gerar hipertensao (WU et al., 2012, 2016). De fato,
o TNFa é capaz de ativar o fator nuclear kappa B (NFkB), um fator de transcricao
inflamatério (KE et al., 2007).

Em estudos, o uso de um inibidor de TNFa em nivel central reduziu a PA via
inibicao do ténus simpatico, com reducao do estresse oxidativo no RVLM, em ratos
com hipertens3o renovascular (GALVAO et al., 2016), e o uso de imunossupressor,
associado a reducao de TNFa, promoveu reducao de atividade simpatica e melhora
do barorreflexo em ratos obesos (KHAN et al., 2017). Por outro lado, parece existir
uma correlacdo Inversa entre os niveis plasmaticos de TNFa e o tbénus
parassimpatico, o qual € reduzido na HAS (DAS, 2000). Adicionalmente, a infusdo
aguda de TNF intracerebroventricular promoveu aumento da PA e FC, com reducao
do barorreflexo (ZERA et al., 2016).
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Diante do exposto, essa interacdo complexa e redundante entre inflamacao,
estresse oxidativo e prejuizo autonémico se mostra um dos desafios no manejo da
HAS (CROWLEY, 2014; WINKLEWSKI et al., 2015), sendo o prejuizo autonémico
um fator de risco cardiovascular por si s6, o qual também contribui para o aumento
da PA, envolvendo o aumento da RVP associada a hiperatividade simpatica, o que é

potencializado pela disfuncao vascular presente na HAS (BRANDES, 2014;
CHOPRA et al., 2011).
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Figura 1. Mecanismos basicos de controle autonémico cardiaco. Adaptado de Kaur et al
(2016). Circuito neuronal do arco barorreflexo. Barorreceptores no seio carotideo e arco
aortico, levando sinal pelos nervos cranianos até centros medulares. O sinal € processado e
uma resposta retorna pelas eferencias do simpatico e parassimpatico. Nucleo do trato
solitario (NTS); Nucleo ambiguo (NA); Bulbo ventrolateral caudal (CVLM); Bulbo
ventrolateral rostral (RVLM): medula ventrolateral rostral; coluna intermédio lateral (IML).
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1.1 DISFUNCAO VASCULAR NA HAS

O ducto vascular é o determinante da resisténcia que sera oferecida a
passagem do sangue, ou seja, a RVP, que em conjunto com o débito cardiaco, séo
os determinantes da PA. Os vasos de maior calibre (de condutancia), como a aorta,
contribuem pouco para RVP, ao passo que os de menor calibre (de resisténcia) sao
os grandes determinantes da RVP (MAYET; HUGHES, 2003). Dentre esses, relativo
ao 6rgao mesentério, o leito vascular mesentérico (LVM) é em sua maioria composto
por vasos de resisténcia, contribuindo em muito na RVP e PA (TAHVANAINEN et al.,
2006).

O controle do musculo liso vascular (MLV) entre o estado de relaxamento ou
contracao (tébnus vascular) € em grande parte dependente do controle neural por
meio da inervacao simpatica noradrenérgica nos vasos, onde a ativacdo de
receptores a1l adrenérgicos no MLV gera contracao (THORIN, ATKINSON, 1994),
assim como substancias hormonais e humorais (ex. ANGII) também participam
desse controle (CHOPRA et al.,, 2011). Por outro lado, ha uma importante
modulac¢ao local do tdnus vascular realizada pelas células do endotélio vascular que
atuam sobre as células subjacentes do MLV por meio da liberacdo de substancias
vasoativas, tanto em condicdo basal quanto em resposta a estimulos (OZKOR,;
QUYYUMI, 2011). Esses mecanismos sao apresentados na figura 2.

Os principais mediadores endoteliais que promovem o relaxamento do MLV
sao: o oxido nitrico (NO) que é produzido pelas enzimas NO-sintases (NOS), a
prostaciclina (PGI2) produzida pela ciclooxigenase (COX) e o fator hiperpolarizante
derivado de endotélio (EDHF) que € o conjunto dos demais fatores produzidos por
multiplos mecanismos, com grande participacdo de canais para potassio e juncoes
comunicantes (FELETOU; VANHOUTTE, 2009; MONCADA et al., 1988).

O principal estimulo fisiolégico do endotélio para liberacdo desses fatores € o
atrito do fluxo sanguineo na parede vascular (“shear stress”), além dos agonistas
vasoativos (ex. acetilcolina, histamina, bradicinina) (FURCHGOTT; VANHOUTTE,
1989). Dentre eles, o NO é o que tem maior participacao global no ténus vascular e
controle da RVP, seguido pelo EDHF, o qual é mais importante em vasos de
resisténcia do que em vasos de condutancia (WOODMAN et al., 2000). Contudo,

também podem ser liberados fatores constritores derivados do endotélio (EDCF) que
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prejudicam o relaxamento vascular, como os produzidos pela COX (ex. Tromboxano
A2 — TXA2; Prostaglandinas H2 e F2a - PGH2 e PGF2a) a partir do acido
araquidénico liberado das membranas celulares pela fosfolipase A2 (PLA2) (KATO
et al., 1990; VANHOUTTE; SHIMOKAWA, 1989).

A HAS tem como caracteristica 0 aumento da PA relacionado a um aumento da
RVP (BRANDES, 2014; LUSCHER, 1992), o que se associa a prejuizo na funcdo
endotelial e disfuncao vascular, com desequilibrio entre fatores de relaxamento (NO,
EDHF) e contracdo (EDCF) do MLV, favorecendo a vasoconstriccdo, tanto em
humanos como em modelos animais (LI et al., 2007; LUSCHER; VANHOUTTE,
1986). Dessa forma, ha um aumento de responsividade a agentes vasoconstrictores
(CRISCIONE et al., 1990) e reducao de resposta a agentes vasorelaxantes (LI et al.,
2007). Portanto, o endotélio vascular alterado contribui com uma maior producao de
EDCF que se contrapbem a acdo dos mecanismos de relaxamento, os atenuando, e
potencializando a vasoconstriccao (LI; BUKOSKI, 1993). Essas alteracdes
endoteliais, em geral, estdo relacionadas a um processo que envolve estresse
oxidativo e mediadores inflamatérios (DINH et al., 2014).

Dentre os mecanismos de disfuncdo vascular, como observado na HAS, o
estresse oxidativo promove reducdo da biodisponibilidade do NO devido a sua
reacdo com o anion superéxido, um dos principais tipos de ROS, formando
peroxinitrito (GRYGLEWSKI et al., 1986), além de poder reduzir a atividade da NOS
por inativar o cofator BH4 (YOKOYAMA; HIRATA, 2007). Assim, uma reducao do
NO leva a menor ativagcdo da enzima guanilato ciclase e reducdo da geracao de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) no MLV, com consequente reducao dessa
importante via de relaxamento vascular (MONCADA et al., 1988), além dos demais
alvos do NO que também serao menos ativados, como canais para potassio de larga
condutancia ativados por calcio (BKCa) (MISTRY, GARLAND, 1998) e o trocador
Na+/K+ ATPase (GUPTA et al., 1994).

Além do prejuizo na via do NO, o peroxido de hidrogénio produzido via SOD, a
partir do anion superoxido, também pode ter acao vasoconstrictora em altas
concentragées (LUCCHESI et al., 2005). A principal fonte vascular de ROS é a
enzima NOX, em especial a isoforma NOX2 (GORLACH et al., 2000), e em
contraposicao ao estresse oxidativo vascular ha um conjunto de enzimas
antioxidantes, que incluem SOD, catalase e outras (WASSMANN et al., 2004), que

nao necessariamente estdo reduzidas na hipertensdo (NAKAZONO et al., 1991; WU
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et al.,, 2001). Além da NOX, a préopria NOS quando desacoplada leva a producao de
ROS (YOKOYAMA; HIRATA, 2007). Um outro componente da disfuncao vascular na
HAS ¢ o inflamatdrio, tanto em nivel local quanto sistémico, o qual também interage
com as vias de estresse oxidativo (DINH et al., 2014).

Como observado na hipertensao, em diferentes modelos animais, tanto a via
da COX estimula a via de estresse oxidativo envolvendo a NOX como a relacao
inversa também & verdadeira (IVIART[NEZ-REVELLES et al.,, 2013; TATE et al,,
1984). Dessa forma, a via da COX tem uma importante participacdo na HAS
prejudicando o relaxamento vascular pela producao de prostanoides inflamatérios
vasoconstrictores que atuam como EDCF (LUSCHER; VANHOUTTE, 1986;
MILLER; VANHOUTTE, 1985). De fato, esses EDCF estdo muito aumentados na
hipertensdo, sendo produzidos a partir do acido araquiddnico, principalmente por
acao da isoforma 1 da COX (COX1), que normalmente esta presente em maior
quantidade, mas também pela isoforma 2 (COX2), referida como induzivel
(MATSUMOTO et al., 2016).

Foi observado que o TNFa estimula a producao de prostanoides como o TXA2
em células do MLV (YOUNG et al., 2000). De forma semelhante, o TNFa estimula a
geracao de ROS em células endoteliais (YANG; RIZZO, 2007) e também no MLV,
com envolvimento da NOX (DE KEULENAER et al., 1998), sendo envolvido no
estresse oxidativo e desenvolvimento de hipertensdo (GUZIK et al., 2007). Além
disso, a infusdo intra-arterial de TNFa em pacientes sadios provocou prejuizo do
controle vascular endotélio-dependente (CHIA et al., 2003), bem como reduziu a
biodisponibilidade de NO e aumentou os prostanoides vasoconstrictores
(NAKAMURA et al., 2000). Ademais, é conhecido que o TNFa pode ativar o fator de
transcricdo NFkB e levar a aumento da expressao de COX2, via pela qual os EDCF
também sao produzidos (KE et al., 2007).

Diante do exposto, a modulagcdo desses componentes inflamatorios e de
estresse oxidativo, em nivel local e sistémico, junto ao aumento de EDCF e prejuizo
nas vias de NO e EDHF nos vasos, sdao grande desafio no manejo da HAS,
envolvidos no aumento da RVP e PA, e contribuindo para o dano a 6rgaos-alvo.
Portando, a busca por novas terapéuticas, adicionais as ja existentes, capazes de
promover melhora nos parametros autonémicos e vasculares, que se encontram

prejudicados na HAS, sao foco de grande interesse e relevancia.
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Figura 2. Mecanismos basicos de funcédo vascular. Modificado de OZKOR & QUYYUMI
(2011). O uso de um agonista de receptor a1 adrenérgico no musculo liso vascular (MLV)
promove vasoconstriccgo. Por outro lado, a tensdo de cisalhamento, ou um agente
vasodilatador como a acetilcolina, leva o endotélio vascular a liberar fatores que promovem
relaxamento do MLV, mas também podem ser liberados fatores constritores derivados do
endotélio (EDCF) que prejudicam o relaxamento (ex. Tromboxano A2 - TXAZ2;
Prostaglandinas H2 e F2a - PGH2 e PGF2a). Os fatores que promovem relaxamento
incluem o oxido nitrico (NO) produzido pela NO-sintase endotelial (eNOS), a prostaciclina
(PGI2) produzida pela ciclooxigenase (COX), e o fator hiperpolarizante derivado de endotélio
(EDHF) que é o conjunto dos demais fatores de relaxamento produzidos por multiplos
mecanismos. O aumento na concentracao de calcio intracelular ativa a fosfolipase (PL) para
liberar acido araquidénico (ARA). O ARA €& metabolizado pela ciclooxigenase (COX)
formando prostanoides ou pode ser metabolizado pela citocromo P450 2C (CYP4502c)
gerando acidos epoxieicosatriendicos (EETs) que podem estimular os canais de potassio
ativados por calcio (KCa) em células endoteliais e do musculo liso. Os EETs também podem
ativar diretamente juncdes comunicantes tipo Gap e também podem atuar autécrinamente
nas celulas endoteliais por ativacdo do canal receptor de potencial transiente (TRP) V4, que
promove o influxo de calcio, aumentando ainda mais a concentracao de calcio e ativando
canais KCa que causam hiperpolarizacdo e liberacdo de potassio para o espaco
subendotelial. O aumento de potassio no intersticio pode ativar canais KCa, canais de
potassio retificadores de influxo (KIR), ou a bomba sodio/potassio ATPase em células do
MLV, gerando hiperpolarizacédo. A hiperpolarizacdo do MLV leva a fechamento dos canais
de calcio promovendo queda na concentracdo de calcio e consequente vasodilatacéo. A
eNOS condicionalmente e as oxidases como a NADPH oxidase produzem anion superoxido
(O2-). O perdxido de hidrogénio (H202), gerado por dismutacdo do superdxido pela
superoxido dismutase (SOD), pode também causar hiperpolarizacao através da ativacao de
KCa no musculo liso ou por ativacéo de juncdes tipo Gap. Adenilciclase: AC; monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc); monofosfato ciclico de guanosina (GMPc); guanilato ciclase
soluvel (GCs); Nitroprussiato de soédio (NPS), farmaco liberador de NO; receptor de
prostaciclina (IP); receptor de tromboxano-prostanoide (TP).



26

1.3 TERAPEUTICA DA HIPERTENSAO ARTERIAL

O manejo da hipertensao arterial envolve tanto medidas farmacologicas quanto
nao-farmacolégicas (HOYER, 2012). Em relacdo a esta ultima, a abordagem sobre o
estilo de vida e a dieta sdo importantes tanto nos pacientes hipertensos quanto para
a prevencao da doenca, levando em consideracdo questdes como a adequacao da
ingestdo de sodio e potassio, e a perda de excesso de peso (DICKEY; JANICK,
2001).

Com relacdo a abordagem farmacologica, a terapia anti-hipertensiva vem
evoluindo nas ultimas décadas, havendo disponivel uma grande gama de
medicamentos diferentes e multiplas possibilidades de combinagdes, sendo os
medicamentos de primeira linha: os inibidores da ECA, os blogueadores dos
receptores de ANGII, os bloqueadores dos canais para calcio, os diuréticos
tiazidicos (HOYER, 2012; MESSERLI et al., 2007) e também os bloqueadores B-
adrenérgicos, apesar de algumas controvérsias sobre seu beneficio (MESSERLI et
al., 2016).

Apesar dos avancos em seu tratamento, com o arsenal terapéutico atual, a
maioria dos pacientes hipertensivos necessitam de duas ou mais drogas para
conseguir controlar a pressao arterial, propiciando interacdes medicamentosas € o
surgimento de efeitos adversos (MESSERLI et al., 2007), o que também pode
envolver baixa adesdo terapéutica. Além disso, mesmo alcancando-se controle
adequado dos niveis pressoricos, muitas vezes o risco cardiovascular permanece
elevado, o que parece estar relacionado com o prejuizo autonémico que se mantém
(BROOK; JULIUS, 2000).

Diante do exposto, a busca por novas terapéuticas, adicionais as ja existentes,
é foco de grande interesse e relevancia, como a investigacdo do potencial
terapéutico de farmacos nao anti-hipertensivos, a partir de seus efeitos pleiotrépicos
(ZHOU et al., 2017), e também de substancias de origem natural, como as que sao
presentes em alimentos (HUANG et al., 2013). Nesse contexto, a metformina e os
acidos graxos 6mega-3 chamam a atencdo pelos efeitos benéficos que vem
apresentando em estudos, em diferentes condicées de doencas, em humanos e em

modelos experimentais, como exposto a seguir.
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1.3.1 Metformina e seus efeitos no sistema cardiovascular

A metformina é um farmaco anti-hiperglicémico que esta ha mais de 60 anos
em uso na pratica clinica, recomendada como droga de primeira linha para o
controle da glicemia em pacientes com diabetes tipo 2 (DM2) (MARSHALL, 2017).
Contudo, conforme revisado por Viollet et al (2012) e Foretz et al (2014), estudos
desse farmaco em condicoes diferentes da DM2 vém demonstrando a existéncia de
efeitos pleiotrépicos positivos em condi¢cGes diversas, assim como no cancer (Zl et
al., 2018) e complicacdes do ovario policistico (JOHNSON, 2014). Além disso, € uma
droga em geral bem tolerada e segura, a despeito de um potencial de gerar acidose
latica, o que é pouco comum e mais relevante em individuos com funcao renal
comprometida, além de alguns efeitos gastrointestinais de menor relevancia
(MARSHALL, 2017).

Dentre os efeitos pleiotropicos da metformina, sua acdao CV vem ganhando
destaque. Em pacientes com DM2 foi demonstrado que a metformina reduz o risco
de eventos cardiovasculares e mortalidade, o que € suportado por grandes estudos,
como o United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) (HOLMAN et al.,
2008; SVENSSON et al.,, 2017; UKPDS, 1998). Contudo, GRIFFIN et al (2017)
manifestaram incerteza sobre os efeitos benéficos da metformina sobre doencas
cardiovasculares em individuos nao diabéticos ou em risco de desenvolver diabetes,
alegando a necessidade de investigacdes mais rigorosas para confirma-los, havendo
estudos conflitantes sobre os efeitos CV da metformina (EL MESSAOUDI et al.,
2011; LEXIS; VAN DER HORST, 2014; SASALI; LEAHY, 2003).

Em relacdo a pressao arterial, foi demonstrado um efeito de pequena reducéao
da PA mesmo em individuos nao-diabéticos, da ordem de 2 mmHg, € no subgrupo
especifico com reduzida tolerancia a glicose, 5 mmHg (ZHOU et al., 2017). Por outro
lado, a metformina também possui efeito de reducdo da PA em individuos diabéticos
(SVENSSON et al., 2017), mas que ndo € maior do que o observado em outros
tratamentos de reducdo de glicemia (KATAYAMA et al., 2018). De forma
semelhante, também foi demonstrado que a metformina pode reduzir a PA em ratos
hipertensos, independente da presenca de diabetes mellitus, como no estudo de
Hamidi Shishavan et al (2017).

Para além de uma pequena acdo hipotensiva, foram demonstrados efeitos

interessantes da metformina em relacdo a capacidade de melhora de prejuizo
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autonémico, com melhora da VFC em pacientes diabéticos obesos tratados
cronicamente com metformina (MANZELLA et al., 2004), e também uma acao
protetiva endotelial (KINAAN et al., 2015), o que torna esse farmaco potencialmente
interessante na hipertensao arterial, uma condicdo associada a prejuizo autonédmico
e disfuncdo vascular (BRISTOW et al., 1969; LUSCHER; VANHOUTTE, 1986).

Petersen e Dibona (1996, 1997) observaram que a administracdo aguda de
metformina em ratos hipertensos melhorou a responsividade do barorreflexo além de
também ter reduzido a atividade nervosa simpatica renal (RSNA), promovendo uma
melhora momentanea sobre o prejuizo autondmico nesses animais. A melhora do
barorreflexo também foi observada num modelo de acidente vascular encefalico,
mediante tratamento crénico, em ratos muito jovens (GUO et al., 2017).

Alguns estudos em ratos demonstraram que a metformina tem efeito agudo de
promocao de relaxamento vascular (PEULER et al.,, 1999), inclusive sendo
demonstrado por outro estudo que essa acdo direta de vasodilatagao era via oxido
nitrico (O'HORA et al., 2012). Em um estudo em anéis de aorta de ratos foi
demonstrado que a metformina reduziu a vasoconstriccao evocada pela fenilefrina
atuando via proteina quinase ativada por AMP (AMPK), que é o principal alvo de
acao conhecido desse farmaco (SUNG; CHOI. 2012; VIOLLET et al., 2012). Além
disso, a propria ativacao da AMPK foi capaz de promover relaxamento vascular,
tanto em vasos de condutadncia (aorta) como em vasos de resisténcia (vasos
mesentéricos), atuando de forma semelhante a metformina (FORD et al., 2012).

Entre outros efeitos observados da metformina, alguns se relacionam com
controle do estresse oxidativo e modulacao de prostanoides, mas os estudos nao
sao muito claros quanto aos mecanismos de acao. Sena et al (2011) observou
reversao da disfuncao vascular de relaxamento em anéis de aorta de ratos modelo
de DM2, com reducao do estresse oxidativo vascular e consequente aumento da
biodisponibilidade de NO, bem como houve reducido da citocina pré-inflamatéria
CCL2. Também foi observada diminuicdo da producao de ROS e aumento da acao
do NO junto a melhora da relacdo PGI2/TXA2 no leito vascular mesentérico de ratos
modelo de obesidade (LOBATO et al., 2012). Um outro estudo evidenciou inclusive a
possibilidade de a prépria metformina ao ser metabolizada liberar NO
(SEREZHENKOQV et al., 2011).

Também foi observado que a metformina reduziu os niveis de prostanoides

vasoconstrictores na aorta e leito vascular mesentérico em ratos modelo de
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sindrome metabdlica por alta carga de frutose, além de a metformina reduzir a PA
que estava aumentada (PUYO et al., 2012). Em um estudo anterior realizado por
nosso grupo, utilizando ratas normotensas modelo de deficiéncia de hormdnios
sexuais por ovariectomia, a metformina foi capaz de reverter o prejuizo no
relaxamento vascular, reduzindo estresse oxidativo e melhorando a
biodisponibilidade de NO, associado a reduzindo da superexpressao de NOX2, além
de restaurar a expressao da NOS endotelial (eNOS) que estava reduzida (OLIVEIRA
et al., 2014). Recentemente, Hamidi Shishavan et al (2017) estudando a metformina
em ratos hipertensos, diabéticos e nao-diabéticos, observaram melhora do
relaxamento de anéis de aorta, envolvendo aumento de EDHF nos diabéticos e de
NO e EDHF nos nao diabéticos.

1.3.2 Acidos graxos omega-3 e seus efeitos no sistema cardiovascular

Os mamiferos ndo sdo capazes de sintetizar o acido alfa-linolénico (18:3 n-3,
ALA) 6mega-3 e nem o acido linoleico (18:2 n-6, LA) dmega-6, sendo considerados
nutrientes essenciais para a dieta humana, a partir dos quais os outros acidos
graxos poli-insaturados (PUFA) de cadeia muito longa (VLC; = 20 carbonos) podem
ser formados. Como revisado por De Caterina (2011), uma pequena parte (1-5 %) do
ALA é convertido em acido eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA) e a partir desse uma
pequena parcela em acido docosahexaenoico (22:6 n-3, DHA), ao passo que o acido
linoleico forma acido araquidénico (20:4 n-6, ARA) em sua cascata de conversao.

Apesar de necessario ao organismo, a ingestdao elevada de émega-6 esta
associada a efeitos deletérios, o que pode ser contraposto pela acao dos 6mega-3,
sendo importante a proporcao entre esses PUFAs na dieta (PATTERSON et al,,
2012). De forma interessante, os acidos graxos monoinsatudaos (MUFA) émega-9
também apresentam efeitos organicos benéficos (DELGADO et al., 2017), mas as
maiores evidencias de beneficios ainda pairam sobre os dmegas-3, como sera
exposto a seguir.

A acado dos 6mega-3 no organismo pode se dar por acdo direta em alvos
organicos despertando respostas rapidas, ou por incorporacdo as membranas
celulares, alterando sua fluidez, sendo dai liberados gradativamente e convertidos
em moléculas sinalizadoras, como os eicosanoides, possuindo efeitos tanto génicos
quanto ndo-génicos (DE CATERINA, 2011).



Por acao da fosfolipase A2 (PLA2) os fosfolipideos presentes nas membranas
celulares sao liberados e servervem de substrato para COX, gerando prostanoides,
e para a lipoxigenase (LOX), gerando leucotrienos, produtos que em conjunto sao
conhecidos como eicosanoides. O ARA, 6mega-6, gera prostanoides da series 2,
altamente inflamatorios e/ou vasoconstrictores (ex. TXA2, PGF2a) e a PGI2 que tem
perfil de vasodilatacao, enquanto que os 6megas-3, como substrato, competem com
o ARA pela COX, e geram um perfil de eicosanoides de baixo potencial inflamatério
e vasoconstrictor (ex. TXA3, PGF3a) e PGI3 que é vasodilatador (BACK, 2017;
PATTERSON et al., 2012), dessa forma, exercendo acao anti-inflamatéria indireta.

Os 6mega-3 também podem ser substrato na producdo de moléculas anti-
inflamatdrias (resolvinas, protectinas e maresinas) e reduzir a expressao de
proteinas pré-inflamatérios como NFkB e TNFa (KANG, WEYLANDT, 2008).
Também ha evidencias de uma estimulacdo do “fator nuclear (semelhante ao fator
nuclear eritréide 2) 2" (Nrf2), um fator de transcricao relacionado a expressao de
enzimas antioxidantes, como a SOD, mas aparentemente sem interferéncia dos
6megas-3 sobre catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) (SAKAI et al., 2017).

Dentre os 6mega-3, os VLC-PUFA EPA e DHA sao os que tém sido
consistentemente relacionados a beneficios a saude, desde as primeiras
observacdes mais robustas de efeitos protetivos cardiovasculares, observados em
esquimos da Groenlandia (lnuits) com uma dieta rica em VLC-PUFA émega-3
(BANG et al., 1971; DYERBERG et al.,, 1978, 1979), até os estudos mais atuais,
mostrando efeitos sobre a doenca de Alzheimer (FREUND-LEVI et al., 2006),
doenca renal crénica (HU et al, 2017), doencas inflamatdrias e autoimunes
(SIMOPOULOS, 2002), reducéo de triglicerideos (WEBER, RAEDERSTORFF, 2000)
e efeitos positivos para a gestante e o feto (SWANSON et al., 2012).

Os O6mega-3 sdo em geral seguros e bem tolerados, sendo necessaria
precaucao quanto a sua ingestdo junto a anticoagulantes, devido ao seu efeito
antiplaquetario (PRYCE et al.,, 2016). Quanto ao cancer, a maioria dos estudos
mostra um efeito positivo, mas ha alguma controvérsia em casos especificos como
um possivel aumento de risco para o cancer de prostata (KHANKARI et al., 2016;
MACLEAN et al., 2006;: ZARATE et al., 2017). Além disso, ha um risco real de
contaminacao por metais pesados e outros contaminantes nas fontes de origem
marinha, acarretando risco para a saude, como prejuizo cardiovascular e prejuizo no

desenvolvimento fetal, contudo, os beneficios parecem superar os riscos (JAMES,



2013; PARK; MOZAFFARIAN, 2010). Os processos industriais podem retirar
contaminantes nos suplementos, mas alguns transtornos gastrointestinais podem
ocorrer pelo uso na forma de suplemento (ZARATE et al., 2017).

Em testes clinicos com os VLC-PUFA émega-3 para prevencao secundaria de
DCV, o “Gruppo lItaliano per lo Studio della Sopravvivenza nell'Infarto Miocardio”
(GISSI), no estudo GISSI-Prevenzione, com sobreviventes de infarto do miocardio
recente, observou uma redugcdao no desfecho primario de morte e eventos
cardiovasculares (GISSI, 1999). Ainda nesse estudo, foi observada uma reduc¢ao do
risco de morte subita, o que fortalece a hipétese de um efeito antiarritmico proposto
em outros estudos (MARCHIOLI et al., 2002; MURNAGHAN, 1981; SAVELIEVA et
al., 2010). Ademais, no estudo GISSI-HF, em pacientes com insuficiéncia cardiaca,
foi confirmada a reducao da mortalidade observada no estudo GISSI-Prevenzione,
embora a extensao da reducgao tenha sido menor (TAVAZZI et al., 2008).

De forma interessante, alguns estudos tém apontado para efeitos de
modulagdo autonémica pelos dmega-3. Mediante a hipotese de que os efeitos
antiarritmico e de reducao de morte subita observados em pacientes pés-infarto do
miocardio resultaria de uma potencializacao barorreflexa, Radaelli et al (2006)
encontraram um aumento da funcao barorreflexa e da VFC em pacientes com
insuficiéncia cardiaca estavel pés-infarto do miocardio ingerindo 6mega-3. De outro
lado, Christensen et al (2001) observaram melhora da VFC em pacientes com
suspeita de doenca isquémica cardiaca. Corroborando a hipotese de efeitos
autondémicos, muitos estudos também tém mostrado efeitos de reducao da FC, o que
pode ser importante dado que valores de FC elevados comumente se associam com
pior desfecho cardiovascular (CHRISTENSEN, 2011; MOZAFFARIAN et al., 2005).

Com relacao a hipertensdo arterial, um estudo retrospectivo (baseado nos
dados do “FINGEN study”) encontrou que mesmo em dose baixa os 6mega-3
promoveram reducoes clinicamente significativas da PA (~ 5 mmHg) em adultos com
hipertensao sistdlica isolada, o que potencialmente poderia reduzir o risco de doenca
cardiovascular (MINIHANE et al. 2016). Em homens saudaveis o consumo de VLC-
PUFA émega-3 reduziu a vasoconstriccao a injecoes de ANGII e noradrenalina em
vasos do antebraco, desaparecendo esse efeito apos 2 meses sem o tratamento
(CHIN et al., 1993), e em pacientes com doenca coronaria aumentou a resposta de
vasorelaxamento a ACh, com aumento da via do NO (TAGAWA et al., 1999). Em

animais, uma dieta rica em PUFA com alto conteudo de EPA e DHA foi capaz de



atenuar a PA em ratos hipertensos, além de melhorar a capacidade antioxidante
plasmatica (FRENOUX et al., 2001).

Em ratos com alta ingestao de frutose, o tratamento com émega-3 reverteu o
prejuizo de resposta de vasorelaxamento a acetilcolina, aumentando a expressao de
eNOS e reduzindo o estresse oxidativo (NYBY et al., 2005). Além disso, os VLC-
PUFA 6mega-3 tém efeito agudo de relaxamento vascular, tanto em aorta quanto em
mesentérica de ratos normotensos (LIMBU et al., 2018) e na aorta de SHR
(ENGLER et al., 1994). Indiretamente relacionado aos émega-3, foi demonstrado
que o tratamento de ratos hipertensos com lecitina de ovos de galinhas alimentadas
com dieta rica em 6mega-3 promoveu reducao da resposta a noradrenalina no leito
vascular mesentérico o que foi associado com reducao dos niveis plasmaticos de
TNFa e um marcador de estresse oxidativo (NOWACKI et al.,, 2017), contudo,
apesar dos efeitos terem sido imputados aos 6mega-3, a lecitina tem efeitos proprios
e também havia um alto conteudo de outros PUFA, émega-6, além de que foi
utilizada uma dieta pobre em PUFA, o que pode ter alterado os animais nao
tratados, restando incerteza se esses efeitos foram mediados pelos 6mega-3.
Adicionalmente, Van Den Elsen et al (2014) demonstraram que os 6mega-3

reduziram a producao de prostanoides constritores em nivel plasmatico.

1.4 O MODELO SHR E A HIPOTESE A SER INVESTIGADA

No campo da pesquisa experimental, os ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) servem como modelo animal adequado ao estudo da hipertensdo essencial
(FAZAN et al., 2001), manifestando quadro fisiopatologico compativel com o que é
observado em humanos hipertensos, incluindo prejuizo autondmico com
hiperativacdo simpatica e insuficiéncia parassimpatica em conjunto com prejuizo
barorreflexo (CISTERNAS et al.,, 2010; JUDY; FARRELL, 1979; KLIPPEL et al.,
2016), assim como o desenvolvimento de disfuncao vascular envolvendo fatores
constritores e prejuizo nos fatores relaxantes derivados do endotélio (LI et al., 2007,
LUSCHER; VANHOUTTE, 1986; PUZSEROVA et al., 2010). Portanto, o SHR foi o
modelo escolhido para realizacao de nosso estudo.

Com relacdo a metformina e os VLC-PUFA 6mega-3, como exposto ao longo
da introducao, os estudos vém demonstrando que essas substancias se relacionam

com melhora sobre prejuizo autonémico e disfuncao vascular, como demonstrado



em outros modelos/espécies, enquanto que os efeitos sobre a hipertensdo em ratos
SHR foram pouco explorados. Além disso, apresentam acao contraria a inflamacao e
ao estresse oxidativo, que sao elementos relacionados a esses parametros.

Diante do exposto, nossa hipotese € que o tratamento crénico tanto com
metformina quanto com os VLC-PUFA &mega-3 podem melhorar o prejuizo
autondémico cardiaco e a disfuncado vascular relacionados a HAS em ratos SHR, por
meio de mecanismos tanto anti-inflamatério, envolvendo reducdo de TNFa, quanto
por melhora no balanco entre proteinas pré- e antioxidantes, envolvendo NOX2 e
SOD1.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da metformina e dos
VLC-PUFA 6mega-3 na disfuncdo vascular e no prejuizo autonémico cardiaco
relacionados a HAS em ratos SHR e verificar se os efeitos observados tinham

relacao com vias de inflamacao e estresse oxidativo.

2.2 Objetivos Especificos

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos dos tratamentos sobre:

¢ A glicemia basal dos animais, por meio de aparelho glicémetro;

e A pressao arterial basal, por medida direta da pressao arterial pulsatil (PAP) via
cateter na artéria femoral e conectado a um transdutor de pressao;

e A FC basal, a partir do intervalo de pulso (IP) no registro de PAP;

¢ O controle autonémico cardiaco, por meio de bloqueios farmacolégicos das vias
simpatica e parassimpatica, analisando as mudancas na FC;

e A funcdo barorreflexa de modulacdo da FC, pela avaliacdo de sua atividade
espontdnea nos registros de PAP em repouso, e por meio da avaliacdo da
resposta induzida por mudancas na PA por acido de drogas vasoativas;

e A reatividade vascular a noradrenalina num sistema ex vivo utilizando o leito
vascular mesentérico isolado;

e A participacdo das vias do oOxido nitrico e dos prostanoides na reatividade
vascular mesentérica, por meio de inibidores farmacologicos;

e Os niveis plasmaticos da citocina pré-inflamatéria TNFa, utilizando o ensaio
imunoenzimatico ELISA;

¢ Vias pré- e antioxidante no tecido cardiaco, por meio da avaliacido da expressao

proteica de Nox2 e SOD1 pela técnica de western blot.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) e SHR, com 12
semanas de idade. Esses animais foram fornecidos pelo Biotério do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo. Todos os
procedimentos experimentais estavam em conformidade com as diretrizes nacionais
e internacionais sobre utilizacdo de animais para fins cientificos e foram submetidos
e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Espirito Santo (registro n® 022/2015). Os animais foram acomodados em
gaiolas coletivas com livre acesso a agua e racdo, mantidos em ambiente com

temperatura controlada (~ 22 °C) e ciclo claro-escuro de 12h.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram aleatoriamente separados em quatro grupos experimentais,

de acordo com a espécie animal e o tratamento:

1) WN > Wistar Normotenso - tratamento controle (agua/veiculo)
2
3
4) SO > SHR - tratamento com Oleo de peixe concentrado (33% EPA, 22% DHA).

)
) SC > SHR - tratamento Controle/inerte (agua/veiculo)
) SM > SHR - tratamento com Metformina.
)

Os animais foram separados nos grupos experimentais 3 dias antes do inicio
dos tratamentos, sendo pesados e aferida a pressao arterial inicial em pletismdgrafo

caudal. Os valores de peso e pressao foram avaliados para verificar se estavam

dentro do esperado para a idade e para as respectivas espécies.
3.3 TRATAMENTO DOS GRUPOS

Todos os grupos foram tratados uma vez ao dia por via orogastrica (gavagem)
por 30 dias. O grupo SM recebeu metformina 300 mg/Kg/dia, dosagem que ja foi

utilizada em experimentos anteriores de nosso grupo e que se mostrou efetiva



(OLIVEIRA et al, 2014). O grupo SO recebeu dleo de peixe concentrado em EPA e
DHA na dose de 300 mg/Kg/dia (~165 mg/Kg/dia de EPA/DHA, 135 mg dos demais
lipideos do 6leo de peixe), dose aproximada a que Rousseau-Ralliard et al (2009)
utilizaram (240 mg/kg/dia), na qual foram observados efeitos sobre a FC em ratos
SHR. Nesse estudo, os animais foram tratados por 8 semanas, mas, por meio de
telemetria, foram observados efeitos com 4 semanas de tratamento. Além disso, foi
utilizado o EPA e o DHA de forma isolada, portanto, como optamos por utilizar o éleo
de peixe concentrado em EPA e DHA, ajustamos a dose para 300 mg/kg/dia.

Os grupos WN e SC receberam o veiculo (agua). O 6leo de peixe utilizado ndo
possui veiculo e ndo existe um tratamento placebo/inerte mais adequado para ser
utilizado como controle nesse caso. Os oleos vegetais também podem apresentar
efeitos sobre o sistema CV (RUEDA-CLAUSEN ET AL., 2007) e os inertes, como o
6leo mineral, podem alterar o transito intestinal (PORTALATIN, WINSTEAD, 2012).
Portanto, o tratamento com agua também serviu como tratamento placebo/inerte
(controle) em comparacédo ao o6leo de peixe. O peso de todos os animais foi

verificado ao longo do periodo de tratamento para ajuste da dose.

3.4 DROGAS E TRATAMENTOS

Glifage® - cloridrato de metformina (Merck S.A., Rio de Janeiro - RJ, Brasil).
Omega-3 [Oleo de peixe concentrado - 33% EPA, 22% DHA] Corabion® (Merck
S.A., Rio de Janeiro — RJ, Brazil). Fenilefrina, atropina e L-NAME (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) Atenolol e indometacina (Farmacia Alquimia, Vitéria, Brasil).

Nitroprussiato de sédio e noradrenalina (Hipolabor, Belo Horizonte - MG, Brasil).

3.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Esquematizacao das etapas de maior relevancia do protocolo experimental:
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1° dia do protocolo: Inicio do tratamento.

29° dia do protocolo: (dois destinos possiveis)

Cirurgia de implantagéo

Dosagem de glicemia

/ 30° dia do protocolo: \

Registro de PAP em repouso:

® Pressao arterial sistélica (PAS)

® Frequéncia cardiaca (FC)

Avaliagao do barorreflexo:
® Resposta espontanea (SBRe)
® Resposta induzida (SBRI)

Controle autonémico cardiaco:
® Simpatico (atenolol)

® Parassimpatico (atropina)

\Colela de sangue e coragéo/

f 30° dia do protocolo: \

Cirurgia de retirada do leito vascular
mesentérico e montagem em um

sistema ex vivo sob perfuséo;

Construgdo de curvas dose-

resposta de vasoconstriccdo a
noradrenalina:

® Em condigao basal

® Com indometacina

® Com L-NAME

\Coleta de sangue e corar,:éo/

(12:00 — 13:00 hs)

Amostras de sangue > obten¢ao do Plasma:

® Tubo padrdao com EDTA > Centrifugacao a 3500 RPM por 15 minutos

® Coleta do sobrenadante > armazenamento a -80°C.

V

Ensaio imunoenzimatico ELISA (dosagem de TNFa plasmatico):

® Carregamento das amostras e da diluigao do padrao nos pogos

® Etapas multiplas de carregamento com reagentes e lavagem dos pogos

® Leitura da absorbancia em 450 nm e construgao da curva padrao

® Calculo das concentracbes plasmaticas de TNFa.

~

/



Amostras de coragao:

® Armazenamento > congelamento a -80°C.

W

/ Western Blot (avaliagao da expressao proteica de Nox2 e SOD1): \
® Homogeneizagao de amostras de coragao
® Eletroforese em SDS-PAGE (10%)

® Transferéncia das proteinas para membranas de nitrocelulose

® Incubacao com anticorpos anti-GAPDH, anti-Nox2 e anti-SOD1

® Incubacao com anticorpos secundarios conjugados a peroxidase

® Detecgdo das bandas utilizando substrato ECL
\ ® Corregao dos valores de Nox2 e SOD1 pelos valores da GAPDH. /

3.6 ANESTESIA E EUTANASIA

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados sob anestesia geral com
ketamina/xilazina (70/10 mg/kg de peso corporal, intraperitoneal). Apds os protocolos
experimentais, os animais foram submetidos a eutanasia por sobredose de
anestésico. Foi realizada eutanasia por sobredose do anestésico utilizado nos
procedimentos cirurgicos (3 ou mais vezes a quantidade necessaria para a anestesia
geral), seguindo as diretrizes da pratica de eutanasia do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2013).

3.7 PLETISMOGRAFIA DE CAUDA

A PA foi avaliada nos animais no dia anterior ao inicio do tratamento, utilizando
pletismografia de cauda. Ap6s aquecimento em uma camara apropriada (38 °C), os
animais, acondicionados em contentores com abertura para respiracdo, receberam
um “cuff’ pneumatico acoplados em suas caudas. Sob processo automatizado de
insuflacdo e desinsuflacdo a PA foi registrada via um sistema conjunto
transdutor/computador/software. Os valores de PA foram considerados como a

meédia aritmética de 3 medidas consecutivas (mas intervaladas) com valores



condizentes. Os animais foram previamente adaptados ao sistema nos trés dias

anteriores.

3.8 MEDIDA DE GLICEMIA PLASMATICA

Os niveis de glicemia foram estimados a partir do sangue recolhido da
extremidade da cauda dos ratos, utilizando tiras de glicose Accu-chek ActiveTM e
um medidor de teste Accu-chek ActiveTM. Foi realizada medida aleatéria de
glicemia, sem restricao alimentar prévia, mediante a possibilidade de o jejum
interferir nos resultados dos testes experimentais cardiovasculares. Dessa forma, os
animais foram alocados para medida da glicemia num horario padrao 12:00 — 13:00
hs, sem restricao alimentar, considerando que s&o animais noturnos e que a ingesta

de alimento se da principalmente a noite.

3.9 IMPLANTACAO DE CATETERES NA ARTERIA E VEIA FEMORAL

Para realizar a exposicao da artéria e veia femoral foi feita uma inciséao
inguinal. Os vasos foram isolados e uma extremidade de um cateter de polietileno
(PE10-PESO0 fundido) preenchido com solucao salina heparinizada foi inserida na
artéria e um outro cateter foi inserido na veia, ambos com a finalidade de acessar a
circulacao sistémica, a fim de possibilitar o registro da pressao arterial e do intervalo
de pulso (IP), e fornecer um acesso venoso para a aplicacao de farmacos. A
extensao do cateter fora do vaso foi conduzida pela regidao dorsal do animal de
forma subcuténea para entao ser exteriorizada préxima ao pescoc¢o através de uma
pequena incisao cutdnea. Os cateteres foram bem fixados e entao foi feita a sutura
das incisdes. Os animais foram adequadamente alocados para espera da

recuperacao da acao da anestesia.

3.10 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA

Apés um periodo de vinte e quatro horas da implantacao do cateter, estando os
animais conscientes, sem restricio de movimento e alocados em gaiolas individuais,
foi realizada a conexao do cateter arterial previamente implantado a um transdutor

de pressao (TSD104A - Biopac® Systems, Inc.) conectado a um sistema de
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aquisicao de dados (MP100 - Biopac ® Systems, Inc.). Apdés um periodo inicial de
espera para permitir a adaptacao do animal ao ambiente experimental (30 minutos),
foi feito o registro da pressao artéria pulsatil dos animais durante 30 minutos. A partir
desses registros foram realizadas as analises dos parametros basais de pressao

arterial e frequéncia cardiaca em repouso.

3.11 AVALIACAO DO BARORREFLEXO ESPONTANEO

A partir dos registros de pressao arterial pulsatii a sensibilidade da funcao
barorreflexa foi avaliada pela analise da mudanca no IP em resposta as variacdes
espontaneas da PA (SBRe), o método de sequencias, adaptado de Bertinieri et al
(1985). O SBRe foi avaliado pelo método da sequéncia, identificando rampas de
quatro ou mais sequéncias onde ocorreram progressivos aumentos ou reducoes da
PA em associacdo com mudancas do |IP no mesmo sentido, ambos subindo ou
ambos descendo. Como critério de inclusdo, s6 foram contabilizadas rampas com
coeficientes de correlacdo linear maiores que 0,8. Para o registro de cada animal
foram calculadas as linhas de regressao linear das sequéncias encontradas e o

sBRS foi calculado como a média das inclinagdes: SBRe = AIP.APA~! (ms.mmHg™).

3.12 AVALIACAO DO BARORREFLEXO INDUZIDO

A avaliacdo da sensibilidade da funcao barorreflexa induzida (SBRI) foi
realizada pela analise da mudanca na FC em resposta a alteracdes transitérias da
PA decorrentes da aplicacao de drogas vasoativas. Adaptado de Sato et al (1999) e
semelhante a Valenti et al (2011) e Chen et al (2015). Foram feitas injecées in bolus
de drogas vasoativas através do cateter venoso, com intervalos de ao menos 15 min
entre cada dose/droga. A drogas utilizadas foram o vasodilatador nitroprussiato de
sodio (NPS, 50 ug / kg de peso corporal) e o agente vasoconstrictor fenilefrina (8 pg
/ kg de peso corporal), sendo as drogas aplicadas com uso de uma microseringa do
tipo Hamilton, seguida por uma injecao de 0,2 mL de solucdo salina aplicada com
uma seringa padrao para promover a entrada do farmaco na corrente sanguinea do
animal através do cateter.

Como droga vasodilatadora o NPS reduz a pressao arterial provocando uma

taquicardia reflexa mediada pelo barorreflexo. Por outro lado, como droga
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vasoconstrictora a fenilefrina aumenta a pressdo arterial provocando uma
bradicardia reflexa mediada pelo barorreflexo. A figura 3 tra um registro tipico dessa
metodologia. A resposta de SBRi foi calculada como a inclinacdo da rampa de
variacao da FC, em batimentos por minuto (bpm), em resposta as mudancas na PA

induzida pela aplicacdo das drogas vasoativas: SBRi = AFC.APA™" (bpm.mmHg™")
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\ Barorreflexo induzido por drogas vasoativas /

Figura 3. Resposta tipica barorreflexa a reducéo e ao aumento de presséao arterial.

3.13 AVALIACAO DO CONTROLE AUTONOMICO CARDIACO

Nos animais ja preparados pelo implante dos cateteres, foi realizado o bloqueio
farmacologico do sistema nervoso auténomo para avaliacao do seu controle sobre a
FC, adaptado de Chapleau e Sabharwal (2011) e semelhante a Huijing et al (2013).
A participacdo de cada um dos componentes autonémicos foi avaliada pela
diferenca entre a FC basal inicial e a FC apos o bloqueio farmacolégico (AFC).

Para avaliagcdo do controle do sistema nervoso parassimpatico sobre a FC
(tbnus autonomico parassimpatico cardiaco) foi utilizada a aplicacdo de um
antagonista dos receptores muscarinicos colinérgicos em dose suficiente para
promover um bloqueio consistente de forma sistémica. Nesse caso a droga utilizada

foi a atropina (2 mg/kg de peso corporal) aplicada por meio do cateter venoso.
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Para avaliacao do controle do sistema nervoso simpatico sobre a FC (ténus
autonomico simpatico cardiaco) foi utilizado o atenolol (4 mg/kg de peso corporal),
um antagonista B1-adrenérgico altamente seletivo. Em ambos os casos, apos a
aplicacao dos farmacos através dos cateteres foi aguardado um periodo de 10-15
minutos poés-injecao para a plena eficacia da acdo farmacodindmica com
estabilizacao da resposta, permitindo avaliar a AFC. Esta abordagem experimental
fornece uma analise funcional do controle autonémico cardiaco através de

ferramentas farmacologicas. A figura 4 traz um esquema do método.
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Figura 4. Representacéo grafica da avaliacéo do tonus simpatico e parassimpatico.
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3.14 REATIVIDADE DO LEITO VASCULAR MESENTERICO

O leito vascular mesentérico (LVM) foi isolado e preparado segundo
metodologia adaptada de McGregor (1965). Apos anestesia, mediante laparotomia,
a artéria mesentérica superior foi acessada e uma canula de polietileno (PES0) foi
inserida e fixada para acesso ao leito vascular mesentérico. O leito foi perfundido
com solucao nutridora, composta por: NaCl 130 mM; KCI 4,7 mM; MgSO4.H20 1,17
mM; CaCl2.2H20 1,6 mM; KH2PO4 1,18 mM; NaHCO3 14,9 mM; e Glicose 11,1 mM,
sendo aerada com carbogénio (95 % O2, 5 % CO2) e mantida a 37 °C, com pH de
7,4. Por meio de uma bomba peristaltica (Hugo Sachs Electronics, Germany) foi
realizada a perfusao do leito com fluxo pulsatil de aproximadamente 4,0 mL/min.

Apés ser cuidadosamente removido e liberado das bordas do intestino e de
outros tecidos, o leito foi colocado num banho isolado. A pressao de perfusao foi
medida com o uso de um transdutor de pressao (TSD104A - Biopac® Systems, Inc.)
conectado a um sistema de aquisicido de dados (MP100 - Biopac ® Systems, Inc.)
em interface com o software de aquisicao e analise de dados AcqKnowledge 3.9.1
(Biopac systems, Inc.). Ap6s um periodo inicial de estabilizacdo (20-30 minutos), foi
realizado o estudo da reatividade vascular, como descrito a seguir.

Foram obtidas curvas dose-resposta por injecdes in bolus, no fluxo de
perfusdo, de doses (0,1 mL, 10'° > 102 M) de noradrenalina (NOR). As respostas a
NOR foram estudadas antes e apds o uso de inibidores farmacoldgicos: para
inibicao inespecifica da classe de enzimas COX, foi utilizada a Indometacina (INDO:
10 pM), visando estudar a participacdo dos prostanoides; E para inibicao
inespecifica da classe de enzimas NOS, foi utilizado o Nw-nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME: 100 uM), visando estudar a participacao do oxido nitrico.

A figura 5 mostra um registro tipico da reatividade vascular mesentérica.
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Figura 5. Registro tipico de reatividade vascular mesentérica a noradrenalina.

3.15 DOSAGEM DE TNFa POR ELISA

As concentracdes plasmaticas de TNFa foram determinadas por ensaio
imunoenzimatico ELISA utilizando Kit comercial (Invitrogen, USA). Os procedimentos
de realizacao do teste seguiram as instrucdes do fabricante, utilizando placa de 96
pocos, realizando duplicata da dosagem de todas as amostras. Cada amostra de
plasma foi diluida numa proporcao 1:2 com o tampao de incubacao do kit e entao
foram depositadas aliquotas de 100 pL em cada poc¢o. Junto as amostras dos
animais foram também carregados pog¢os com diluicbes seriadas da solugao padrao
com concentracao conhecida para a construcao da curva padrao. A leitura foi
realizada em 450 nm e os valores das leituras das amostras dos animais foram
transformados em unidade de concentracao (pg/mL) pela correspondéncia a curva
padrao. Os valores encontrados foram corrigidos pelo conteudo total de proteina das

amostras e expressos como % do grupo controle WN.

3.16 WESTERN BLOT

Os coragdes dos animais foram rapidamente coletados e entdao armazenados a
temperatura de -80°C. Posteriormente, apds descongelamento, as amostras de
coracdao foram homogeneizadas em meio a tampao de lise [Tris-HCL pH 7,4 (10
mM), PMSF (1 mM), NaVOs (1 mM), SDS (1 %), DTT (0,5 mM), EDTA (5 mM) e
coquetel inibidor de protease (diluicdo 1:100)]. O método de Bradford foi utilizado

para quantificacao das proteinas totais nos homogenatos. Foi realizada eletroforese
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em SDS-PAGE (10 %) com carregamento de 50 ug de proteina de cada amostra,
cada uma em um poco. Foi realizada a transferéncia das proteinas para membranas
de nitrocelulose. Apos a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com 5 % de
leite em p6 desnatado.

Apés o bloqueio, cada uma das membranas foi incubada com um dos
anticorpos primarios para as proteinas de interesse. Foram utilizados anticorpos
para as seguintes proteinas: gp91phox (Nox2) ([1:1000], BD Transduction
Laboratories, EUA); e também Cu-Zn-SOD (SOD1) e GAPDH ([1:1000], [1:4000],
Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).

Na etapa seguinte, apos processo de lavagem, as membranas foram entao
incubadas com anticorpo secundario conjugado com peroxidase ([1: 5000], Abcam,
Inc., EUA) e posteriormente expostas a um substrato para quimioluminescéncia
(ECL, Bio-Rad, Inc.), a partir da qual foi feita a deteccao das bandas em um sistema
especializado de captura de imagem (ChemiDoc XRS +, Bio-Rad, Inc.). Os sinais de
Western blot foram quantificados utilizando o software Bio-Rad Image Lab 6.0. O
valor do sinal das proteinas de interesse foi normalizado pelo sinal da proteina
controle GAPDH e em cada gel os dados foram expressos como porcentual (%) do

valor dos animais controle normotensos.

3.17 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do estudo sao apresentados como a média + erro padrao da
média (EPM). Os dados foram analisados pelo método de analise de variancia
(ANOVA) de 2-vias, para as curvas dose-resposta, e ANOVA de 1-via para as
demais analises, seguidos pelo pos-teste de Fisher de menor diferenca significativa
(LSD). Diferencas com p < 0,05 foram consideradas estatisticamente significantes. O
software GraphPad Prism (versao 7.02, EUA) foi utilizado para realizar as analises.

Os grupos WN e SC foram comparados ao SM e SO separadamente.



46

4. RESULTADOS

4.1 PESO, PRESSAO ARTERIAL, FREQUENCIA CARDIACA E GLICEMIA

No que diz respeito a glicemia plasmatica, os animais SHR sao um modelo de
hipertensdo arterial e ndo de diabetes. Dessa forma, a metformina ndo modificou a
glicemia no grupo SM, condizente com seu mecanismo de acao anti-hiperglicémico,
mas nao hipoglicemiante, utilizado no controle da diabetes mellitus. De modo
semelhante, ndo foram observadas alteracdes no grupo SO, evidenciando que os
efeitos cardiovasculares observados ao longo desse estudo, por parte de ambos os
tratamentos, nao estao relacionados a alteragdes na glicémica (Figura 6, Tabela 1).

Como esperado, os animais SHR apresentaram maior pressao arterial de
repouso em comparacao com o grupo normotenso e os tratamentos nao foram
capazes de reduzir a PA (Figura 7A, Tabela 1). Em relacao a frequéncia cardiaca,
seus valores em repouso foram menores no grupo SM comparativamente ao SC,
enquanto que a média do grupo SO foi numericamente menor que a do SC, mas

sem diferenca estatistica (Figura 7B, Tabela 1).
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Figura 6. Efeitos da metformina e dos 6mega-3 sobre a glicemia plasmatica ao final do
periodo de tratamento. Os dados sé&o expressos como a média £+ EPM. n=6. Os grupos WN
e SC foram comparados ao SM e SO separadamente.
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Figura 7. Efeitos dos tratamentos sobre pressao arterial sistolica (PAS) e frequéncia
cardiaca (FC). (A) PAS e (B) FC. Os dados sao expressos como a media + EPM. *p <0,05
vs WN; #p <0,05 vs SC. n=11-17. Os grupos WN e SC foram comparados aoc SM e SO

separadamente.
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Na tabela 1 mostramos os resultados relacionados aos grupos estudados em
relacdo ao peso corporal inicial e final, pressao arterial sistélica inicial (por
pletismografia) e final (medida direta), e frequéncia cardiaca e glicemia ao final do
periodo de tratamento de 30 dias. Tanto no inicio do tratamento, quanto ao final os
ratos SHR, tratados ou nao, apresentaram peso corporal menor do que os

apresentados pelo grupo WN, relativo a diferenca de espécie.

Tabela 1. Peso corporal inicial e final, pressédo arterial sistolica (PAS) inicial e final, e
frequéncia cardiaca (FC) e glicemia ao final do periodo de tratamento de 30 dias.

Parametros WN SC SM SO
Peso inicial (g) 3795+7,0 2446+34* 2385+35* 2443 +34*
Peso Final (g) 455679 2838135 2602+35* 2842+32*
PAS inicial (mmHg) 1350+286 2057153 208637 20501+44"
PAS final (mmHg) 1209+45 1955+6,1* 1944 +55* 1934 +6,9*
FC (bpm) 3439+68 351470 3264+74% 3399+69
Glicemia (mmol/L) 565+0,20 5,15+0,18 513+0,17 5,25+0,20

Valores expressos como média + EPM. * p < 0,05 vs WN; # p < 0,05 vs SC. n=11-17.
Comparacéao estatistica realizada entre os grupos na mesma linha.

4.2 CONTROLE AUTONOMICO CARDIACO

Para melhor compreender os efeitos observados sobre a FC, os componentes
do controle autonémico da FC foram estudados. Foi demonstrado que o controle
autonémico cardiaco simpatico esta aumentado no grupo SC em relacdo ao WN, o
que foi atenuado no SM, igualando os valores do grupo WN, mas nao foi modificado
no grupo SO (Figura 8A).

Quanto ao ténus parassimpatico, o grupo SC apresentou valores reduzidos em
comparacao ao WN, enquanto que as médias dos grupos SM e SO foram

numericamente maiores que a do SC, mas sem diferenca estatistica (Figura 8B).
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Figura 8. Efeitos da metformina e dos 6mega-3 sobre o controle autonémico da frequéncia
cardiaca. Avaliacao do controle (A) simpatico e (B) parassimpatico. Os dados séo expressos
como a média £+ EPM. *p <0,05 vs WN. n=5-10. Os grupos WN e SC foram comparados ao
SM e SO separadamente.
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4.3 BARORREFLEXO ESPONTANEO

A sensibilidade da funcido barorreflexa foi avaliada pela analise de resposta
espontanea do barorreflexo (SBRe). A resposta observada foi menor no grupo SC
em comparacao ao WN, evidenciando o prejuizo nos animais hipertensos, e o
tratamento com metformina foi capaz de igualar a resposta do SM a do WN, ao

passo que ndo houve mudanca no grupo SO (Figura 9).
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Figura 9. Efeitos da metformina e dos 6mega-3 sobre a resposta barorreflexa espontanea
(SBRe). Os dados séo expressos como a média + EPM. *p <0,05 vs WN. n=11-17. Os
grupos WN e SC foram comparados ao SM e SO separadamente.

4.4 BARORREFLEXO INDUZIDO

Para uma avaliacdo mais completa da resposta barorreflexa foi realizado o
teste de ativacdo barorreflexa induzida pelo uso de drogas vasoativas (SBRi). Os
animais hipertensos apresentaram uma resposta reflexa reduzida em comparacao
aos animais normotensos, tanto na resposta de bradicardia ao agente vasoconstritor
fenilefrina (Figura 10), quanto na resposta de taquicardia ao agente vasodilatador

NPS (Figura 11). Esse resultado é condizente com o observado na SBRe.
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Entre os grupos tratados, a metformina foi capaz de aumentar a resposta a
fenilefrina sem modificar a resposta ao NPS. Ao contrario, o tratamento com os VLC-
PUFA 6mega-3 nao alterou a resposta a fenilefrina, mas aumentou a resposta ao
NPS. Tomados em conjunto, esses dados demostram um prejuizo global do
barorreflexo no grupo SC, tanto na resposta de bradicardia quanto na resposta de

taquicardia, e uma melhora parcial desses parametros promovida pelos tratamentos.
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Figura 10. Efeitos da metformina e dos 6mega-3 sobre a funcéo barorreflexa induzida
(SBRi) em resposta a fenilefrina. Os dados s&o expressos como a média £ EPM. *p <0,05 vs
WN; #p <0,05 vs SC. n=11-17. Os grupos WN e SC foram comparados ao SM e SO
separadamente.
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Figura 11. Efeitos da metformina e dos 6mega-3 sobre a funcdo barorreflexa induzida
(SBRi) em resposta ao nitroprussiato de sodio (NPS). Os dados sdo expressos como a
média + EPM. *p <0,05 vs WN; #p <0,05 vs SC. n=11-17. Os grupos WN e SC foram
comparados ao SM e SO separadamente.

4.5 RESPOSTA VASCULAR A NORADRENALINA

Condizente com a fisiopatologia da hipertensao arterial, os animais do grupo
SC apresentaram uma resposta vasoconstrictora muito maior que a do grupo
normotenso, no estudo de reatividade no leito vascular mesentérico (Figura 12,
Tabela 2).

Entre os grupos tratados, a metformina foi capaz de atenuar consideravelmente
essa resposta aumentada. De forma semelhante, os émega-3 também promoveram
uma moderada atenuacdo da resposta. Nao houve diferenca no pD2 entre os grupos
(Tabela 2). Sob inibicdo na NOS pelo L-NAME a resposta de todos os grupos foi
aumentada, mas as diferencas entre os grupos nao desapareceram (Figura 13,
Tabela 2).
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Figura 12. Efeitos da metformina e dos &mega-3 sobre a curva dose-resposta de
vasoconstricdo induzida por noradrenalina (NOR) no leito vascular mesentérico, em
auséncia de inibidores farmacolégicos. Comparacao dos grupos WN e SC ao grupo tratado
com (A) metformina e (B) 6mega-3. Os dados sao expressos como a média + EPM. n=13-15
por grupo. *p <0,05 vs WN; #p <0,05 vs SC.
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Figura 13. Efeitos da metformina e dos &mega-3 sobre a curva dose-resposta de
vasoconstricdo induzida por noradrenalina (NOR) no leito vascular mesentérico, em
presenca de L-NAME. Comparacdo dos grupos WN e SC ao grupo tratado com (A)
metformina e (B) 6mega-3. Os dados s&o expressos como a média £+ EPM. n=5-7 por grupo.
*p <0,05 vs WN; #p <0,05 vs SC.
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Sob inibicdo da COX pela indometacina a resposta de todos os grupos foi
reduzida, mas principalmente nos animais hipertensos (Figura 14, Tabela 2). Entre
eles, o grupo SC foi o que teve uma queda ainda maior, evidenciando que a
resposta aumentada pela hipertensao tinha uma grande participacao de produtos da
COX, possivelmente prostanoides vasoconstrictoras.

Em relacdo ao grupo SM, o efeito da indometacina reduziu em muito sua
diferenca para o grupo SC, indicando que parte do efeito da metformina & por
melhora no balanco de prostanoides, porem outros mecanismos poderiam explicar
essa pequena diferenca residual. Por outro lado, para o grupo SO a indometacina
extinguiu por completo sua diferenca de resposta em relacdo ao grupo SC,

indicando que esse seja o mecanismo primordial pelo qual exerceu seus efeitos.
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Figura 14. Efeitos da metformina e dos émega-3 sobre a curva dose-resposta de
vasoconstricdo induzida por noradrenalina (NOR) no leito vascular mesentérico, em
presenca de indometacina. Comparacédo dos grupos WN e SC ao grupo tratado com (A)
metformina e (B) 6mega-3. Os dados sao expressos como a média £+ EPM. n=8 por grupo.
*p <0,05 vs WN; #p <0,05 vs SC.
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Tabela 2. Parametros da reatividade vascular mesentérica: sensibilidade (-log EC50: pD2)
e resposta maxima (Rmax) da curva dose-resposta a noradrenalina.

Parametros WN SC SM SO

Rmax (curva controle) 119+ 6 261+ 10* 206 + 10% 224 + 11*
Rmax (L-NAME) 164 + 20 287 + 15* 241+ 18* 252 + 17*
Rmax (indometacina) 74 £12 150 £ 27~ 117 £ 17 143 + 19*
pD2 (curva controle) 3,88+0,11 4,02+009 382+009 3,86+0,10
pD2 (L-NAME) 403+023 430+009 428+0,14 412+0,11
pD2 (indometacina) 3,86+0,15 359+028 385+0,15 3,55+0,22

Valores expressos como média + EPM. * p < 0,05 vs WN; #p < 0,05 vs SC. n=5-15.
Comparacéao estatistica realizada entre os grupos na mesma linha.

4.6 DOSAGEM DE TNFa PLASMATICO
A dosagem da citocina inflamatéria TNFa demonstrou que tanto o tratamento
com metformina e com os VLC-PUFA 6mega-3 foram capazes de reduzir os seus

niveis em comparacao ao grupo SC (Figura 15).
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Figura 15. Efeitos da metformina e dos 6mega-3 nos niveis plasmaticos da citocina
inflamatoéria TNFa. Os dados s&o expressos como a média £+ EPM. n=6 por grupo. #p <0,05
vs SC. Os grupos WN e SC foram comparados ao SM e SO separadamente
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4.7 EXPRESSAO PROTEICA DE NOX2 E SOD1 NO CORACAO

A avaliacdao da expressao proteica da subunidade Nox2 da NADPH oxidase
tipo Il (NOX2) por western blot evidenciou um aumento da NOX2, enzima pro-
oxidante, no grupo SC (Figura 16). O tratamento com metformina foi capaz de
reduzir os niveis dessa proteina igualando ao grupo WN, enquanto que os 6mega-3
nao foram capazes de alcancar o mesmo efeito. Quanto a superéxido dismutase
(SOD) Cu-Zn-SOD (SOD1), nao houve diferenca entre WN e SC e nenhum dos
tratamentos gerou alteracdo (Figura 17). A analise da expressao proteica foi
realizada em géis diferentes para comparacao dos grupos WN e SC com os grupos
SM (WN — SC — SM) e SO (WN — SC — SQO), visto que serdo submetidos para

publicacao separadamente, cada um destes em um artigo diferente.
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Figura 16. Efeitos da metformina e dos 6mega-3 na expressédo da proteina pré-oxidante
NOX2 nos coragcbes. Comparacdo dos grupos WN e SC ao grupo tratado com (A)
metformina e (B) 6mega-3. Os dados sao expressos como a média £+ EPM. n=6 por grupo.
*p <0,05 vs WN; #p <0,05 vs SC. Os dados apresentados na figura A e B foram extraidos de
geis diferentes.
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Figura 17. Efeitos da metformina e dos 6mega-3 na expressao de proteinas antioxidante
SOD1 nos coracdes. Comparacéo dos grupos WN e SC ao grupo tratado com (A)
metformina e (B) 6mega-3. Os dados sao expressos como a média £+ EPM. n=6 por grupo.
Os dados apresentados na figura A e B foram extraidos de géis diferentes.
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que em ratos hipertensos, nao diabéticos, a
metformina oral crénica promoveu melhora parcial sobre o prejuizo autonémico, com
reducdo do ténus simpatico cardiaco para niveis semelhantes aos de animais
normotensos e melhorando a resposta barorreflexa, levando a redugcao da FC e dos
niveis de NOX2 e TNFa, além de reduzir a disfuncao vascular relacionada a
prostanoides vasoconstrictores. Por outro lado, os VLC-PUFA émega-3 também
promoveram melhora parcial sobre o prejuizo autonémico, melhorando a resposta
barorreflexa, reduzindo TNFa, além de reduzir a disfuncao vascular relacionada a
prostanoides vasoconstrictores. Nenhum dos tratamentos promoveu alteracao na PA
e glicemia.

No presente estudo, tivemos como foco de nossas analises os efeitos dos
tratamentos propostos sobre ratos SHR, adultos jovens, como modelo animal de
hipertensdo arterial essencial. Em relacdo aos ratos SHR, comparados aos ratos
normotensos, foi observada PA elevada, como esperado. A FC do SC foi
numericamente superior a do WN, mas sem diferenca estatistica. Dado semelhante
foi apresentado por Krieger et al (1999), ao compilar dados de dois estudos de sua
equipe (Gava et al.,, 1995; Negrao et al., 1992), onde, em comparacao aos ratos
normotensos, os ratos SHR apresentavam ténus simpatico elevado, mesmo com
valores semelhantes de FC em repouso aos valores dos controles normotensos. Por
outro lado, também ja foi demonstrado que a FC pode estar aumentada nesses
animais (KLIPPEL et al., 2016), dessa forma, diferencas nas metodologias, idade
dos animais e condi¢cdes experimentais podem levar a essa diferenca de resultados,
uma vez que a FC nesses animais pode inclusive sofrer alteracao mediante estresse
(SHENG-GANG et al., 1996). Em nosso estudo, a analise do controle autonémico da
FC demonstrou controle simpatico aumentado e parassimpatico reduzido, e também
a resposta barorreflexa estava reduzida, o que € uma caracteristica da hipertensao
arterial e ja foi demonstrado em ratos SHR quando esses parametros sao
comparados aos controles normotensos (KLIPPEL et al., 2016).

Nos nossos resultados, em relacao a disfuncao vascular nos ratos SHR, a
reatividade vascular a noradrenalina estava aumentada do grupo SC em
comparacao ao WN, o que pelo bloqueio com indometacina foi evidenciado envolver

prostanoides vasoconstrictores, assim como foi demonstrado por Matsumoto et al
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(2016) estudando a artéria femoral de ratos normotensos WKY e SHR, onde a
resposta aumentada a noradrenalina também foi abolida pela indometacina,
evidenciando a disfuncdo vascular envolvendo EDCF na hipertensao. Por outro lado,
0 prejuizo em vias de relaxamento vascular, envolvendo NO e EDHF, também
parece ter envolvimento na disfuncao vascular, como observado por Li et al (2007)
em vasos mesentéricos de ratos SHR. Em relacdo a proteina NOX2, essa estava
elevada no coracao dos SHR. O aumento da expressao de NOX2 em SHR também
foi demonstrado por Alvarez et al (2008) em coracdes e por Troiano et al (2016) em
aorta, assim como Briones et al (2011) encontraram aumento de sua atividade em
celulas musculares lisas vasculares. De fato, vem sendo demonstrado um
importante papel dessa proteina pro-oxidante no desenvolvimento da hipertensao,
como revisado por Datla e Griendling (2010). Em nivel central, foi demonstrado que
o estresse oxidativo no NTS e NA, mediado pela NOX, leva a prejuizo no
barorreflexo (TSAI et a., 2013), assim como o estresse oxidativo no RVLM também
esta relacionado a hipertensao neurogénica nos animais SHR por aumento de
atividade simpatica (NISHIHARA et al., 2012).

Quanto a dosagem plasmatica de TNFa, o valor encontrado no grupo SC,
apesar de numericamente superior, nao foi diferente do grupo WN, o que, apesar de
ter sido demonstrado poder estar aumentado em ratos SHR e participando do
desenvolvimento da hipertensdo (CHOU et al., 1998), também foi demonstrado que
pode nado estar aumentado (NOWACKI et al., 2017). Essa divergéncia pode estar
relacionada a fatores experimentais como inclusive a idade dos animais, como
demonstrado por Chou et al (1998), onde a diferenca entre os ratos SHR e os
normotensos WKY so foi detectada com 14-17 semanas, mas nao antes disso. Em
nosso caso, 0s animais terminavam o periodo de tratamento com 16 semanas,
talvez um periodo de transicao, onde posteriormente essa diferenca comecaria a ser
evidenciada. De todo modo, foi demonstrado que o TNFa podem estar associado
com o prejuizo CV observado na hipertensdo (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2008),
aléem de poder interferir no controle autonémico, levando a neuroinflamacao e
estresse oxidativo no RVLM, aumentando o ténus simpatico (GALVAO et al., 2016;
WU et al., 2012, 2016), e prejudicando o barorreflexo (ZERA et al., 2016).

Os dados sobre os efeitos da metformina e de VLC-PUFA émega-3 sobre os
animais hipertensos, que sdo o foco do presente trabalho, serdo discutidos a seguir,

detalhadamente.
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5.1 EFEITO DA METFORMINA SOBRE PARAMETROS BASAIS E AUTONOMICOS

Em relacao a PA, nossos resultados estdo em acordo com os achados de
Muntzel et al (1999) em animais SHR de 12 semanas de idade. Nesse estudo foram
utilizadas duas condi¢cdes experimentais, o consumo de dieta normal em sddio
(NaCl: 0,3 %) ou com teor elevado (NaCl: 8,0 %), sendo testada a acao do
tratamento com metformina na agua de beber por 4 semanas, iniciando com uma
dose de 350 mg/kg/dia gradativamente aumentada durante as 2 primeiras semanas
até chegar em 500 mg/kg/dia, e assim até o fim do tratamento. Nesse estudo, ao fim
do periodo de tratamento, mesmo com uma dose superior a que utilizamos em
nosso trabalho, ndo foi observada alteracao da pressao arterial em registro de 24h
por radio-telemetria, mesmo apo6s analisar separadamente o periodo de 12h de
luminosidade e o de 12h de escuridao.

De forma interessante, nesse estudo de Muntzel et al (1999), a metformina foi
capaz de contrapor o incremento na PA causado dieta de alto teor de sédio. Ao
avaliar a elevacdo na PA que ocorre naturalmente no “despertar” do sono,
novamente a metformina ndo teve interferéncia sobre os valores nos ratos SHR com
dieta normal, mas foi capaz de inibir a resposta aumentada nos SHR em dieta com
alto teor de sdédio. Ao serem colocados em um contentor de acrilico, normalmente
utilizado para pletismografia, o estimulo de estresse promoveu aumento na PA de
forma semelhante em todos os grupos, e o tratamento nao interferiu nisso.
Adicionalmente, ao avaliar a PA por meio de cateter arterial, nos animais
anestesiados, as diferencas entre os grupos pelo tratamento com metformina foram
semelhantes as observadas no registro de 24h por telemetria.

A FC também foi avaliada no estudo de Muntzel et al (1999), sendo observada
nos registros de 24h uma reducdo da FC ja a partir dos primeiros dias de tratamento,
em ambos os grupos tratados com metformina, independente da dieta, o que foi
mantido durante o periodo de tratamento, chegando ao final com uma reducio da
FC da ordem de 13-14 bpm nos grupos que receberam metformina. Ao avaliar a
elevacdo na FC que ocorre naturalmente no “despertar” do sono, a metformina foi
capaz de atenuar essa elevacao, apenas no grupo com dieta normal. Uma possivel

explicacdo discutida pelos autores para o efeito do sodio sobre a PA seria via
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aumento de atividade simpatica, dessa forma, os efeitos da metformina estariam
vinculados a um antagonismo a elevacao da atividade simpatica. De fato, a
metformina conseguiu reduzir a FC em ambos os grupos, o que fortalece essa
hipétese, contudo, no grupo de alta ingestdao de sodio esse efeito foi observado
mesmo sem que a dieta tivesse alterado a FC. De todo modo, nossos resultados
corroboram os desse estudo, uma vez que encontramos a reducdo da FC em ratos
SHR sem haver reducdo da PA. E, como discutiremos abaixo, nossos resultados
evidenciam efeito sobre o tdnus simpatico cardiaco. Ademais, ambos utilizamos
ratos SHR, de mesma idade, e tempo e dose semelhantes.

Fazendo um paralelo com um estudo realizado em humanos, He et al (2012)
estudando 360 humanos hipertensos obesos nao-diabéticos, recebendo terapia anti-
hipertensiva convencional, tratados durante 24 semanas, onde metade dos
pacientes recebeu metformina 500 mg/dia, ndo encontraram diferenca na PA pela
metformina. Por outro lado, Hamidi Shishavan et al (2017) encontraram um resultado
diferente do que observamos em nosso estudo. Eles utilizaram ratos SHR em duas
condi¢cbes, intacto e com diabetes mellitus tipo 1 induzida por injecdo de
estreptozotocina com 7 semanas de idade. O tratamento com metformina comecou
com 8 semanas de idade, 300 mg/kg/dia na agua de beber e durou 12 semanas. Ao
final desse periodo, por meio de pletismografia, observaram uma reducdo na PA
tanto nos diabéticos (~42 mmHg) quanto nos nao-diabéticos (~37 mmHg). Esse
efeito nao foi relacionado a alteracdes glicémicas, pois o tratamento nao foi capaz de
alterar nem a glicemia de jejum (3h de jejum), por meio de glicometro, nem a
hemoglobina glicada, em nenhum dos grupos. Aqui, o maior tempo de tratamento é
um fator plausivel de explicar a diferenca de nossos resultados, assim como a
administracao na agua de beber ao invés de gavagem. Contudo, um ponto que ja
vem sendo discutido na literatura cientifica é a idade de inicio de tratamento.

De fato, enquanto em nosso estudo e no de Muntzel et al (1999) foram
utilizados ratos SHR com 12 semanas de idade, tratados por 4 semanas e sem obter
reducao na PA, Bhalla et al (1996) utilizando ratos SHR com 6-8 semanas de idade
tratados por 4 semanas, mesmo numa dose menor, 200 mg/kg/dia, via subcuténea,
dividida em duas aplicagdes, observaram reducdo da PA, ao passo que o0 mesmo
tratamento em ratos normotensos nao teve nenhum efeito. De forma semelhante,
Verma et al (1994) utilizando ratos SHR com 5 semanas, realizando o mesmo

protocolo de tratamento que Muntzel et al (1999), observaram reducao na PA, o que
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nao ocorreu no grupo controle normotenso. Dessa forma, os efeitos de reducao da
PA pela metformina, além de dependerem de fatores como a idade de inicio do
tratamento, parecem estar relacionados ao processo fisiopatolégico da HAS, uma
vez que, esse efeito ndo foi visto da mesma forma nos animais normotensos. E
mesmo no estudo de Muntzel et al. (1997), onde o tratamento agudo foi capaz de
promover curta reducdo de PA nos ratos normotensos, a magnitude da reducao foi
superior nos animais hipertensos, como veremos em detalhes mais a frente. Além
disso, tanto nesse estudo de Verma et al (1994) quanto no de Hamidi Shishavan et
al (2017), foram observados os efeitos cardiovasculares com reducao de PA sem
que houvesse nenhuma mudanca na glicemia devido ao tratamento, semelhante ao
que achamos em nossos estudos, o que parece evidenciar que os efeitos CV da
metformina, em diferentes condicées experimentais, ndo esta vinculado a efeitos
sobre a glicemia.

Anteriormente ao estudo onde Muntzel et al (1999) avaliaram o efeito do
tratamento créonico da metformina, Muntzel et al (1997) haviam investigado o efeito
de uma dose aguda. Nesse estudo foi utilizada uma dose de 100 mg/kg de
metformina em ratos SHR de 250-330 g, conscientes, apés o implante de cateter
arterial e venoso 48h antes. Foi observada uma rapida queda da PA pela injecao de
metformina via cateter venoso, sendo mais consistente nos SHR (~26 mmHg) do
que nos ratos controle normotensos (~9 mmHg). Ademais, essa queda de pressao
foi acompanhada de um aumento na FC, tanto nos SHR (~49 bpm) quanto de igual
magnitude nos normotensos. Analisando criticamente essa relacao entre a PA e a
FC, podemos supor que tenha ocorrido uma ativacao barorreflexa em resposta a
queda na PA causada pela metformina, e dessa forma, havendo uma mudanca na
FC de semelhante magnitude entre SHR e normotensos, para uma queda de PA que
foi mais robusta nos SHR, também ficaria evidenciada a atenuacao barorreflexa
presente nos SHR. De todo modo, esses dados demonstraram o efeito redutor de
PA pela metformina em tratamento agudo.

Petersen e DiBona (1996, 1997) realizaram protocolo semelhante de dose
aguda em ratos SHR e também observaram queda na PA, mas, de forma contraria a
Muntzel et al. (1997), observaram reducao da FC, o que pode estar relacionado com
o fato de terem realizado seus estudos pouco tempo apds o ultimo procedimento
envolvendo anestesia, ao passo que Muntzel et al. (1997) realizaram os

experimentos 48h apds o ultimo procedimento que envolveu anestesia. No primeiro
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estudo (Petersen; DiBona, 1996), os animais (~282 g) receberam o implante de um
cateter intracerebroventricular (ICV) e apés uma semana foram anestesiados e
receberam um implante para registro da atividade nervosa simpatica renal (RSNA)
juntamente com cateter na artéria e veia femoral. Alguns ratos tiveram interrupgao
da sinalizacao dos barorreceptores mediante desnervacao sino-aértica (SAD) e
desses alguns também tiveram interrupcdo da sinalizagdo parassimpatica por
vagotomia. Foi aguardado 60 minutos de estabilizacido e entao feitos registros de 10
minutos para cada situacdo. Foli feita a aplicacao de metformina pelo cateter venoso
em doses de 1-100 mg/kg, produzindo de forma rapida e reversivel uma resposta
dose-dependente de reducao da PA, FC e RSNA, a qual ndo foi influenciada pela
SAD, nem SAD + vagotomia, nem pela inibicdo da COX por aplicacdo de
indometacina e nem pela inibicdo da NOS por aplicacao de L-NAME. Por outro lado,
uma dose cumulativa de 0,25-1 mg de metformina ICV promoveu esses mesmos
efeitos observados pela dose de 100 mg/kg via cateter venoso. Em conjunto esses
dados sugerem uma acado da metformina em nivel central e que independem de sua
acao sobre mecanismos de glicemia visto que produziu esses efeitos mesmo de
forma aguda e em baixissima dose, numa aplicacdo central. Além disso, esse efeito
parece ser independente do barorreflexo, do parassimpatico, de prostanoides e de
oxido nitrico. Assim, parece haver uma acao central de inibicdo simpatica pelo uso
agudo, o que talvez ndo fosse mantido num tratamento crénico.

De forma semelhante ao estudo anterior, Petersen e DiBona (1997), realizaram
o implante do cateter ICV em ratos SHR (300-350 g) que posteriormente foram
anestesiados e receberam um implante para registro da atividade nervosa simpatica
renal juntamente com cateter na artéria e veia femoral. Apds 4h de recuperacao da
anestesia, foram injetadas doses de 1mg de metformina ICV e feito o registro por 60
minutos. Foi observada uma reducao de PA entre 20-40 minutos apds a aplicacéo,
que desapareceu ao final de 60 minutos. Por outro lado, houve uma consistente
reducao da FC e RSNA basais. Posteriormente os animais foram submetidos a um
protocolo de inducao de estresse que provocava aumento na PA, FC e RSNA, o que
foi atenuado nos animais que receberam metformina, fortalecendo a hipétese de que
a metformina tenha um efeito de antagonismo do sistema nervoso simpatico. Mas
novamente, os efeitos observados foram mediante tratamento agudo.

Tomados em conjunto os estudos de Petersen e Dibona (1996, 1997) e de

Muntzel et Al (1999) a metformina parece ter um real efeito de reducido da FC basal,
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tanto pelo tratamento de forma crénica quanto de forma aguda, o que por si so ja
seria um indicativo de melhora no balanco simpato-vagal, o que € ainda reforcado
pela demonstracao de reducdo conjunta da atividade do nervo simpatico renal nos
estudos de Petersen e Dibona (1996, 1997). Nesse sentido, os resultados de nosso
estudo corroboram os achados desses estudos e fortalecem a hipdétese de uma
melhora no balanco simpato-vagal envolvendo reducdo da influéncia simpatica
ténica sobre a FC, pois o grupo SM apresentou redugcao da FC comparado ao SC,
ao mesmo tempo em que igualou os valores do grupo WN em relacdo ao controle
autonémico cardiaco simpatico, que estava aumentado no grupo SC. Tomados em
conjunto, isso demonstra uma melhora do equilibrio autonémico cardiaco pela
metformina. De fato, os efeitos observados por Petersen e Dibona (1996) ocorreram
mesmo em animais que sofreram desnervacdo sino-adrtica e vagotomia,
evidenciando que ndo envolviam o barorreflexo e nem uma resposta vagal, mas sim
uma atenuacao da influéncia simpatica ténica. Além disso, essa hipotese também é
reforcada pelos achados de Petersen e Dibona (1997) quanto a atenuacado da
resposta simpatica ao estresse provocada pela metformina, inibindo o aumento tanto
da FC quanto da atividade do nervo simpatico renal.

De forma interessante, esses efeitos discutidos anteriormente, em relacao a FC
e ao controle autonémico da FC em repouso e em resposta a estimulo de estresse,
nao sao os unicos efeitos desse tipo observados nos estudos. Petersen e Dibona
(1997) também observaram que a metformina produziu uma melhora da resposta
barorreflexa nesses ratos SHR apés uma  administracdo aguda
intracerebroventricular (ICV) de metformina. Nesse sentido, os dados de nosso
estudo ndo apenas corroboram esses achados, mas vao além, demonstrando um
efeito sustentado ao longo de um tratamento crénico via oral. Por outro lado, em um
estudo em humanos, avaliando 120 individuos obesos com diabetes tipo 2, tratados
com metformina 850 mg duas vezes por dia durante 4 meses, Manzella et al (2004)
demostraram um resultado de modificacdées na VFC indicando reducao da atividade
simpatica cardiaca e melhor equilibrio simpatico-vagal, além de ter reduzido a
glicemia de jejum, a insulinemia e o indice HOMA de resisténcia a insulina.

Mais recentemente, o efeito da metformina também foi avaliado sobre ratos
que passaram por procedimento de lesao isquémica induzida por oclusdo da artéria
cerebral média permanente, utilizando ratos de uma linhagem hipertensa e propensa

a desenvolver acidente vascular encefalico (AVE), ratos SHR-SP (GUO et al., 2017).
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A idade dos animais nao foi informada na respectiva publicacdo, contudo, os animais
chegaram ao final do periodo de tratamento com peso proximo a 120 gramas,
evidenciando serem extremamente jovens, como pode ser observado na curva de
peso para idade de ratos SHR-SP apresentada por Naruse et al (2002). Guo et al
(2017) realizaram o tratamento crénico com doses de 10-300 mg/kg/dia, onde foi
observado que a metformina foi capaz de atenuar os danos causados pelo AVE o
que foi relacionado como sendo mediado pela melhora barorreflexa induzida pela
metformina, de modo que uma atividade parassimpatica aumentada, relacionada ao
barorreflexo promoveria essa neuroprotecdo. Na avaliacao desses animais antes da
inducdo do AVE, apos as 3 semanas de tratamento, foi observado que a metformina
nao promoveu alteracdo da PA nem da FC em repouso. Além disso, a resposta
barorreflexa, testada em resposta a fenilefrina (5-10 mg/kg), foi aumentado nos
animais tratados nas doses de 30 e 100 mg/kg/dia de metformina, mas n&o na dose
de 300 mg/kg. Adicionalmente, a metformina foi capaz de reduzir TNFa no soro dos
animais tratados, o que nao foi observado nos animais com desnervacao sino-
aoértica, evidenciando que esse efeito era relacionado com o barorreflexo.

Os dados de Guo et al (2017) parecem corroborar os dados de Petersen e
Dibona (1996, 1997) quanto ao barorreflexo, contudo utilizando um tratamento
crénico, assim como 0 que usamos em nosso trabalho. Dessa forma, nossos dados
também parecem corroborar os de Guo et al (2017) nesse quesito, porém, os ratos
desse estudo eram extremamente jovens, e novamente entramos na questdo da
idade de inicio de tratamento desses animais, bem como a idade com que foram
avaliados ao final do tratamento. Dessa forma, nossos dados n&o apenas
corroboram os achados desse estudo, mas evidenciam que esses efeitos ocorrem
mesmo em animais adultos, com um processo de hipertensao ja bem estabelecido, o
que nao era conhecido. Ademias, tanto nossos dados, e os estudos de Muntzel et al
(1999) e Petersen e Dibona (1996, 1997), demonstraram uma reducao da FC, seja
pelo tratamento crénico ou agudo, o que nao foi demonstrado por Guo et al (2017),
demonstrando que em possiveis fatores de divergéncia, a idade parece ser um
importante fator explicativo.

Tomados em conjunto os estudos de Petersen e Dibona (1996, 1997) e
Muntzel et al. (1997) com tratamento agudo, juntamente aos dados de Muntzel et Al
(1999) e os nossos dados em animais tratados cronicamente, e ainda os dados de

Guo et al (2017) em ratos extremamente jovens, podemos concluir que, de modo
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geral, a metformina tem real potencial de reducdo da FC que parece envolver a
atenuacao do ténus simpatico cardiaco, bem como é capaz de promover melhora da
resposta barorreflexa em ratos hipertensos. A relevancia desses efeitos da
metformina se da pelo fato de haver uma relacao forte, gradual e independente entre
a elevacao da FC de repouso e a incidéncia de DCV (COONEY et al., 2010), bem
como a reducao do barorreflexo e da VFC sao associados a risco CV aumentado
(HEAD, 1995; TSUJI et al., 1996). Ademais, a hiperativacado simpatica por si sé leva
a dano CV independente de aumentos na PA (FISHER; PATON, 2012), de forma
que a funcado autondmica tem relacdo com o risco CV na hipertensao arterial
(LANTELME et al., 2002).

5.2 EFEITO DOS OMEGAS-3 SOBRE PARAMETROS BASAIS E AUTONOMICOS

Em ratos SHR, observamos que os VLC-PUFA promoveram melhora na
resposta barorreflexa, sem alterar a PA e glicemia. Em relacdo a PA, nossos
resultados estdo em acordo com o estudo de Bacova et al (2013), que utilizaram
ratos SHR com 12 meses de idade e os trataram com éster etilico de dmega-3 (65
% DHA + EPA) na dose de 200 mg/kg/dia durante 2 meses. Nesse estudo, mesmo
um tratamento de 2 meses, como dose razoavelmente proxima a que nos utilizamos,
nao foi capaz de reduzir a PA nos SHR machos e nem nas ratas normotensas
Wistar, contudo foi capaz de reduzir a PA nos ratos normotensos Wistar e nas
fémeas SHR, o que o autor sugere ser uma diferenca sexual envolvendo a
metabolizacdo do acido araquidénico (ARA), sendo mais favoravel a vasodilatacao
nas fémeas e mais favoravel a vasoconstriccdo no macho, o que € respaldado pelos
seus dados onde o tratamento com os dmega-3 aumentou o conteudo eritrocitario e
plasmatico de ARA nas ratas SHR, mas nao nos machos.

Ao contrario de nossos achados, Dlugosova et al (2009) utilizando ratos SHR
com 1 ano de idade, realizaram o tratamento com 6mega-3 (EPA/DHA) 30 mg/dia
durante 2 meses. Foi observada uma reducdo na PA da ordem de ~31 mmHg, e
mesmo em um grupo de ratos normotenso que foram tratados, também houve
reducdo de ~9 mmHg. Mano et al (1995) utilizaram ratos SHR e SHR-SP iniciando
com 4 semanas de idade e tratados até 16 semanas de idade, com dleo de peixe
adicionado na dieta num total de 5 % do peso (17 % EPA; 10 % DHA). Nos ratos

SHR-SP, apdés 4 semanas de tratamento, estando com 8 semanas de idade, os
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6mega-3 promoveram reducdo de 9 mmHg na PA, medida por pletismografia, e apés
12 semanas de tratamento, estando com 16 semanas de idade, a reducao foi de 18
mmHg. E também nos animais SHR e nos pares normotensos WKY foram
observadas reducoes. Esses dados, em contraposicao aos nossos e aos de Bacova
et al (2013) parecem indicar que nesses ratos a idade de inicio do tratamento pode
ser um fator fundamental para os efeitos de reducdo de PA, tanto em idades
precoces (4 semanas), onde a hipertensao ainda esta se desenvolvendo, como em
idades avancadas (1 ano), onde o organismo talvez ja esteja muito comprometido.
Além disso, os tempos de tratamentos maiores também parecem influenciar, apesar
de Dlugosova et al (2009) ter utilizado uma dose (30 mg/dia) bem inferior a que nés
e a maioria dos outros estudos utilizaram.

Em um estudo muito esclarecedor, Rousseau-Ralliard et al (2009) utilizou ratos
SHR tratados com de éster etilico de EPA ou DHA 240 mg/dia, na dieta, durante 8
semanas. Esses animais iniciaram o tratamento com 14 semanas de idade e o
terminaram com 22 semanas de idade, sendo realizado o registro de PA por
telemetria durante esse periodo. Foi observado que o tratamento com EPA nao
promoveu alteracdo de PA, enquanto que o DHA promoveu uma pequena reducao
da PA sistélica a partir da sexta semana até a oitava. Por outro lado, o EPA produziu
pequenos aumentos na FC, ao passo que o DHA, promoveu pequenas reducdes na
FC, mas, em ambos os casos, essas alteracdes foram pontuais, ndo se mantendo
durante todo o periodo de tratamento, mas ja se manifestando com 4 semanas de
tratamento. Além disso, o EPA promoveu aumento da pressao de pulso, o que pode
ser indesejado. Esses efeitos foram acompanhados por uma reducido de
catecolaminas adrenais, mas sem alteracao da noradrenalina no coracao, tanto por
EPA e DHA, além de que o DHA promoveu reducdo do intervalo QT do
eletrocardiograma, semelhante ao que faz um farmaco betabloqueador, indicando
uma acao inibitéria simpatica. Esses dados talvez expliqguem os resultados
conflitantes observados, como discutido acima, afinal, a maioria dos estudos utilizam
uma mistura EPA/DHA em diferentes proporcdes, assim como utilizamos em nosso
estudo, e aparentemente esses acidos graxos podem ter efeitos antagénicos. Talvez
isso explique por que apesar de a FC no SO ser numericamente inferior a do SC,
nao alcancou diferenca estatistica. Por outro lado, nesse mesmo sentido, o SO
apresentou um controle parassimpatico da FC numericamente superior ao do SC,

mas novamente sem significancia, porém, Rousseau-Ralliard et al (2009) propde
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uma acao de atenuacao simpatica pelos émega-3 ao invés de potencializacao
parassimpatica.

De forma interessante, em um estudo em camundongos com 6 semanas de
idade, Kim et al (2015) observaram um aumento da liberacdo de catecolaminas pelo
tratamento com émegas-3, tanto sistemicamente quanto no coracdo, e além disso,
alguns dos efeitos metabdlicos observados nesse trabalho pelo tratamento com os
6mega-3 foram demonstrados estarem relacionados a atividade vagal,
demonstrando que eles podem ter atuacdo em vias parassimpaticas. Esse efeito foi
observado apds o tratamento dos camundongos por 10 semanas, tanto para animais
que foram tratados com EPA quanto para outros que foram tratados com DHA,
independente de terem sido tratados com baixa dose (1,2 % na dieta) ou alta dose
(2.4% na dieta). Nesse estudo foram utilizados para o tratamento éleo de peixe
enriquecido em DHA (DHA 25 %, EPA 8 %) ou dleo de peixe enriquecido em EPA
(EPA 28 %, DHA 12 %).

Interessante notar que em nosso estudo houve uma maior resposta de
estimulacao do coracdao com aumento de FC frente ao NPS, e nesse estudo de Kim
et al (2015) fica demonstrado que os 6mega-3 podem aumentar noradrenalina no
coracao. Ao mesmo tempo, um aumento de liberacao de noradrenalina poderia estar
tamponando a atividade vagal sobre o coracao, e talvez explique por que nao
observamos reducao significativa na FC, apesar de os valores numéricos da FC do
SO serem menores que do SC. De todo modo, os dados de Kim et al (2015) em
camundongos também conflitam com os dados de Rousseau-Ralliard et al (2009)
em SHR, pois ambos utilizaram EPA e DHA de forma isolada, mas acharam
resultado divergente quanto ao aumento de catecolaminas observado por Kim et al
(2015), mas nao por Rousseau-Ralliard et al (2009), além de que o primeiro vincula
seus achados a atividade adrenérgica e com participacdo vagal, e o segundo
encontra resultados cardiovasculares que propde serem relacionados a uma
atenuacao simpatica.

Grande parte dos estudos envolvendo os efeitos cardiovasculares dos 6mega-3
foram realizados em humanos, dessa forma, apesar da disparidade de espécie
frente ao nosso estudo em ratos, € necessario tracar um paralelo de comparacao
respeitando essa disparidade. Nesse sentido, diferente de nossos resultados em
ratos SHR, Minihane et al (2016) num estudo retrospectivo (baseado nos dados do

FINGEN study) analisando humanos hipertensos, que foram tratados com
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suplementacado de 6mega-3 em dose de 0,7-1,8 g/dia durante 8 semanas, observou
uma pequena reducao da PA (~5 mmHg), o que, apesar de discreto, potencialmente
poderia reduzir o risco de doenca cardiovascular. Assim como também Geleijnse et
al (2002), avaliando 90 ensaios clinicos randomizados, encontraram que a ingestao
de Oleo de peixe em doses altas pode ter uma acao de reducdo da PA, em especial
nos idosos e hipertensos (GELEIJNSE et al., 2002). Skulas-Ray et al (2012),
também em humanos, mas normotensos, encontraram reducao da PA pelos dmega-
3, diferente de nossos resultados em ratos SHR.

Nesse estudo de Skulas-Ray et al (2012) foram avaliados 26 individuos
adultos, tratando-se de um estudo clinico randomizado cruzado, duplo-cego, com
controle placebo, onde foram testadas doses de 0,85 e 3,4 g/dia de EPA/DHA
durante 8 semanas de tratamento, utilizando 6 semanas de nao-uso (“washout”)
entre os testes, ja que se tratava de um estudo pareado. Foram observadas reducao
de ~2 mmHg na PA e ~4 bpm na FC, apenas na maior dose, em condicao de
repouso. Posteriormente foram realizados testes de inducdo de estresse psiquico e
fisiolégico, os quais promovem movimento de subida na PA e FC, onde foi
observado que a dose alta reduziu em 2 mmHg a PA durante os testes, com reducao
na FC de ~2 e ~4 bpm, na menor e na maior dose, respectivamente. Além disso,
também foi observado que na alta dose o volume de ejecado e débito cardiaco foram
reduzidos durante esses testes, mas sem reducao na resisténcia periférica total,
como observado por meio de cardiografia de impedancia toracica.

Esses dados de Skulas-Ray et al (2012), para além de uma reducido de PA,
demonstram reducdo de FC e parametros hemodinamicos cardiacos frente a
estresse psiquico e fisiolégico, o que potencialmente poderia refletir uma modulacao
do controle autonémico cardiaco ou uma acao direta na eletrofisiologia cardiaca, de
modo que os autores colocam essas gorduras como uma terapia adjuvante atraente
para individuos com DCV, pois podem facilmente serem incorporadas a esquemas
terapéuticos com multiplas drogas, sem maiores riscos. Esses dados sao de grande
valia na comparacdo com os nossos dados obtidos em ratos SHR, como sera
discutido mais a frente, em especial a FC e o controle autondmico, enquanto que os
achados em relacao a PA sao divergentes.

De forma divergente, anteriormente a esse estudo de Skulas-Ray et al (2012),
Monahan et al (2004) estudaram humanos jovens (18-35 anos), também

normotensos, tratados por 1 més com 10 g dia de 6mega-3 (50 % EPA+DHA) em
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forma de capsulas, e ndo observaram mudancas na PA e na FC de repouso,
semelhante ao observado em nosso estudo. Nesse estudo também foi avaliada a
atividade nervosa simpatica muscular (MSNA) em repouso e apos testes de estresse
fisiolégico, nos mesmo individuos, antes e apés o tratamento. O tratamento nao
alterou a MSNA de repouso, contudo, no teste de estresse, onde houve aumento da
PA, FC e MSNA, foi observada que o tratamento aumentou potencializou o aumento
da MSNA, parecendo favorecer a resposta simpatica ao estresse, o que parece se
contrapor ao observado por Skulas-Ray et al (2012).

Em contrapartida a Monahan et al (2004) que encontrou resposta aumentada
ao estimulo de estresse e Skulas-Ray et al (2012) que encontraram resposta
atenuada frente ao estresse, Clark et al (2016) em um estudo envolvendo 14 jovens
(25 £ 1 anos) e 15 idosos (64 + 2 anos) demonstrou ndo haver alteracao da resposta
fisiolégica cardiaca ao exercicio pelo tratamento com 6mega-3. Esses individuos
eram aparentemente saudaveis e receberam 4g de éleo de peixe por dia durante 12
semanas, sem apresentarem nenhuma alteracao de PA e FC de repouso. Apesar de
nao alterar a resposta de FC ao exercicio, o tratamento atenuou o aumento de PA
induzido pelo exercicio, 0 que parece indicar uma atenuacao da resposta simpatica
vascular frente ao estimulo do exercicio.

Na metanalise desenvolvida por Mozaffarian et al (2005), com enfoque na FC,
avaliando estudos controlados e randomizados em humanos, foi observado um
efeito de reducao da FC pelos 6mega-3, em especial nos estudos com duracido de
12 semanas ou mais, 0 que parece ser devido a sua capacidade cumulativa no
organismo. Além disso, esse efeito foi relacionado como sendo maior nos individuos
que tinham maior FC de repouso, dessa forma, considerando que uma FC
aumentada possa estar relacionada a alteracao na eletrofisiologia cardiaca ou
aumento da atividade simpatica e/ou reducdo da atividade parassimpatica, esse
efeito dos 6mega-3 de reducdo da FC nesses individuos parece indicar sua acao
sobre ao menos um desses parametros.

Talvez, as diferencas nas respostas frente ao estresse observada nesses dois
estudos (MONAHAN et al., 2004; SKULAS-RAY et al., 2012) seja devido a menor
dose usada no estudo de 2012, apesar de ter tratado pelo dobro do tempo, em
relacao ao estudo de 2004, o que indicaria um efeito dose- e/ou tempo-dependente.
De fato, ja no estudo de Skulas-Ray et al (2012), ao testar 2 doses diferentes, foi

possivel observar um efeito dose-dependente. Por outro lado, em nosso estudo a
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resposta barorreflexa a queda de pressao causada pelo NPS parece demonstrar um
aumento da capacidade de resposta simpatica pelo barorreflexo, o que vai de
encontro a esse achado de Monahan et al (2004), sugerindo que os 6mega-3
poderiam promover uma maior capacidade de resposta simpatica sem, entretanto,
promover nenhum aumento na atividade simpatica tdnica, ja que nao houve
aumento de FC basal, mas ao contrario, até mesmo uma reducao no estudo de
Monahan et al (2004), e um valor de FC numericamente menor, mas sem diferenca
estatistica, em nosso estudo, o que sera melhor discutido mais a frente.

Para além dos estudos em ratos e humanos, Billman e Harris (2011) utilizaram
cachorros, machos e fémeas, tratados com éster etilico de EPA/DHA nas doses de
1, 2 e 4 g/dia, durante 3 meses. Esses suplementos foram semelhantes aos
utilizados no robusto estudo GISSI-Prevenzione realizado em humanos (GISSI,
1999). Esses cachorros foram submetidos a infarto do miocardio por oclusao
coronaria durante 20 minutos. Além disso, foram implantados equipamentos capazes
de promover oclusdo coronaria aguda, para utilizacado em testes posteriores. A
primeira avaliacao eletrocardiografica cardiaca foi realizada 3-4 semanas apos a
inducdo do infarto e depois foi iniciado o tratamento, sendo que desde 1 semana
antes do infarto até o fim dos experimentos foi ofertada racao isenta de 6mega-3. O
grupo controle em que foi realizada cirurgia ficticia (grupo SHAM) recebeu a dose de
4g/dia, e o tratamento placebo foi 6leo de milho. Nao foram observadas diferencas
nos dados analisados entre os machos e as fémeas, quanto a FC e a VFC, nem
antes e nem depois do tratamento, dessa forma, as analises de efeito do tratamento
foram feitas utilizando os dados de ambos os sexos, conjuntamente.

Nos animais infartados, foi observado um efeito dose-independente de reducéao
na FC e aumento na VFC e no indice de atividade vagal (calculado a partir da VFC),
em condi¢cdo de repouso, apds o tratamento com dmega-3, mas sem alteracdo no
grupo tratado com placebo (BILLMAN; HARRIS, 2011). Essa reducdo na FC e
aumento na VFC também foi observada nos animais SHAM tratados. Dessa forma,
os dados sobre os efeitos dos dmega-3 nos demais testes foram agrupados entre
nao tratados e tratados (todas as doses no mesmo grupo). Nesses testes, frente a
oclusao cardtida aguda ou a exercicio fisico, ambos promovendo movimento de
elevacdo na FC e reducao no indice vagal (derivado da VFC), o tratamento com n-3
PUFAs ndo alterou a resposta autonébmica em comparacdo com a linha de base

antes dos testes. Contudo, foi observada uma recuperacao da FC mais rapida apds
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0 exercicio aléem de um menor pico de FC durante o exercicio. Ao analisar esses
dados em conjunto, os autores propéem que os efeitos dos omega-3 se dao tanto
por acdo sobre o sistema nervoso autondmico quanto por alteracdo no controle
cardiaco intrinseco. De todo modo, a VFC é um parametro que se relaciona com a
atividade barorreflexa e em nosso estudo foi observado aumento da resposta
barorreflexa frente a queda de pressao por acao do NPS no grupo SO.

A reducdo de FC observada em humanos (MOZAFFARIAN et al., 2005;
SKULAS-RAY et al., 2012) e em cachorros, evidenciam o potencial dos omega-3 em
reduzir a FC em repouso, o que talvez nao tenha alcancado diferenca estatistica em
nosso estudo devido a diferenca entre as espécies, bem como a maior dose e tempo
de tratamento utilizados por Billman e Harris (2011), além de que os caes eram
normotensos e em nosso estudo foram utilizados ratos SHR, hipertensos. Junto a
isso, os dados de Rousseau-Ralliard et al (2009) nao apenas demonstraram efeito
de reducao de FC, mas também de aumento de FC, ao utilizar separadamente EPA
e DHA, demonstrando que na maioria dos estudos, assim como no nosso, a
utilizacdo de uma mistura de EPA/DHA pode gerar achados divergentes pelo fato de
cada um desses acidos graxos terem acdes diferentes e até mesmo antagdnicas.
Ademais, mesmo nos estudos em humanos, ambos normotensos, os resultados
foram diferentes (MONAHAN et al., 2004; SKULAS-RAY et al., 2012), mas claro,
considerando também as diferencas metodoldgicas, como abordado anteriormente.

Dentre o prejuizo autonémico observado na hipertensao arterial, a funcao
barorreflexa, a qual se relaciona ao controle da FC, também é relatada por estar
comprometida na hipertensao arterial tanto em humanos como em modelos animais
como o SHR (THRASHER, 2005), assim como foi observado em nossos resultados.
Nesse contexto, em nosso estudo, os dmega-3 promoveram melhora no reflexo
quando em resposta a acao hipotensora do NPS. Apesar dos 6mega-3 serem muito
citados quanto a um possivel efeito autonémico, embasado principalmente em
estudos que avaliaram a VFC, o efeito especifico sobre o barorreflexo foi pouco
estudado. O estudo de maior relevancia nesse sentido é o de Radaelli et al (2006).
Nesse estudo foram avaliados 25 pacientes (24 homens, 1 mulher) com insuficiéncia
cardiaca sistdlica apos infarto crénico, com fracao de ejecdo menor que 40 %. Esses
pacientes foram tratados durante 4 meses com dmega-3 (= 85 % EPA/DHA) na dose
de 2 g/dia (15 pacientes com dmega-3 e 10 com placebo), sendo observado um

aumento da funcao barorreflexa ao final. De forma similar, Christensen et al (2001)
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também observaram melhora da VFC. Nesse estudo foram avaliados 291 pacientes
encaminhados para angiografia coronaria com suspeita de cardiopatia isquémica.
Esses pacientes preencheram um questionario alimentar para avaliar a ingestao de
peixe e vinho. Assim foi observado que apenas o consumo de 6mega-3, mas nao de
vinho, estava independentemente associado de forma positiva a VFC. Anterior a
esses dois estudos, Weisser et al (1990) avaliaram 10 individuos adultos
normotensos (6 mulheres, 4 homens, entre 21 a 35 anos) tratados com 6 g/dia de
6mega-3 (3,6 g EPA; 2,4 g DHA) durante 6 semanas. Ao final do tratamento ao
avaliar a resposta barorreflexa em resposta a injecdo de noradrenalina, foi
observada uma resposta aumentada em comparacao aos resultados de antes do
tratamento.

Tomados em conjunto, os estudos citados (CHRISTENSEN et al.,, 2001,
RADAELLI et al., 2006; WEISSER et al., 1990), em humanos, fortalecem a hipétese
de uma acao autonémica dos dmega-3, o que parece estar relacionado ao menos
em parte ao barorreflexo, e, apesar da diferenca de espécie, € corroborado por
nossos dados em ratos SHR, com o aumento de resposta barorreflexa ao NPS.
Ademais, Losurdo et al (2015), estudando ratas Wistar de 2 meses de idade, em um
modelo de deprivacdo hormonal por ovariectomia, realizaram o tratamento com
6mega-3 (= 85% EPA/DHA) na dose de 0,8 g/kg/dia durante 2 meses por gavagem.
Nesse estudo, a ovariectomia promoveu reducdo da resposta barorreflexa e o
tratamento foi capaz de promover uma melhora parcial dessa resposta. Por outro
lado, Geelen et al (2003) avaliaram 84 individuos aparentemente saudaveis que
receberam capsulas de 6leo de peixe numa dose de 3,5 g/dia durante 12 semanas,
realizando eletrocardiogramas e registro de PA, antes e apos a intervencao,
avaliando o barorreflexo por analise espectral. Nesse estudo ndo foi observada
mudanca na VFC nem na resposta barorreflexa.

A grande relevancia dessa acdo de melhora autonémica produzida pelos
6mega-3, que em nosso estudo foi significativamente evidenciada no aumento da
resposta barorreflexa ao NPS, se da pelo fato de a reducao do barorreflexo e da
VFC serem associados a risco cardiovascular (CV) aumentado (HEAD, 1995; TSUJI
et al.,, 1996), de modo que a funcao autondémica se relaciona com o risco CV na
hipertensao arterial (LANTELME et al., 2002).
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5.3 EFEITO DA METFORMINA SOBRE PARAMETROS VASCULARES

Em nosso estudo, observamos que a metformina reduziu a disfuncao vascular
relacionada a prostanoides vasoconstrictores em ratos SHR. Semelhante a nossos
resultados, mas em um modelo experimental diferente, Verma et al (1996) utilizou
ratos Sprague-Dawley, parte deles recebendo dieta com 66 % de frutose e a outra
parte dieta padrao. Desses animais, parte era tratada com metformina 500 mg/kg/dia
por 10 semanas, iniciando o tratamento com 6 semanas de idade (grupos: controle;
controle + metformina; frutose; frutose + metformina). Ao final, foi avaliada a
reatividade a noradrenalina em anéis da artéria mesentérica superior, e tanto nos
ratos com dieta de frutose quanto nos ratos com dieta controle, que receberam
metformina, a resposta foi reduzida, o que se repetiu mesmo com a retirada do
endotélio. Apesar da maior dose e tempo de tratamento, esses resultados se
assemelhando ao que observamos em ratos SHR.

Puyo et al (2012) realizaram um estudo em ratos Sprague—Dawley com 6
semanas de idade, recebendo frutose 10 % na agua de beber durante 9 semanas. O
tratamento com metformina 50 mg/kg/dia na agua de beber foi realizado durante
essas 9 semanas (grupos: controle; controle + metformina; frutose; frutose +
metformina). A metformina promoveu reducao na PA (~8 mmHg) e glicemia, que
estavam elevados pela frutose, mas ndo conseguiu reduzir a insulinemia. Além
disso, a metformina promoveu reducdo de PGF2a e TXA2, melhorando a relagao
PGI2/TXA2, tanto na aorta quanto na mesentérica dos ratos tratados com frutose.
Apesar de se tratar de um modelo experimental diferente, essa melhora no balanco
de prostanoides observada por Puyo et al (2012) parece representar um mecanismo
comum da metformina, pelo qual observamos a melhora da disfungao vascular nos
SHR, mesmo nossos animais sendo normoglicémicos. Contudo, ndo observamos
reducdo na PA, talvez por termos utilizado um menor tempo de tratamento, entre
outros fatores. Ademais, no estudo de Puyéd et al (2012) ndo houve reducdo da
glicemia, que estava elevada, demonstrando que esses efeitos da metformina
parecem nao depender de alteragdes na insulinemia.

Lobato et al (2012) realizaram um estudo com ratos Wistar, em que parte deles
receberam injecdo subcutdnea de glutamato monossédico (MSG) no periodo
neonatal, para o desenvolvimento de obesidade. Com 16 semanas de idade, parte

dos ratos foi tratada com metformina 300 mg/kg/dia durante 15 dias, por gavagem



(grupos: controle; MSG; MSG + metformina). Os ratos obesos nao apresentaram
alteracao de PA e glicemia, e a metformina também n&o promoveu alteracdo nesses
parametros. Contudo a insulina e o indice HOMA estavam aumentados nos ratos
obesos e isso foi revertido pela metformina. Em relacdo a reatividade no leito
vascular mesentérico, o tratamento restaurou o relaxamento a acetilcolina que
estava reduzido nos ratos obesos, e aumentou a resposta ao NPS para acima dos
valores do grupo controle. A resposta a NOR estava aumentada nos ratos obesos, o
que mostrou envolver prostanoides vasoconstritores, e a metformina corrigiu essas
alteracoes. Aléem disso, o tratamento reduziu o estresse oxidativo vascular e
melhorou a relagao PGI/TXA2 que estava aumentada.

No supracitado estudo de Lobato et al (2012) o tratamento promoveu melhora
tanto na resposta de constricdo quanto na de relaxamento no LVM. Relacionando
ISsO aos nossos resultados, devemos considerar que, em ultima instancia, a melhora
no relaxamento também se reflete sobre a resposta de vasoconstriccao, logo, podem
ser tomados em conjunto como mecanismo pelo qual a metformina possivelmente
promoveu a melhora que observamos no SHR, novamente sendo demonstrado o
envolvimento da via dos prostanoides nesses efeitos. A reducdao de estresse
oxidativo também parecem participar dos efeitos da metformina nesse estudo de
Lobato et al (2012), talvez sendo algo consequente a via dos prostanoides, uma vez
que tanto nos resultados do artigo supracitado quanto em nosso estudo, bastou a
inibicdo da COX pela indometacina para corrigir a disfuncdo vascular. Ademais,
nesse estudo a insulinemia estava alterada e a metformina normalizou esse
parametro, mas como visto no estudo de Puyo et al (2012), a acao vascular da
metformina parece nao depender de acido sobre a insulinemia.

Alguns estudos em ratos demonstraram que a metformina tem efeito agudo de
promocao de relaxamento vascular, como o de Peuler et al (1999), utilizando anéis
de artéria caudal de ratas Sprague—Dawley adultas, onde ndo apenas demonstrou a
capacidade de relaxamento pela exposicao aguda a metformina (0,24 a 22 mM),
mas que esse efeito permanece mesmo apoés a retirada do endotélio e envolve
canais de potassio voltagem-dependentes (KV). Posteriormente, num experimente
na artéria iliaca de porcos, foi demonstrado que a exposicao do vaso a metformina
(1 pg/mL) causou dilatacdo e que esse efeito foi abolido pelo uso de L-NAME,
evidenciando que a vasodilatacao relacionada a metformina pode também envolver

a via do oxido nitrico (O'HORA et al., 2012). Além disso, em um estudo em anéis de
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aorta, de ratos Sprague—Dawley de 8 semanas, foi demonstrado que a incubacao
com metformina (2 mM), por 30 minutos, reduziu a vasoconstriccdo evocada pela
fenilefrina atuando via proteina quinase ativada por AMP (AMPK) (SUNG; CHOI.,
2012), proteina essa que € o principal alvo de acao conhecido da metformina
(VIOLLET et al., 2012).

Ford et al (2012) realizaram um estudo utilizando ratos SHR e normotensos
WKY com 20-24 semanas de idade. Foram avaliados os efeitos vasculares
promovidos por um ativador da AMPK, o AICAR em vasos isolados. Foi observado
que esse ativador promoveu relaxamento tanto nos vasos dos SHR quanto dos
normotensos. Na aorta esse relaxamento foi maior no SHR que no normotenso, e
em segmentos de mesentérica a resposta maxima foi semelhante, mas apenas no
SHR o L-NAME inibiu parcialmente o relaxamento. Num segundo protocolo
experimental, utilizando os animais anestesiados, foi realizada a insercdo de cateter
na artéria carotida para medida hemodinamica, e o AICAR, foi aplicado agudamente
via intraperitoneal, em auséncia e em presenca de L-NAME. Nos SHR, a aplicacao
aguda do ativador da AMPK promoveu reducao na FC, e o L-NAME n&o interferiu
nisso. A ativacao da AMPK nao interferiu na FC dos normotensos. PA foi reduzida
nos SHR pela ativacao da AMPK, e esse efeito foi parcialmente inibido em presenca
de L-NAME. Além disso, foi demonstrado que nos animais SHR a AMPK estava
menos fosforilada. A fosforilacao € necessaria para ativagcao da AMPK.

Os achados (FORD et al., 2012; O'HORA et al., 2012; PEULER et al., 1999;
SUNG; CHOI., 2012) sao interessantes quanto a acao aguda da metformina e o
envolvimento de seu principal alvo direto de acdo, a proteina AMPK. E provavel, que
os efeitos que observamos em nosso estudo, assim como os demais estudos aqui
discutidos tenham sido mediados pela ativacdo da AMPK, até porque, como
apresentado acima, os efeitos agudos da metformina se assemelham muito aos
efeitos agudos da ativacdo da AMPK por outras substancias. Contudo, os efeitos do
tratamento crénico talvez nao sejam os mesmos observados pelo uso agudo, até
porque os efeitos agudos sao observados mediante concentragcées muito elevadas,
0,24 a 22 mM (PEULER et al.,, 1999), mas também nao é possivel descartar que
participem dos efeitos crénicos. Ademais, € interessante notar que um outro estudo
evidenciou inclusive a possibilidade de a prépria metformina ao ser metabolizada
liberar como produto o oxido nitrico (SEREZHENKOV et al., 2011).
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Bhalla et al (1996) utilizando cultura de células de MLV de aorta de SHR
incubadas 24 h com metformina observou um efeito de atenuacdo do aumento de
calcio Intracelular em resposta a agonistas vasoconstrictores (trombina e
vasopressina). Além disso, ao serem expostas a concentracdes crescentes de L-
arginina houve aumento progressivo da producado de NO nas células de MLV, tanto
nas tratadas quanto nas nao tratadas com metformina, o que o autor apresenta
como sendo possivelmente por acao da citocromo P-450, uma vez que o endotélio,
principal local de expressao da eNOS, ndo estava presente. Contudo, nas células
tratadas com metformina a producdo de NO foi maior em relacdo as nao tratadas,
em algumas das concentragdes de L-arginina que foram testadas. Em nosso estudo,
0 uso da indometacina foi capaz de explicar a maior parte do efeito de melhora
promovido pela metformina, envolvendo prostanoides. Contudo, apesar dos
resultados de Bhalla et al (1996) serem relativos a efeito agudo e obtidos em células
de aorta, ndo podemos descartar a possibilidade de que esse seja um mecanismo
adicional da metformina e que poca ter participado dos efeitos que observamos em
SHR, para além da acao sobre os prostanoides.

No estudo de Sena et al (2011) foi avaliado o efeito da metformina em ratos
Goto-Kakizaki, modelo animal de diabetes mellitus tipo 2. Esses ratos foram tratados
com dieta normal ou rica em gordura durante 4 meses, até completarem 6 meses de
idade. O tratamento com metformina foi realizado durante a ultimas 4 semanas na
dose de 60 mg/kg/dia na agua de beber. A metformina nao alterou a glicemia nos
Wistar controle, mas reduziu nos ratos diabéticos. O tratamento restaurou o
relaxamento a acetilcolina nos anéis de aorta dos ratos diabéticos com melhora da
biodisponibilidade de 6xido nitrico, reduzindo o estresse oxidativo e a citocina pro-
inflamatéria CCL2 na aorta, sem promover nenhum desses efeitos nos Wistar
controle. Esse estudo traz uma importante demonstracdo que em ratos
normoglicémicos a metformina ndo promoveu alteracdo na glicemia, mas apenas
nos ratos diabéticos, apesar de a dose ter sido inferior a que utilizamos em nosso
estudo. Novamente é demonstrada a capacidade da metformina melhorar a fungcao
vascular, nesse caso, reduzindo estresse oxidativo e melhorando biodisponibilidade
de NO. Contudo, a presenca de diabetes € um quadro especifico onde esses efeitos
podem ter sido relacionados diretamente a corre¢cdo da glicemia. Contudo, a reducao
de uma citocina inflamatoria talvez seja um mecanismo inerente a metformina,

independente da diabetes, uma vez que encontramos reducdo de TNFa nos SHR.
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Em um estudo anterior realizado por nosso grupo, utilizamos ratas Wistar
normotensas, com 8 semanas de idade. Como modelo de deficiéncia de hormoénios
sexuais, foi realizada ovariectomia nesses animais, e trés semanas apoés iniciamos o
tratamento com metformina 300 mg/kg/dia durante 2 semanas. O tratamento foi
capaz de reverter o prejuizo no relaxamento do leito vascular mesentérico a ACH,
reduzindo estresse oxidativo vascular e melhorando a biodisponibilidade de NO,
associados a reducao da superexpressao de NOX2, além de restaurar a expressao
da NOS endotelial (eNOS) que estava reduzida (OLIVEIRA et al.,, 2014). Em
conjunto com os resultados do presente estudo, isso amplia a compreensao dos
multiplos efeitos vasculares da metformina. Além disso, € interessante notar que o
mesmo efeito de reducdo da NOX2 que observamos nos vasos dessas ratas
também encontramos nos ratos SHR, nos coracdes. Esse parece ser um mecanismo
comum da metformina, que talvez independa do modelo experimental e do tecido
estudado.

Mais recentemente, no estudo de Hamidi Shishavan et al (2017), utilizando
ratos SHR diabéticos e nao-diabéticos, além da observacao de reducao de PA pela
metformina (300 mg/kg/dia, 12 semanas), discutido anteriormente, também foi
observara melhora do relaxamento de anéis de aorta a ACH, envolvendo aumento
de EDHF nos diabéticos e aumento de NO e EDHF nos nao diabéticos. Ademais,
esses efeitos ocorreram mesmo sem o tratamento promover nenhuma alteracao na
hemoglobina glicada e glicemia de jejum, em nenhum dos grupos. Esses dados sao
interessantes, pois sao os mais proximos do que realizamos, por serem em SHR e
com a mesma dose. Contudo, o tempo de tratamento muito maior e o vaso estudado
foi a aorta. De todo modo, a melhora do relaxamento vascular com aumento de NO e
EDHF observados nesse estudo fortalecem a ideia que a agao da metformina sobre
esses fatores tenha tipo participacdo na reducdo de resposta a NOR que
encontramos em nosso estudo. Além disso, também nao foi observada alteracao de
glicemia, assim como em nosso estudo, contudo houve reducdo da PA, o que nés
nao encontramos, talvez pelo maior tempo de tratamento ou mesmo por terem
comecado o tratamento mais precocemente.

Dentre os estudos discutidos, pouco foi esclarecido quanto aos mecanismos
pelos quais a metformina melhora a funcao vascular. De modo geral, foi observado a
melhora do relaxamento vascular prejudicado e/ou a atenuacdo da resposta

vasoconstrictora aumentada. Alguns dos mecanismos, dependendo do modelo
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experimental, envolveram melhora da via do NO e reducao de estresse oxidativo,
mas na maioria dos estudos foi demonstrada a acao da metformina sobre os
prostanoides, assim como observado em nosso trabalho. Nesse sentido, Kim e Choi
(2012), estudando células de MLV, observaram que a metformina, por meio da
ativacdo da AMPK, reduz a ativacdo do NFkB, e assim reduz a expressao de COX2.
Essa descoberta parece apontar o provavel mecanismo pelo qual a metformina
interferiu na via dos prostanoides e atenuou a disfuncdo vascular nos SHR, inclusive
porque foi demonstrado que a AMPK se encontra menos ativada nesses animais
(FORD et al., 2012). De todo modo, nés investigamos a resposta vascular a NOR,
restando outros moduladores do tonus vascular responsaveis pela hipertensao no
SHR, o que talvez explique porque ndao encontramos reducao na PA mesmo com os

resultados positivos que encontramos.

5.4 EFEITO DOS OMEGAS-3 SOBRE PARAMETROS VASCULARES

Em nosso estudo, observamos que o tratamento com VLC-PUFA 6mega-3
reduziu a disfuncdo vascular relacionada a prostanoides vasoconstrictores em ratos
SHR. Em relacdo a estudos em humanos, Chin et al (1993) demonstraram que as
respostas vasoconstritoras, do antebraco de individuos saudaveis, as infusées locais
de ANGII e noradrenalina foram suprimidas apos o tratamento prévio com os dmega-
3. Em outro estudo, em vasos sanguineos obtidos de pacientes submetidos a
operacao de revascularizagdo coronaria, o pré-tratamento do vaso com EPA e DHA
diminuiu a resposta contratii a noradrenalina, tanto em condicdes normais e
inflamatérias (DACI et al., 2017). Tagawa et al (1999) observaram aumento na
resposta de relaxamento vascular a ACH, com aumento da via do NO, em pacientes
com doenca coronaria tratados com EPA (1,8 g/dia) por 6 semanas. Esses dados
sao interessantes, tanto porque demonstraram resultados semelhantes ao nosso,
respeitando a diferenca de espécie e outras questées metodologicas, contudo,
também apontam para um dos principais efeitos atribuidos aos édmega-3, que sao
seus efeitos protetivos em paciente com doenca coronariana (BACK, 2017).

Van Den Elsen et al (2014) realizaram um estudo utilizando ratos SHR de 12
semanas de idade, ofertando uma dieta contendo 4 % de éleo de atum (27,8 %
DHA; 7% EPA) durante 12 semanas. Ao final, a PA foi reduzida e o relaxamento de

anéis de carétida em resposta a metacolina foi aumentado, além de reduzir o nivel
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plasmatico de TXA2. Como discutido anteriormente, em ultima instancia, a melhora
no relaxamento também se reflete sobre a resposta de vasoconstriccdo, logo, podem
ser tomados em conjunto como mecanismo pelo qual os VLC-PUFA 6émega-3
possivelmente promoveram a melhora que observamos nos SHR, envolvendo
reducao de prostanoides vasoconstrictores e melhora na capacidade de relaxamento
vascular.

Em outro estudo, Villalpando et al (2015, 2017) utilizou ratos Sprague-Dawley
normotensos com 4 meses de idade suplementados com Marinol 4.5 % na dieta (2
% EPA/DHA), durante 8 semanas. Esses animais foram orquiectomizados 2
semanas apos comecar a dieta. A orquiectomia nao modificou a PA dos animais € o
tratamento com 6mega-3 também nao modificou a PA em nenhum dos tratados.
Contudo, mesmo sem promover modificacdo da PA o tratamento foi capaz de
melhorar a funcdo vascular nos animais orquiectomizados tanto na aorta
(VILLALPANDO et al., 2015) quanto nos vasos mesentéricos (VILLALPANDO et al.,
2017), de modo que foi capaz de inibir o aumento de prostanoides na aorta (TXAZ2,
PGE2, PGF2, PGI2) e na mesentérica (TXa2, PGE2, PGI2), além de restaurar a
producao de NO que estava reduzida e inibir o estresse oxidativo com aumentando
da capacidade antioxidante na aorta e no soro sanguineo, € mudando o balanco de
prostanoides na mesentérica para um perfil pro-vasodilatacdo. Adicionalmente nao
houve alteracido da glicemia basal nos animais.

Em outro estudo, Nyby et al (2005) utilizou ratos CD:IGS, normotensos,
alimentados com dieta 60 % frutose e para parte deles 4,4 % de dleo de peixe junto
a frutose, durante 8 semanas. Nesses animais a frutose elevou a PA, a insulinemia e
a presenca de peroxido de hidrogénio plasmatico. O éleo de peixe preveniu o
aumento da PA e do peroxido, mas sem efeito sobre a insulinemia. Estudando a
funcdo vascular em segmentos de mesentérica, foi observado uma reducido da
sensibilidade a ACh, o que foi revertido pelo tratamento. Além disso, a eNOS estava
reduzida no coracdo e na aorta, o que foi revertido pelo tratamento. Em outro
estudo, Hui et al (1989) avaliaram ratos Sprague-Dawley de 160-180g em um
modelo de hipertensao arterial por infusdo de ANGII. Os ratos eram tratados com
injecdes subcutaneas de 6mega-6 (LA puro 100 mg/kg/dia) ou éster etilico de
6mega-3 (32 % EPA; 27 % DHA; 300 mg/kg/dia) durante 3 semanas, e além disso,
parte desses animais também recebeu indometacina intraperitoneal na dose de 3,5

mg/kg/dia. Apés a primeira semana foi implantada a bomba de infusdao de ANGII.
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Ambos os 6megas atenuaram o aumento na PA pela ANGIl, e o uso de
indometacina foi capaz de anular parcialmente esse efeito, reduzindo os niveis de
prostanoides vasodilatadores.

De modo geral, como observado em nossos dados e nos outros estudos (VAN
DEN ELSEN et al., 2014; VILLALPANDO et al., 2015, 2017), a melhora da disfuncao
vascular vinculada a acao sobre a via dos prostanoides parece ser um mecanismo
comum dos VLC-PUFA 6mega-3, que talvez independa do modelo experimental e
do tecido estudado, pois foi semelhante ao observado em nosso estudo e no de Van
Den Elsen et al (2014), em SHR, e mesmo num modelo experimental diferente,
como esse de Villalpando et al (2015, 2017), onde, em dois tipos de vaso, o
resultado foi semelhante ao visto nos SHR, mesmo com a grande diferenca nos
tempos de tratamento (4, 12 e 8 semanas, respectivamente). Além disso, Hui et al
(1989) demonstraram in vivo essa acdo mediada por prostanoides, apesar de
surpreendentemente também terem observado efeito semelhante pelo tratamento
com 6mega-6. Por outro lado, a via dos prostanoides nao foi investigada no estudo
de Nyby et al (2005), restando uma lacuna nessa compreensido, apesar de,
novamente, ter sido demonstrado a melhora da disfun¢ao vascular pelos émega-3, o
que nesse caso ainda parece ter envolvido melhora na via do NO, e, de forma
interessante, esses efeitos se manifestaram mesmo com o tratamento nao tendo
corrigindo a insulinemia aumentada desses animais.

De forma interessante, os omega-3 também apresentam potencial de
relaxamento vascular agudo. Engler et al (1994), estudando anéis de aorta de ratos
SHR e normotensos WKY, com 16-17 semanas de idade, observou que a exposi¢cao
aguda desses segmentos de vasos tanto ao EPA quanto ao DHA promoveu
relaxamento vascular, mesmo em auséncia de endotélio. Limbu et al (2018),
estudando os efeitos de vasodilatacao do EPA e DHA em aorta e mesentérica de
ratos normotensos, com 8-12 semanas de idade, verificou que esse efeito se da sem
envolvimento da NOS e da COX, de forma quase totalmente independente do
endotélio, sendo mediado principalmente por acao direta dos 6mega-3 em canais
BKCa no MLV. Esses mecanismos sao interessantes na compreensao da acao
vascular dos VLC-PUFA 6mega-3, contudo, talvez ndo sejam os mesmos pelo qual
observamos os efeitos crénicos, até porque estes parecem envolver a via da COX.

Um outro estudo avaliou o efeito de um tratamento complexo, o qual envolvia

os 6mega-3. Nowacki et al (2017) alimentaram galinhas com uma dieta rica em
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PUFA (3% de dleo de peixe, 3 % de déleo de linhaca) com alto teor de d&mega-3. Da
gema dos ovos dessas galinhas foi extraida a lecitina (10,8 % dmega-3, dos quais,
7,1 % DHA), a qual foi utilizada para tratar ratos SHR de 7 semanas de idade,
durante 12 semanas, sendo misturada na racao (média diaria de consumo de 1,5 g
de lecitina por rato, o que corresponde a ~162 mg de émega-3). Esse tratamento
promoveu reducao da resposta vasoconstrictora a noradrenalina no leito vascular
mesentérico, o que foi estatisticamente correlacionado com reducdo dos niveis
plasmaticos de TNFa. Além disso, o tratamento promoveu reducao de um marcador
de estresse oxidativo (nitrotirosina) no soro sanguineo, tanto nos SHR quanto nos
controle normotensos WKY, apesar de que esse parametro ndo estava aumentado
nos SHR.

Apesar de nesse estudo de Nowacki et al (2017) os efeitos observados terem
sido imputados aos dmega-3, como os proprios autores discutem, a lecitina por si s6
tem efeitos proprios e também havia presenca de PUFA dmega-6, além de que foi
utilizada uma racdo pobre em PUFA, o que pode ter alterado os animais nao
tratados, restando incerteza se esses efeitos foram mediados pelos 6mega-3.
Contudo, de forma surpreendente, os resultados da reatividade vascular nesses
animais sao muito semelhantes ao que encontramos em nosso estudo, assim como
também a reducio nos niveis de TNFa. Talvez nossos resultados ajudem a reforcar
a hipétese de que esses achados de Nowacki et al (2017) sdo realmente
relacionados aos dmega-3 presentes nessa lecitina. Por outro lado, nesse estudo o
tratamento promoveu reducdo de FC tanto nos SHR quanto nos controles
normotensos WKY, e nos SHR também promoveu reducdo na PA, diferente de
nossos resultados. Isso talvez evidencie que, para os efeitos vasculares e de
reducdo de TNFa, a idade de inicio de tratamento (7 semanas vs 12 semanas) e 0
tempo de tratamento (12 semanas vs 4 semanas) talvez ndo tenham tanta
importancia quanto para os efeitos sobre a FC e PA. De todo modo, Nowacki et al
(2017) também encontraram uma correlacao entre os niveis de TNFa e os valores
de FC, nesses animais.

Fazendo um paralelo com os VLC-PUFA dmega-3 (EPA/DHA), Abeywardena e
Head (2001) utilizando uma dieta com 5% de dmega-3 ALA (fonte vegetal) durante
12 semanas em ratos SHR de 16 semanas de idade, ndo observaram melhora no
relaxamento em segmentos de aorta. Além disso, Nunes et al (2014) observaram

que o tratamento com éleo de linhaca, rico em 6mega-3 ALA, durante 2 semanas,
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em ratos normotensos (Wistar), aumentou a resposta de contracao a fenilefrina em
segmentos de aorta, por amplificacédo da via COX, com aumento de prostanoides
vasoconstrictores e da expressao de COX2, e geracdo de estresse oxidativo
(NUNES et al., 2014). Por outro lado, no estudo de Al-Bishri (2013), em ratos Wistar
de 8 semanas de idade tornados hipertensos por injecdes de ciclosporina, o
tratamento com dieta contendo 10 % de semente de linhaca (assada e amassada),
fonte de ALA, atenuou o aumento na PA desde a quarta semana de tratamento até a
medida ao final das 8 semanas. Dessa forma, enquanto os resultados de melhora da
funcao vascular se mostram consistentes mediante os estudos com VLC-PUFA
6mega-3, os resultados para o 6mega-3 ALA, de origem vegetal, nao se mostram da
mesma forma.

Apesar de terem sido evidenciados efeitos dos émega-3 sobre canais de
potassio (LIMBU et al., 2018), pela exposi¢ao vascular aguda, € mesmo melhora na
via do NO pelo tratamento cronico (NYBY et al.,, 2005, TAGAWA et al.,, 1999;
VILLALPANDO et al., 2015, 2017), em nosso estudo, assim como o observado por
Van Den Elsen et al (2014) e Villalpando et al (2015, 2017), e também por Hui et al
(1989) em estudo in vivo, a via dos prostanoides parece ser a principal envolvida nos
efeitos vasculares dos VLC-PUFA 6mega-3 no tratamento crénico. De fato, esses
acidos graxos, pelas suas vias de metabolizacdo bem conhecidas, t€m a capacidade
de modular favoravelmente o perfil dos prostanoides produzidos, como revisado por
Patterson et al (2012) e Back (2017), podendo serem metabolizados tanto pela
COX1 quanto pela COX2, competindo com o ARA, o que poderia explicar os
resultados que encontramos.

De forma complementar ao mecanismo discutido acima, Matsumoto et al
(2009) também demonstrara que um tratamento com EPA (300 mg/kg/dia, 4
semanas), em ratos diabéticos, ndo apenas restaurou as vias de relaxamento (NO e
EDHF), mas reduziu os prostanoides vasoconstrictores e também o potencial
vasoconstrictor do ARA, o que foi relacionado a um efeito de inibicdo da quinase
regulada por sinal extracelular (ERK), o que levou a reducao da ativacao de NFkB, e
consequentemente, reducdo da expressdo de COX2. Nesse ponto, os émega-3
parecem melhorar a via dos prostanoides ndo apenas ao servir de substrato para
COX, mas também por interferéncia na via inflamatéria mediada pelo NFkB. Esta
ultima via também proposta como o mecanismo de agao da metformina, talvez por

isso a semelhanca dos resultados que observamos por ambos os tratamentos na
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reatividade vascular. De todo modo, nos investigamos a resposta vascular a NOR,
restando outros moduladores do tonus vascular responsaveis pela hipertensado no
SHR, o que talvez explique porque nao encontramos reducao na PA mesmo com os

resultados positivos que encontramos.

5.5 EFEITOS DOS TRATAMENTOS SOBRE OS NiVEIS PLASMATICOS DE TNFa
E A EXPRESSAO PROTEICA DE NOX2 E SOD1 NO CORACAO

No contexto de envolvimento de processo inflamatério e estresse oxidativo no
desenvolvimento da HAS (SOLAK et al., 2016), avaliamos a citocina TNFa como
mediador inflamatorio sistémico, por dosagem plasmatica, e a expressao proteica de
proteinas pro- e antioxidante, NOX2 e SOD1, respectivamente, no tecido cardiaco.

O TNFa é uma citocina altamente inflamatéria que tem importante contribuicdo
no prejuizo do sistema CV observado na HAS (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2008).
Em nosso estudo, o grupo tratado com metformina teve uma reducao dos niveis
dessa citocina, indicando uma acao anti-inflamatéria, o que pode estar relacionado
aos efeitos cardiovasculares que encontramos. Como discutido anteriormente, Kim e
Choi (2012) demonstraram que a metformina tem a capacidade de por meio da
ativacdo da AMPK, reduzir a ativacdo do NFkB, o qual é fator de transcricao para o
TNFa. No estudo de Ashabi et al (2015) em ratos com isquemia cerebral o pré-
tratamento com metformina reduziu a expressdo de TNFa e COX2. No mesmo
sentido, Zhu et al (2015) encontraram reducao nos niveis de TNFa e outras citocinas
inflamatérias pelo tratamento com metformina em ratos machos Sprague-Dawley
sob isquemia cerebral.

No que diz respeito ao estresse oxidativo, a enzima NOX é uma das maiores
fontes organicas de ROS e contribui no desenvolvimento da HAS, destacadamente a
NOX2 (DATLA, GRIENDLING, 2010). No presente trabalho, a metformina foi capaz
de reduzir a expressdao de NOX2 para valores semelhantes aos dos controles
normotensos. Em um estudo anterior de nosso grupo, também encontramos este
efeito em vasos mesentéricos de ratas normotensas ovariectomizadas (OLIVEIRA et
al., 2014). Além disso, também foi demonstrado que a incubagdo com metformina foi
capaz de inibir a atividade da NOX em podécitos (PIWKOWSKA et al., 2010). Esses

resultados vao em direcao a reducao de ROS observada nos estudos de Lobato et
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al (2012) e Sena et al (2011). De fato, como revisado por Song e Zou (2012), a
AMPK parece exercer efeito regulatério sobre a NOX no sistema CV.

Dentre as defesas antioxidantes, a primeira linha € baseada nas enzimas SOD
(SOD1: citoplasmatica; SOD2: mitocondrial; SOD3 extracelular), CAT e GPX, sendo
a SOD1 a distribuida de forma mais abrangente (IGHODAROAB; AKINLOYEB,
2017). Em nosso estudo a expressao da SOD1 nao foi modificada pela metformina.
Prasad et al (2017), num estudo em camundongos de 8-10 semanas de idade,
demostraram que a metformina, em duas doses diferentes (100 e 200 mg/kg/dia,
intraperitoneal, por 4 semanas), igualmente reduziu a toxicidade cerebrovascular
induzida pela fumaca de cigarro, por meio de mecanismos antioxidantes,
restaurando a expressao de NRF2 (fator de transcricao da maquinaria antioxidante)
e a ativacdo da AMPK, que estavam reduzidos, mas sem dependéncia entre esses
fatores. Ashabi et al (2015) demostraram que o pré-tratamento com metformina (200
mg/kg/dia, gavagem, por 2 semanas a até 24 hs antes da isquemia) em ratos Wistar
adultos em que foi induzida isquemia cerebral, aumentou o nivel de NRF2 e
restaurou os niveis de CAT e glutationa reduzida (GSH), além de impedir o aumento
de NFkB, TNFa e COX2. Por outro lado, Allard et al (2016) demostraram que o
tratamento prolongado com metformina (1% na racao) por 6 meses reduziu os niveis
de NRF2 em camundongos de idade avancada. Observando esses estudos, talvez a
diferenca em relacao a nossos resultados se deva ao modelo animal utilizado. Por
outro lado, Alvarez et al (2008) demostraram que a atividade da SOD nos coracdes
de ratos SHR nao é diferente de ratos normotensos nessa faixa etaria de nossos
ratos, e Mihailovic-Stanojevic et al (2016) também n&o encontraram diferencas na
atividade da SOD nos rins e figado de SHR, talvez por isso o tratamento nao tenha
tido efeito sobre isso, uma vez que os estudo anteriores demonstraram efeito sob
condicoes de alteracao.

Quanto aos VLC-PUFA émega-3, nossos dados mostraram que o tratamento
promoveu reducao dos niveis de TNFa, indicando uma acao anti-inflamatoria, o que
pode ajudar a explicar os resultados CV encontrados. Como discutido anteriormente,
Matsumoto et al (2009) demonstrara que o EPA tem a capacidade de por meio da
inibicao da ERK, reduzir a ativacdo do NFkB, o qual é fator de transcricdo para o
TNFa. Esse mesmo efeito do EPA também foi observado em condicao de inducao
de inflamacao por lipopolissacarideos (LPS) em mondcitos humanos, sendo
observada inibicao do NFkB e consequentemente do TNFa (ZHAO et al., 2004). Do
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mesmo modo, o DHA isoladamente também foi capaz de inibir a ativacdo do NFkB e
a expressao génica do TNFa e COX2 induzidos por LPS em cultura celular (WONG
et al., 2009).

Em nosso estudo, os 6mega-3 nao foram capazes de interferir na expressao de
NOX2 e SOD1. Yuan et al (1998) realizaram um estudo em ratos SHR e
normotensos WKY com 5 semanas de idade, tratados durante 9 semanas com uma
dieta contendo 5 % de dleo de peixe menhaden (rico em EPA/DHA) e,
surpreendentemente, o tratamento reduziu a atividade da SOD e GPX nos coracdes
dos SHR. Por outro lado, Lucena et al (2015) trataram ratos Wistar com 6leo de
peixe (1 g/kg/dia, por 60 dias, desde 21 dias de idade) e observaram em amostras
de pancreas reducao de ROS e da NOX, aumento de SOD1 e SOD2, sem alteracao
de GPX e CAT, sem promover alteracao na glicemia e insulinemia. No estudo de
Garrel et al (2012) o tratamento com EPA/DHA (0,5 % na dieta) foi realizado durante
5 semanas em filhotes de 3 semanas de idade nascidas de ratas que tiveram dieta
pobre em émega-3, onde foi observado aumento da SOD2, mas nao da SOD1 e
nem de outras enzimas antioxidantes, além de que a peroxidacao lipidica foi
aumentada em tecidos periféricos. Shen et al (2018) em um estudo utilizando ratos
sprague-Dawley (12 semanas de idade), implementaram um modelo de
aterosclerose por dieta de alto teor de colesterol (1 % da dieta) durante 6 semanas
com adicdo de L-NAME (3 mg/mL) na agua de beber nas duas ultimas semanas. O
grupo tratado recebeu 6mega-3 (5 mg/kg/dia) durante as 6 semanas. Ao final a
geracao de ROS e a atividade e expressao proteica da NOX foram reduzidos no
cérebro. Contudo, Yang et al (2007) realizaram um estudo em que o DHA
administrado posteriormente a uma isquemia (60 minutos apos, aplicacao de 250-
500 nmols de DHA, intraperitoneal) num modelo de isquemia/reperfusdo cerebral,
promoveu aumento da expressdo de COX2 e da geracdo de produtos de
peroxidacao lipidica, com reducdo da GSH, sem promover nenhum efeito nos
animais SHAM (YANG et al., 2007).

Dos estudos supracitados, apenas um é possivel fazer comparacao direta ao
nosso, pelo fato de ter utilizado ratos SHR e a dosagem também ter sido feita no
coracado. Nesse sentido, uma importante diferenca que separa nossos resultados se
relaciona a idade precoce de inicio do tratamento no estudo de Yuan et al (1998),
aléem de um tempo maior de tratamento, o que parece ter gerado efeito negativo

sobre a SOD e a GPX. Em nosso estudo, contudo, nao encontramos alteracao na
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SOD1. Por outro lado, os outros estudos demonstram uma consistente melhora
sobre proteinas antioxidantes. De fato, em outro estudo, Lucena et al (2015)
encontraram aumento na SOD1 e SOD2, mas no pancreas, em ratos nhormotensos,
tratados com uma dose muito maior (1 g/dia) e por muito mais tempo (60 dias). Do
mesmo modo, no estudo de Shen et al (2018) a espécie e tempo sdo muito
diferentes do nosso, contudo, € interessante que, mesmo esses autores tendo usado
uma dose muito inferior a nossa, foram encontrados resultados positivos. Nesse
contexto, os beneficios dos 6mega-3 parecem envolver uma complexa interacao de
fatores, onde os 6mega-3 ndo foram capazes de exercer beneficio em relagao a
NOX e SOD1 nos SHR. Apesar disso, muitos estudos vém mostrando a capacidade
dos émega-3 de estimular as vias antioxidantes, em outros modelos experimentais
e/ou espécies, aparentemente por estimulacao do NRF2 (SAKAI et al., 2017).

Os efeitos dos tratamentos sobre os niveis plasmaticos de TNFa e, no caso da
metformina, também sobre a expressdo de NOX2, também ajudam a explicar os
resultados que observamos na reatividade vascular. Nesse sentido, os resultados de
nosso estudo apontaram para uma participacao de prostanoides vasoconstrictores
na resposta aumentada a NOR nos SHR, e ambos os tratamentos foram capazes de
promover melhora interferindo nesses prostanoides. Como discutido anteriormente,
para a metformina, a ativacdo da AMPK parece ser o mecanismo mais provavel,
uma vez que a AMPK se relaciona com menor ativacao de NFkB (KIM; CHOI, 2012)
e consequentemente menor expressao de COX2 (ASHABI et al., 2015), reduzindo a
formacao de prostanoides vasoconstrictores. Por outro lado, a metformina foi capaz
de reduzir a expressdao de NOX2, o que pode colaborar na reducado do estresse
oxidativo relacionado a disfuncdo vascular. De fato, para além de reducao de
biodisponibilidade de NO (GRYGLEWSKI et al., 1986), dentre outros efeitos, o
estresse oxidativo pode estimular a via da COX (ONODERA et al., 2015), portanto,
podendo participar do prejuizo que observamos relacionado aos prostanoides, assim
como observado por Tian et al (2012) em ratos com hipertensao renovascular.

De forma semelhante a metformina, os VLC-PUFA dmega-3 parecem também
atuar sobre o NFkB, o que aparentemente envolve uma reducido da atividade da
ERK (MATSUMOTO et al., 2009). Em ambos os casos, a redugao nos niveis de
TNFa que observamos em nosso estudo dao suporte a isso, uma vez que, o TNFa é
capaz de ativar o NFkB (KE et al., 2007), e este, como fator de transcricao para

moléculas inflamatérias, também parece ter participacdo na expressao de TNFa
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(ZHAO et al.,, 2004). Contudo, para os efeitos vasculares que observamos pelo
tratamento com os dmega-3, talvez o seu papel como substrato para a COX seja tao
relevante quanto seus efeitos sobre NFkB e TNFa, uma vez que pode exercer efeito
anti-inflamatério por melhora no balangco de prostanoides (VAN DEN ELSEN et al.,
2014; VILLALPANDO et al.,, 2015, 2017), o que envolve a competicdo com o ARA
(BACK, 2017). Dessa forma, os émega-3 podem atuar independentemente de
qualquer possivel acdo sobre o NFKB ou modulacido na expressdo da COX2,
inclusive, porque também podem ser metabolizados pela propria COX2 (GROEGER
et al.,, 2010). Além disso, esse proprio efeito sobre os prostanoides pode,
independentemente de uma acao direta sobre NFkB, reduzir o estimulo para a
sintese de COX2, por reduzir o estimulo mediado pelos prostanoides inflamatorios
(BAGGA et al., 2003).

Em nosso estudo, o tratamento com metformina foi capaz de reduzir o ténus
simpatico dos SHR para niveis semelhantes aos observados nos ratos normotensos,
0 que possivelmente promoveu a reducdo na FC desses animais. Além disso, efeito
semelhante de melhora foi observado quanto a resposta barorreflexa esponténea e
em resposta a fenilefrina. Esses mecanismos autondmicos tém sua origem no
sistema nervoso central, com importante controle no tronco cerebral envolvendo
regides chave como o NTS, o NA e RVLM (BENARROCH, 1993; CHAN;
SAWCHENKO, 1998; THAYER; LANE, 2009). O mecanismo pelo qual a metformina
exerceu esses efeitos pode estar relacionado a sua capacidade de reducido da
expressao da NOX2, uma vez que, o estresse oxidativo nessas regides centrais esta
relacionado ao prejuizo autonémico observado nos ratos SHR (NISHIHARA et al.,
2012; TAl et al., 2005) e em outros modelos animais de hipertensdo (GALVAO et al.,
2016; TSAl et a., 2013).

Outro possivel mecanismo pelo qual a metformina exerceu seus efeitos pode
ser pela sua acdo anti-inflamatéria, com reducdo do TNFa. Esse também é
provavelmente o mecanismo pelo qual os 6mega-3 exerceram seus efeitos sobre o
barorreflexo. Foi demonstrado que um processo inflamatério sistémico mediado por
TNFa pode levar consequentemente a um processo neuroinflamatério no RVLM com
aumento do estresse oxidativo local (WU et al., 2012, 2016), o que pode envolver
ativacdo do NFkB (KE et al., 2007). De todo modo, o estresse oxidativo relacionado
a inflamacao pode entao levar a prejuizo do controle autonémico. Essa influéncia da

inflamacao sobre esses mecanismos relacionados a hipertensado fica evidente em
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estudos como o que demonstrou que um inibidor de TNFa em nivel central reduziu a
PA via inibicdo do tébnus simpatico, com reducao do estresse oxidativo no RVLM, em
ratos com hipertensdo renovascular (GALVAO et al., 2016). De forma ainda mais
direta, foi demonstrado que a infusao aguda de TNF intracerebroventricular foi capaz
de promover aumento da PA e FC, com reducao do barorreflexo, em ratos
normotensos, Sprague-Dawley (ZERA et al., 2016). Além disso, em outro estudo, em
ratos obesos, os quais apresentavam prejuizo autonémico, com hiperatividade
simpatica e reducdo da resposta barorreflexa, o uso de um imunossupressor
promoveu reducao nos niveis de TNFa, e isso foi associado a melhora nesses
parametros autondmicos (KHAN et al., 2017). Adicionalmente, em relacdo aos
6mega-3, além da reducado de TNFa, outro mecanismo pelo qual podem ter atuado
nessas regioes centrais € pela sua acao anti-inflamatoério por modulagao do balango
dos prostanoides, ao servir de substrato para a COX, como revisado por Layé et al
(2018).

Em relacdo ao TNFa e os efeitos vasculares dos tratamentos, foi observado
que o TNFa estimula a producao de prostanoides como o TXA2 em células do MLV
(YOUNG et al., 2000). De forma semelhante, o TNFa estimula a geracdo de ROS
em células endoteliais (YANG; RIZZO, 2007) e também no MLV, com envolvimento
da NOX (DE KEULENAER et al., 1998), sendo envolvido no estresse oxidativo e
desenvolvimento de hipertensao (GUZIK et al., 2007). Além disso, foi demonstrado
que a infusdo intra-arterial de TNFa em pacientes sadios provocou prejuizo do
controle vascular endotélio-dependente (CHIA et al., 2003), bem como reduziu a
biodisponibilidade de NO e aumentou os prostanoides vasoconstrictores
(NAKAMURA et al., 2000). Ademais, € possivel que esses mecanismos inflamatérios
levem a aumento da expressdo de COX2, via pela qual os EDCF também sao
produzidos (KE et al., 2007), de modo que uma acdo anti-inflamatdria poderia
explicar a melhora na via dos prostandides que observamos na funcao vascular.

Portanto, as acdes dos tratamentos sobre vias de inflamacao, e no caso da
metformina, sobre via de estresse oxidativo, parecem estar relacionadas aos efeitos
vasculares e autonémicos observados em nosso estudo. Apesar de os efeitos dos
tratamentos poderem variar de acordo com o tecido, tomamos o tecido cardiaco
como um representante dos efeitos sistémicos dos tratamentos, o que pode ser uma

limitacao de nosso estudo.



90

Animais / Grupos Protocolo experimental
—Tratamento Parametros basais: \
Ratos (12sem.) - / @+ Presséo arterial (PA)
@+ Frequéncia cardiaca (FC)
Viicuio £ ﬁ o E Avaliacdo de funcdo barorreflexa (AFC/APA)
(Agua) g S uw @+ Espontanea (SBRe)
Normotensos % E Tg. g @+ Induzida (SBRi)
] 7]
Veiculo hd s B © Avaliacdo do controle autondmico cardiaco (AFC)
@+ Simpatico (atenolol)
l @+ Parassimpatico (atropina)
Metformina
Dosagem de
e glicemia Coleta de amostras _ | Western blot: Nox2, SOD1

\Hlnertensos Omega-3 K (Coracées e sangue) | Elisa: TNFa /

Esquema geral de nossos resultados em conjunto com a literatura cientifica

$H
® ©®

A

Autondémico

Legenda das linhas Fatores endoteliais
Nossos Dados — Atua/Promove —
Literatura ----- Inibe —

Figura 18. Grafico resumo do estudo, dos principais resultados e mecanismos propostos. O
estresse oxidativo pode interferir no sistema nervoso central alterando o controle
autondmico cardiaco, com reducé&o da atividade parassimpatica (P), aumento da atividade
simpatica (S) e reducéo da sensibilidade barorreflexa (SBR), além de ter potencial de alterar
a funcéo vascular favorecendo a constricdo (C) e/ou prejudicando o relaxamento (R). A
inflamacé&o pode levar a aumento do estresse oxidativo, ampliando esses efeitos, podendo
também favorecer a formac&o de fatores constritores derivados do endotélio (EDCF). O
tratamento com metformina (Mt) contrapde o estresse oxidativo por reducéo de proteina pro-
oxidante, o que talvez seja mediado pela ativacdo da Proteina quinase ativada por
monofosfato de adenosina (AMPK). Ambos os tratamentos reduzem inflamacéo, o que pode
ser mediado por inibic&o do fator nuclear kappa B (NFkB), além de o 6mega-3 (O3) também
servir como substrato para a ciclooxigenase (COX) levando a atenuacao de prostanoides
vasoconstritores e inflamatorios. Dessa forma, os tratamentos inibiram parcialmente os
efeitos da hipertensé&o sobre parametros autonémicos e vasculares.
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6. CONCLUSAO

Em conclusao, os resultados obtidos demonstraram que o tratamento crénico
tanto com metformina quanto com os VLC-PUFA 6émega-3 promoveram efeitos
benéficos sobre a disfuncao vascular e o prejuizo autonémico cardiaco relacionados
a HAS em ratos SHR, apresentando uma acao anti-inflamatoria sistémica e de
melhora do perfil de prostanoides nos vasos mesentéricos, e, em particular, a
metformina também teve uma acao de contraposicdo a geracao de estresse
oxidativo. Esses efeitos foram alcancados sem nenhuma mudanca na PA e na
glicemia basal. Tomados em conjunto, esses dados demonstraram que a metformina
e os VLC-PUFA 6mega-3 apresentam um potencial benéfico sobre algumas das
alteragcdes cardiovasculares associadas a hipertensao arterial, o que possivelmente

poderia se estender a outras condi¢gdes do sistema CV.
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