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RESUMO

A angiotensina Il possui importante papel na patogénese da hipertenséo
renovascular e esta associada a disfuncdo endotelial, aumento da inflamacéo e
estresse oxidativo. A interacdo entre a angiotensina Il e a via da COX tem sido
apontada na patogénese das injurias vasculares, relacionando a um aumento na
producdo de EROs e reducédo na producéo/biodisponibilidade de NO. O objetivo
deste estudo foi investigar os efeitos do alisquireno e L-arginina administrados de
maneira isolada ou associada sobre as alteracdes vasculares em ratos com
hipertensdo renovascular. A hipertensdo renovascular foi induzida em ratos
machos Wistar utilizando clip de prata implantado cirurgicamente na artéria renal
esquerda e os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais: SHAM,
2-rins, 1-clipe (hipertensdo 2K1C), 2K1C tratado com alisquireno (50 mg.kg-1.dia-
1; ALSK), 2K1C tratado com L-arginina (10 mg.kg-1.dia-1; L-ARG) e 2K1C tratado
com associacdo de alisquireno+L-arginina (ALSK+L-ARG), os tratamentos foram
iniciados 7 dias apos clipagem da artéria renal com duracéo de 21 dias. A pressao
arterial foi monitorada ao longo do tratamento e ao final da quarta semana apos a
clipagem foram realizadas curvas dose-resposta a norepinefrina (NE) e acetilcolina
(ACh) em leitos vasculares mesentéricos (LVM) isolados na auséncia e presenca
de blogueadores para avaliacdo da reatividade vascular. Apdés 21 dias de
tratamento apenas o grupo ALSK+L-ARG foi eficaz na normalizacdo da presséo
arterial sistolica quando comparado ao grupo 2K1C (123,91+1,68 vs. 200,50+5,36
mmHg). Nossos achados mostram também que os tratamentos foram efetivos em
melhorar a funcdo endotelial no LVM de ratos com hipertensdo renovascular.
Alteracbes na via do o6xido nitrico (NO) parecem ser o principal mecanismo
responsavel pelo prejuizo na reatividade vascular, como observado nas curvas
dose-resposta a ACh e NE em presenca de L-NAME, embora a via dos
prostandides também pareca estar associada. O efeito antioxidante do alisquireno
e sua capacidade em reduzir o estresse oxidativo em artéria mesentérica superior
pode ser um importante mecanismo para a melhora no remodelamento vascular
encontrado em nossos estudos. Em contrapartida, o aumento da biodisponibilidade
de NO e a reducéao do estresse oxidativo proporcionado pela L-arginina, associada
a reducao de COX-2 e TNF-alpha pode ser o principal mecanismo pelo qual essa
terapéutica além de melhorar fungéo vascular, reduz também os niveis pressoricos.
E que, quando associados se potencializam e melhoram todos os parametros
avaliados, mostrando valores muito semelhantes ao nosso grupo normotenso.
Portanto, nosso trabalho demonstra pela primeira vez que o tratamento com
alisquireno associado a L-arginina foi efetivo em reduzir a PA e prevenir a disfungéo
endotelial em LVM de ratos com hipertensao renovascular, além disso, apontamos
gue 0s mecanismos envolvidos nesses efeitos parecem estar relacionados com
uma reducdo do estresse oxidativo e inflamacdo e consequente aumento da
producao/biodisponibilidade de NO.

Palavras-chave: hipertensédo renovascular, disfuncdo endotelial, alisquireno, L-
arginina, stress oxigénio e ciclooxigenase.



ABSTRACT

Angiotensin Il has an important role in the pathogenesis of renovascular
hypertension and is associated with endothelial dysfunction, increased inflammation
and oxidative stress. The interaction between angiotensin Il and the COX pathway
has been pointed out in the pathogenesis of vascular injuries, relating to an increase
in the production of ROS and a reduction in the production / bioavailability of NO.
The aim of this study was to investigate the effects of aliskiren and L-arginine
administered alone or in association with vascular changes in rats with renovascular
hypertension. Renovascular hypertension was induced in male Wistar rats using a
silver clip surgically implanted in the left renal artery and the animals were divided
into the following experimental groups: SHAM, 2-kidneys, 1-clip (hypertension
2K1C), 2K1C treated with aliskiren (50 mg.kg-1.day-1; ALSK), 2K1C treated with L-
arginine (10 mg.kg-1.day-1 ; L-ARG) and 2K1C treated with a combination of
aliskiren + L-arginine (ALSK + L-ARG), the treatments were started 7 days after
clipping the renal artery for 21 days. Blood pressure was monitored throughout the
treatment and at the end of the fourth week after clipping, dose-response curves
were performed for norepinephrine (NE) and acetylcholine (ACh) in mesenteric
vascular beds (LVM) isolated in the absence and presence of blockers for
evaluation. vascular reactivity. After 21 days of treatment, only the ALSK + L-ARG
group was effective in normalizing systolic blood pressure when compared to the
2K1C group (123.91 + 1.68 vs. 200.50 + 5.36 mmHg). Our findings also show that
the treatments were effective in improving the endothelial function in the LVM of rats
with renovascular hypertension. Alterations in the nitric oxide (NO) pathway seem
to be the main mechanism responsible for the impairment in vascular reactivity, as
observed in the dose-response curves to ACh and NE in the presence of L-NAME,
although the prostanoid pathway also seems to be associated. The antioxidant
effect of aliskiren and its ability to reduce oxidative stress in the superior mesenteric
artery may be an important mechanism for the improvement in vascular remodeling
found in our studies. In contrast, the increase in the bioavailability of NO and the
reduction of oxidative stress provided by L-arginine, associated with the reduction
of COX-2 and TNF-alpha may be the main mechanism by which this therapy, in
addition to improving vascular function, also reduces blood pressure levels. And that
when associated, all the evaluated parameters are enhanced and improved,
showing values very similar to our normotensive group. Therefore, our work
demonstrates for the first time that treatment with aliskiren associated with L-
arginine was effective in reducing BP and preventing endothelial dysfunction in LVM
of rats with renovascular hypertension, in addition, we point out that the mechanisms
involved in these effects seem to be related with a reduction of oxidative stress and
inflammation and a consequent increase in NO production / bioavailability.

Key words: renovascular hypertension, endothelial dysfunction, aliskiren, L-
arginine, oxidative stress and cyclooxygenase.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo responsaveis pela alta taxa de
morbidade e mortalidade do mundo moderno, destacando as mudancas dos
padrbes epidemiolégicos de saude para as doencgas cronicas nao transmissiveis
(Mckeown, 2009; Benjamin et al., 2018) com nameros relevantes, principalmente
nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Tendo em vista o seu impacto
econdmico e social, as DCV tém se tornado alvo de diversos estudos, despertando
0 interesse especial dos pesquisadores, que buscam formas de prevencéo e
tratamento alternativos para essas doencas por atingirem grandes contingentes
populacionais (Blacher et al., 2016; Carvalho et al., 2010).

Dados da plataforma OurWorldinData.org, que retnem os registros das
principais fontes cientificas do mundo sobre tendéncias epidemiolégicas de longo
prazo, sumarizaram que em 2018 as DCV foram responsaveis por 17,65 milhdes
de mortes, projetando-se muito acima das demais causas entre a populacéo
mundial, ou seja, continuam sendo a maior causa de mortes no mundo (Figura 1)
(Ritchie; Roser, 2019). O mesmo panorama epidemiolégico € observado no Brasil,
onde as mortes por DCV correspondem a 30% dos 0Obitos registrados na populacdo
(Malachias et al., 2016).

Doengas cardiovasculares 17,65 milhoes

Céancer 8,93 milhdes

Doengas respiratorias 3,54 milhoes

Diabetes, doencas hematoldgicas

s 3,19 milhdes
e endbcrinas

Deméncia 2,38 milhées

Infeccdes do trato respiratorio baixo 2,38 milhdes

Outras causas 10,51 milhoes

0 milhdes 4 milhdes 8 milhdes 12 milhdes 16 milhdes

Figura 1. NUmeros de mortes pelas principais causas entre a populacdo mundial, em todas as faixas
etarias, no ano de 2018. Dados da OurWorldinData.org. Disponivel em:
https://ourworldindata.org/causes-of-death.



20

Dados atuais mostram que as DCV detém o titulo de maior problema de
saude publica no mundo. Em grande parte, eles apoiam-se sobre a complexidade
na prevengao e controle dos casos e seu importante potencial incapacitante,
quando nao letal (Avezum et al., 2017; Saeed et al., 2018). Os grandes
investimentos e avancos nas areas de diagnaostico e tratamento das DCV néo foram
acompanhados pelo desenvolvimento de estratégias de prevencao, que deveria ser
o principal caminho para combater o problema (Bertolami; Bertolami, 2016).
Diversos fatores de risco podem ser associados as DCVs, entretanto, a hipertensao
arterial se destaca por ser de longe a condicao clinica que esta mais associada a
fisiopatologia das doencas do aparelho circulatério (Rapsomaniki et al., 2014), além
de ser a comorbidade presente na maioria das causas de morte (Ritchie; Roser,
2019) (Figura 2).

trae Ealores Hipertenséao Arterial
10,1 milhes 20.9% 21.7% 10,46 milhdes

Alcolismo (_ —

2,81 milhdes Tabagismo

6,32 milhdes

Poluigcao do Ar :
4,09 milhdes 9,1% 11,6%

Hipercolesterolemia | s

_ Hiperglicemia
4.39 milhdcs

5,61 milhdes

QObesidade

4.53 milhdes

Figura 2. Relacdo entre os principais fatores e as mortes por doencas cardiovasculares no mundo
em 2018. Dados do Institute for health metrics and evaluation da University of Washington.
Disponivel em: https://vizhub.healthdata.org/gbd-compare/#.

Atualmente, a Sociedade Brasileira de Cardiologia destaca como fatores de
risco para doenca cardiovascular a idade superior a 45 anos para homens e 55
anos para mulheres, historia familiar de doenca arterial coronariana (DAC),
tabagismo, hipercolesterolemia, hipertenséao arterial sistémica, diabetes mellitus,
obesidade, gordura abdominal, sedentarismo, estresse psicossocial e dieta pobre

em frutas e vegetais (Précoma et al., 2019). Nesse cenario, a hipertensédo arterial
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atinge 32,5% (36 milhdes) de individuos adultos, mais de 60% dos idosos,
contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes por DCV (Scala et al.,
2015).

1.1. HIPERTENSAO ARTERIAL

A pressao arterial pode ser definida pela forca exercida pelo sangue por
unidade de superficie da parede vascular, como um produto resultante da interacao
do débito cardiaco com a resisténcia vascular periférica sistémica, podendo ser
considerada como a forgca motriz necessaria para que se mantenha a perfusao
sistémica adequada (Guyton; Hall, 2017). A pressao arterial sistolica (PAS)
representa a pressao maxima no interior das artérias, estando associada a sistole
ventricular cardiaca, enquanto a pressdo arterial diastolica (PAD) representa a
menor pressao nas artérias ocasionada pela diastole ventricular cardiaca no
momento em que o sangue esta preenchendo as cavidades ventriculares. O fluxo
de sangue através da circulagdo sistémica depende, parcialmente, da diferenca de
pressao entre a aorta e o atrio direito (Chobanin et al., 2004).

A manutencdo da pressao arterial dentro de uma faixa de normalidade é
consequéncia de variacdes no débito cardiaco, na resisténcia vascular periférica,
ou de ambos (Guyton; Hall, 2017). Sabe-se que diferentes mecanismos participam
ndo s6 na manutencdo como no controle da variacdo dos niveis pressoricos. O
entendimento dos mecanismos de regulagcéo da presséao arterial tem apontado para
uma variedade de substancias e sistemas fisiolégicos que interagem de modo a
garantir a homeostase pressérica frente as variacbes em diversas situacfes
(Irigoyen, Consolim-Colombo e Krieger, 2001).

Mudancas fisiopatoldgicas nestes controles levam ao desenvolvimento de
doencas, como a hipertensédo arterial, que é uma condicdo clinica multifatorial,
caracterizada por elevacao sustentada dos niveis sistoélicos igual ou superior a 140
mmHg e diastolicos igual ou superior a 90 mmHg, sendo associada a alteracdes
funcionais e até mesmo estruturais de 6rgdos como o coracédo, encéfalo, rins e
vasos sanguineos, assim como alteracfes metabdlicas que levam ao consequente

aumento do risco de doencgas cardiovasculares (Malachias et al., 2016).
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Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento da hipertenséao arterial, tem-
se a idade, o género, a etnia, o nivel socioecondmico, a obesidade, a taxa de
ingestdo de sal, o consumo de bebidas alcodlicas, o tabagismo e o sedentarismo.
Quando os niveis pressoricos ja se encontram elevados, tornam-se um importante
fator de risco para manifestacdo de doencas coronarias, insuficiéncia cardiaca
congestiva, acidente vascular cerebral e doencas renais, que podem estar ou nao
associadas e apresentam assim uma alta morbimortalidade. Essa multiplicidade de
consequéncias a caracteriza como uma das causas de maior reducdo da
expectativa e da qualidade de vida dos individuos (Duncan, Schimidt e Giugliani,
2006; Malachias et al., 2016).

Apesar dos esforcos para desvendar os mecanismos envolvidos na
patogénese da hipertensao arterial, sua causa permanece desconhecida em 90 a
95% dos individuos que apresentam a elevacdo da pressdo arterial sistémica,
caracterizando a hipertensdo como essencial ou primaria. A hipertensao arterial
secundaria apresenta prevaléncia de 5 a 10%, e é caracterizada pela presenca de
um fator conhecido que esteja atuando na elevacdo dos niveis pressoricos
(Lewandowski, 2003).

Nos casos de hipertensdo essencial, as pessoas apresentam um aumento na
meédia da pressédo arterial de 40 a 60% e aumento da resisténcia periférica total,
fluxo renal diminuido com a progressdo da doenca, assim como aumento na
resisténcia ao fluxo sanguineo renal (embora a filtracdo glomerular encontre-se
préxima ao normal) e prejuizo na excrecao renal de sal e agua. O desenvolvimento
da doenca implica ainda em outros fatores, como a ativacao de sistemas humorais,
como o sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), aumento do estresse
oxidativo, decorrente da producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs), diminuicdo na producdo e/ou biodisponibilidade de Oxido nitrico (NO),
reducdo das vias antioxidantes fisiologicas e alteracbes do controle reflexo
fisiologico da presséo arterial (Montezano e Touyz, 2012; Botelho-Ono et al., 2011).

Entretanto, apesar de corresponder a 5-10% do total de hipertensos, é
necessario investigar as hipertensées secundarias. Dentre elas, a hipertensdo
renovascular (HRV) é considerada a segunda causa de hipertensdo secundaria
precedida pelas doencas renais. Sua prevaléncia é estimada em 2% da populacao

de hipertensos, entretanto, tem-se observado uma prevaléncia diferenciada quando
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se considera a faixa etaria e o perfil clinico dos pacientes, sendo baixa a prevaléncia
em hipertensos leves ndo-complicados e elevada em hipertensos severos,
refratarios ou acelerados e em pacientes mais idosos (Praxedes, 2002).

A HRV possui fisiopatologia intimamente relacionada ao mecanismo fisiologico
de controle da pressao arterial exercido pelo SRAA e regulador da homeostase
eletrolitica renal e decorre de uma resposta a hipoperfusao renal e hipoplasia renal
(Navar et al., 1998). A hipoperfusdo renal é responsavel por ativar vias
inflamatoérias nos rins, causando rarificagdo microvascular nos quadros mais
avancados, estresse oxidativo e disfuncdo endotelial, evoluindo para nefropatia
isquémica e consequentemente para fibrose intersticial do parénquima renal
(Textor, 2014; Textor, 2015).

A estenose renal é definida como um estreitamento luminal superior a 50%,
tendo a aterosclerose como a principal causadora da HRV (90% dos casos),
seguida pela displasia fiboromuscular, arterite de Takayasu e sindromes raras com
um percentual de 10% (Oliveira-Sales et al., 2014; Li et al., 2013).

Diante disto, é possivel simular experimentalmente este tipo de hipertenséo
em ratos, resultando em um modelo de hipertensdo desenvolvido por Goldblatt
(1934) e conhecido como dois rins, um clipe (2K1C), uma vez que este modelo se
assemelha em muitos aspectos a hipertensao renovascular humana (Navar et al.,
1998).

1.2. HIPERTENSAO DE GOLDBLATT DOIS RINS, UM CLIPE

O modelo de hipertensdo experimental 2K1C é um classico modelo
experimental de hipertensédo renovascular cuja redugcéo da presséo de perfusao
renal, em decorréncia de estenose uni ou bilateral, causa hipertenséo arterial por
causa de uma exacerbacao na atividade do SRAA, prejudicando a excrecdo de
sédio e agua (Goldblatt, 1934).

Estudos experimentais com o modelo de hipertensdo 2K1C que muito se
assemelha a hipertensdo renovascular humana, apontam trés mecanismos
principais para o desenvolvimento da hipertensédo. Na fase I (inicial) o aumento nos
niveis pressoéricos surge imediatamente apds a estenose da artéria renal, através

da insercdo de um clipe de prata a partir do aumento da atividade plasmatica de
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renina e consequentemente, de angiotensina Il (Ang Il). A fase Il inicia-se com o
passar das semanas e ha uma diminuicdo nas concentracdes de renina e Ang I,
sendo contrabalanceado por um aumento na retencdo de agua e sal, com
persisténcia da hipertensdo. Na fase Ill existe uma manutencdo dos niveis
pressoricos elevados, por meio de mecanismos ainda ndo muito bem elucidados,
sendo que fatores neurogénicos e humorais, disfuncdo endotelial, alteracdo da
atividade barorreflexa e secrecdo de substancias pressoricas estdo relacionados
(Davis, 1977).

No modelo de hipertensdo 2K1C ha uma insercao de um clipe de prata pré-
calibrado com uma abertura pré-estabelecida na artéria renal do animal, cujo
objetivo é causar diminui¢do do fluxo sanguineo para um dos rins (clipado). Essa
reducdo do fluxo sanguineo renal ativa as células do aparelho justaglomerular e
desencadeia aumento na liberacdo da enzima renina por este rim. Existem trés
estimulos para secrecdo de renina: a estimulacdo simpdética, a diminuicdo da
tensdo vascular na arteriola aferente renal e reducéo da carga filtrada de sédio que
alcanca a macula densa.

A renina liberada para a circulagdo age sobre o angiotensinogénio, uma a-
globulina sintetizada pelo figado, clivando uma sequéncia de 10 aminoéacidos e
levando a formacao da angiotensina | (Ang I); que por sua vez é clivada pela enzima
conversora de angiotensina (ECA), tecidual ou circulante, formando um
octapeptideo, a angiotensina Il, que é responsavel pelas principais acfes do SRAA
no controle da pressao arterial, uma vez que eleva a resisténcia vascular periférica,
aumentando assim os niveis pressoricos. Adicionalmente, 0 aumento na circulacao
de Ang Il inibe a producdo de renina no rim que ndo teve o fluxo sanguineo
diminuido (ndo clipado), assim como aumenta a producdo de aldosterona pela
glandula adrenal e da atividade do sistema nervoso simpatico (Pickering, 1989;
Flohr et al., 1976; Navar et al., 1998).

O rim ndo clipado, por sua vez, apresenta baixos niveis de renina e
desenvolve hipertrofia compensatoéria, ao contrario do rim clipado que apresenta
atrofia por reducdo do fluxo sanguineo renal. Nesse contexto, a manutencdo da
hipertensdo 2K1C se baseia na inabilidade do rim nédo clipado de excretar o
excesso de sodio, assim, a volemia é aumentada e, consequentemente mantém-

se 0 aumento dos niveis pressoricos. O rim ndo clipado, por sua vez, ndo consegue
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excretar o excesso de sodio por consequéncia do aumento de Ang Il intra-renal.
Esta por sua vez se liga a receptores AT1 sendo internalizadas e acumuladas
dentro do rim (Navar et al., 1998).

E importante ressaltar que a Ang Il ndo é apenas um hormonio vasoativo
que regula a pressédo arterial e a homeostase eletrolitica através de seus efeitos
hemodinamicos. Além dessas acdes classicas, a Ang Il possui efeitos pleiotrépicos
em diferentes tecidos, incluindo o rim, 0s vasos sanguineos, o coracao e o sistema
nervoso, sendo considerado o efetor primario de uma variedade de acgles
fisiologicas e fisiopatoldgicas induzidas pelo SRAA. Apesar de sua acao fisioldgica,
guando o SRAA encontra-se exacerbado pode causar efeitos deletérios aos rins e
contribuir para uma perda progressiva da funcéo renal.

A ativacdo continua do SRAA desencadeia constricdo das arteriolas renais,
levando ao aumento na resisténcia vascular periférica ou renal, aumento da
pressdo dos capilares glomerulares, quadros de proteindria e aumento do estresse
oxidativo, via ativacdo da NADPH oxidase (Roscioni, Heerspink e de Zeeuw, 2013).
Adicionalmente, atua como um fator de crescimento influenciando a
proliferacéo/apoptose das células musculares lisas, aumenta o estresse oxidativo
levando a disfuncdo endotelial e como um imunomodulador participando de
respostas inflamatdrias de forma ndo-hemodinamica (Davis, 1977; Wolf, 1998; Luft,
2001; Ruiz-Ortega et al., 2001; Higashi et al., 2002).

O SRAA desempenha um papel fisiolégico importante na regulacdo da
funcdo vascular e em condicBes patolégicas contribui para lesdo vascular,
principalmente por intermédio de condicbes que levam a disfuncédo endotelial,
remodelamento vascular e inflamacdo vascular (Touys, 2003). Dentre os muitos
fatores humorais envolvidos nas alteragdes vasculares advindos da hipertenséo, a
Ang |l parece ser um dos mais importantes. A Ang Il é um peptideo multifuncional
gue possui inumeras acdes no musculo liso vascular: modula o tbnus vasomotor
através de seus potentes efeitos vasoconstritores, regula o crescimento e a
apoptose das células, influencia a migracéo celular e a deposicéo extracelular da
matriz e estimula a producdo de fatores de crescimento e pro-inflamatorios, além

de agir como um direto e potente agente vasoativo (Touys, 2000).
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1.3. REMODELAMENTO VASCULAR E HIPERTENSAO ARTERIAL

No sistema circulatério, 0s vasos sanguineos apresentam suas paredes
divididas basicamente em trés camadas: tunica adventicia, tinica média e tunica
interna (Laughlin; Newcomer; Bender, 2008). A estrutura dos vasos sanguineos
varia de acordo com seu papel fisiolégico (Hillebrands et al., 2001).

De acordo com a Lei de Poiseuille, a resisténcia vascular periférica varia
inversamente ao raio do vaso a quarta poténcia (R = 8nL/1r4, onde n = viscosidade;
L = comprimento; r = raio). Dessa maneira, pequenas alteragbes do diametro
luminar podem influenciar grandemente na resisténcia vascular periférica e,
conseguentemente, levar a uma modulacgéo significativa da presséo arterial. Nesse
sentido, mudancas na geometria do vaso, conhecidas como remodelamento
vascular, podem ocorrer devido a alteracdes na funcao (reatividade vascular), na
distensibilidade (rigidez vascular) ou na estrutura vascular (Arribas et al., 2006;
Intengan; Schiffrin, 2000; Martinez-Lemus et al., 2009; Mulvany, 2008).

Além da modificacdo da geometria arterial, na presencga de niveis elevados
e sustentados da pressao arterial, o remodelamento vascular também esta
associado ao aumento da rigidez da parede vascular (Arribas et al., 2006; Intengan;
Schiffrin, 2000). Essa alteracdo € resultado da somatoria da rigidez ativa
(representada pelo tdnus do musculo liso vascular) (Agabiti-Rosei et al., 2009) com
a rigidez passiva, sendo essa Ultima um efeito das propriedades visco-elasticas
intrinsecas, principalmente das fibras de colageno e de elastina presentes na matriz
extracelular (Briones et al., 2010).

As alteracdes na estrutura vascular, conhecidas como remodelamento
arterial sdo consideradas um processo complexo que pode envolver o aumento
(hipertrofia), a diminuigcéo (hipotrofia) ou o rearranjo (eutrofia) dos componentes da
parede vascular e, também, remodelamento no sentido interno ou externo do
diametro do limen vascular (Mulvany et al., 1996).

A hiperativacdo do SRAA contribui para a hipertensdo e promove
remodelamento vascular (Bader, 2010). Evidéncias crescentes indicam que um
desequilibrio proteolitico envolvendo metaloproteinases de matriz (MMPSs),
especialmente a MMP-2 (Martinez-Lemus et al., 2011), desempenha um papel

importante nessas alteracdes, especialmente no modelo de hipertensdo 2K1C
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(Guimarées et al., 2011; Castro et al., 2008). De fato, a Ang Il aumenta a expressao
e a atividade da MMP-2 através da ativacao de receptores AT1 (Walter et al., 2008)
e, portanto, promove remodelamento vascular (Martinez-Lemus et al., 2011).

O remodelamento vascular € uma condi¢cdo intimamente relacionada a
disfuncdo endotelial, e juntos sdo importantes constituintes da fisiopatologia e
agravamento da hipertensdo arterial. Outra condicdo importante para o
remodelamento e consequente disfuncdo endotelial é o estresse oxidativo. Niveis
aumentados de EROs nas células do musculo liso vascular (CMLV) desencadeiam
vias de sinalizacéo proliferativas que contribuem notavelmente para a proliferacéo
e remodelacéo patoldgica na hipertenséo (Kyaw et al., 2004; Yoshizumi et al., 2002;
Moon et al., 2003). Esta associado também ao aumento na regulacédo da expressao
génica e a ativacdo de MMPs (Castro et al., 2009; Grote et al., 2003; Viappiani et
al., 2009), responsaveis pela protedlise de proteinas extra e intracelulares,
resultando em alteracbes progressivas ha estrutura e funcdo vascular,
principalmente hipertrofia (Belo et al., 2015).

Diante desse contexto, existe uma grande associagao entre o processo de
remodelamento vascular induzido pela hipertensdo arterial e as alteracdes
mecanicas observadas em artérias de resisténcia, sendo os componentes da matriz
extracelular os principais responsaveis por esta associacdo (Grote et al., 2003;

Guimaraes et al., 2011).

1.4. DISFUNCAO ENDOTELIAL E HIPERTENSAO ARTERIAL

Durante um tempo o endotélio vascular foi considerado uma mera barreira
fisica entre o limen e as demais camadas dos vasos e 0s tecidos por eles
assistidos. No entanto, evidéncias contundentes transcenderam este conceito
provando ser este um conjunto de células altamente ativas, com o status de 6rgao
enddcrino/paracrino capaz de influenciar inGmeros processos homeostaticos, como
o controle do ténus vascular, do transito de células e nutrientes, a manutencéo da
viscosidade sanguinea e a formacdo de novos vasos (Cines et al., 1998; Rehman,
2001).

De fato, o endotélio, além de descrito como uma estrutura dindmica é

considerado um orgao heterogéneo, dada sua diversidade fenotipica nos espacos
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gue ocupa e no tempo de maturacao de suas células, de propriedades néo lineares
e complexas que ndo podem ser desassociadas do contexto de todo organismo,
comparando-se a um sistema que capta estimulos do microambiente local e
respondem de maneira a ndo apenas manter a saude, mas também ditar a natureza
focal de doencas vasculares ou de 6rgaos adjacentes (Figura 3). Desta forma, é
permissivel dizer que o endotélio esta envolvido com todos 0s processos
fisio/patologicos, seja como um determinante primario ou como uma fonte de

estimulos colaterais (Aird, 2004).

.Célula endotelial
(Sistema de controle)

Limen do vaso
(Sistema de entrada)

*Mediadores soluveis:
-Fatores de crescimento
-Citocinas

-Quimiocinas

-LPS

-ERO

- Mediadores endoteliais
- - (Sistema de saida)

*Balango homeostatico
*Tono vasomotor
*Trafego de leucocitos
*Migracao
*Proliferagéo

*Funcao de barreira

-Células inflamatérias
*Hipoxia

*Shear stress/distensao
*Temperatura

*pH

Figura 3. Endotélio como um dispositivo de entrada-saida. Os estimulos (sistema de entrada)
surgem do ambiente extracelular; e as respostas (sistema de saida) manifestam-se como o fenétipo
celular; o ponto de ajuste representa as propriedades intrinsecas da célula endotelial (sistema de
controle). LPS, lipopolissacarideo; EROs, espécies reativas de oxigénio. Adaptado: Aird, 2004.

As células endoteliais vasculares formam uma camada monocelular que
reveste a superficie luminal de todos o0s vasos sanguineos e estdo
estrategicamente situadas entre a circulacdo e o restante da parede vascular, com
importante participagdo no tdnus do musculo liso vascular, acdo fundamental para
a manutencdo da pressdo sanguinea em niveis normais. E responsavel também
pela manutencdo do balanco entre a promocéo e a inibicdo da proliferacédo e
migracdo das células do musculo liso vascular, além de prevenir a agregacao
plaguetaria e a trombose. Considerado o maior 6rgdo enddcrino no organismo, o
endotélio vascular é capaz de liberar substancias relacionadas a vasomotricidade
gque abrange a sintese de substancias vasoativas denominadas fatores de

relaxamento derivados do endotélio (EDRF) e fatores constritores derivados do



29

endotélio (EDCF) (Félétou; Vanhoutte, 2009b; Frolich; Forstermann, 1989;
Furchgott; Zawadzki, 1980).

Os principais fatores relaxantes do endotélio sdo: NO, fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) (Furchogott; Zawadski, 1980) e a prostaciclina
(Moncada et al.,1977). Dentre as substancias vasoconstritoras, as principais sao: a
Ang 1l (Skeegs, 1954), endotelina-1 (ET-1), anion superoxido (Rubany; Vanhoutte,
1986) e derivados da via do &cido araquiddnico, o tromboxano (TXA2) e
prostaglandina F2a (PGF2a) (Frolich; Fortermann, 1989). Além disso, as espécies
reativas de oxigénio geradas pelas trés camadas da parede vascular participam na
modulacao do tdnus vascular produzindo tanto vasodilatacdo como vasoconstricao
em funcdo da espécie reativa de oxigénio e do leito vascular (Paravicini; Touyz,
2008). O equilibrio na producdo desses mediadores é importante para regulacao
do tdnus vascular.

O NO é um radical livre inorganico altamente reativo, em estado gasoso, o
que o permite difundir facilmente pelas membranas celulares promovendo
vasodilatacao. Dentre os componentes vasodilatadores do endotélio, o NO é um
dos mais importantes participantes, sendo um componente fundamental na
manutencdo da homeostase dos vasos, incluindo a modulacdo do tdnus vascular
através do seu potente efeito vasodilatador. Este radical livre esta envolvido na
regulacdo do crescimento celular, além de possuir agéo inibitéria sobre a adeséo e
agregacdao plaquetéria (Figura 4) (Moncada et al., 1991; Cannon, 1998).
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Figura 4: Efeitos do NO endotelial. A estimulacdo de receptores endoteliais e 0 estresse de
cisalhamento estimulam a producdo do NO, o qual age na prépria célula endotelial ou em células
adjacentes, como as células musculares lisas, leucécitos e plaquetas encontrados na corrente
sanguinea, resultando em numerosos efeitos envolvidos na homeostase vascular (modificado de
Rattmann, 2009).
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O NO é produzido nas células endoteliais a partir da oxidacdo do aminoacido
L-arginina, que é transformado entdo em NO e L-citrulina por acdo das enzimas
oxido nitrico sintases (NOS) (Palmer et al., 1987; Moncada et al., 1991; Triggle et
al., 2003; Michel; Vanhoutte, 2010). Para gerar NO é necesséria a presenca de L-
arginina, oxigénio, NAD(P)H oxidase, grupo heme e tetrahidrobiopterina (BH4)
(Andrew; Mayer, 1999).

Existem trés diferentes isoformas de NOS que podem ser divididas em duas
classes funcionais. Uma classe € a constitutiva e inclui a isoforma endotelial
(eNOS), e uma neuronal encontrada no sistema nervoso central e periférico
(nNOS). Estas sao duas isoformas constitutivas dependentes do complexo
Ca*?/calmodulina, produzindo NO em episddios curtos e em baixas concentracdes
para finalidades fisiolégicas (Andrew; Mayer, 1999). A outra classe de NOS é
formada pela isoforma induzivel (INOS). Esta isoforma é regulada em nivel
transcriptional e a sua ativacdo é independente da interagdo Ca*?/calmodulina.
Quando sintetizada, na presenca L-arginina e NADPH, a iNOS ira gerar NO por
todo o tempo durante o qual a enzima permanecer ativada e em altas
concentracbes para garantir as atividades antimicrobiana, citostatica e
imunoregulatéria (Forstermann et al., 1994; Andrew; Mayer, 1999). Em situacfes
fisiologicas, a expressdo da INOS ndo tem grande impacto sobre o sistema
cardiovascular. Entretanto, 0 aumento de sua expressédo pode ser induzida em
resposta a citocinas e outros mediadores inflamatérios (Alvaréz et al., 2008; Sun et
al., 2010).

1.5 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Espécies reativas de oxigénio sdo metabdlitos do oxigénio que podem tanto
retirar elétrons, doar elétrons ou reagir com outras moléculas. Estas particulas,
formadas por elétrons livres ou ndo pareados, possuem uma instabilidade elétrica
muito grande, e dessa forma, apresentam grande capacidade reativa. A fim de
captar um elétron para sua estabilizacdo, € capaz de reagir com qualquer
composto, seja este uma molécula, célula ou tecido. Nesse contexto, € denominado

de substancia oxidante (Griendlimg; Ushio-Fukai, 2000; Harrison; Gongora, 2009),
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sendo as de maior relevancia: anion superoxido, peroxido de hidrogénio (H202) e
radical hidroxila (-OH) (Yuyun et al., 2018).

A producdo de EROS no metabolismo celular é proveniente de diversos
mecanismos, entre eles: geracdo oxidativa de energia pela cadeia mitocondrial
(Lee; Wei, 2007), producao de radicais livres pelo citocromo P-450, mecanismo de
defesa dos fagoécitos que produzem radical superdxido, a xantina oxidase,
mieloperoxidases, ciclooxigenases, lipooxigenases, NOS e as enzimas da familia
das NADPH oxidases (Bedard; Krause, 2007; Muller et al., 2005; Weseler; Bast,
2010).

Por meio dos exemplos anteriores podemos constatar que a disfuncéo
endotelial na hipertenséo também esté fortemente relacionada a outra condi¢cao de
instabilidade orgéanica, o estresse oxidativo (Pisoschi, 2015; Griendling et al., 2000).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a producao de
espécies reativas e a capacidade do organismo de controla-las (Finkel; Holbrook,
2000; Barreiros; David, 2006). Inimeras sdo as fontes e os tipos de espécies
reativas (Halliwell, 2006; Giles et al., 2017; Vasconcelos et al., 2007) e
erroneamente sdo rotuladas como nocivas, mas fato é que elas sdo parte de
processos inerentes aos organismos aerdbicos, principalmente as derivadas do
oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERN), produzidas naturalmente durante o
metabolismo celular ou em resposta a algum estimulo biologico (Li et al., 2014,
Davies, 2016). A regulacao de suas concentracdes € feita pelo sistema antioxidante
enzimatico (superoxido dismutase [SOD]; catalase; glutationa peroxidase [GPx] e
glutationa redutase [GR]) e ndo enzimético (glutationa [GSH]; coenzima Q10, acido
alfa lipdlico, entre outros), presentes no préprio organismo ou adquiridos pela dieta
(a-tocoferol, B-caroteno, flavonoides elagitaninos e outros) (Evans; Halliwell, 2001,
Barbosa et al., 2010; Salazar, 2018).

A evolucdo adaptativa do organismo ao estresse oxidativo depende do
equilibrio dos sistemas de producéo e controle das espécies reativas, 0s quais
determinam o ritmo da senescéncia, senilidade ou desenvolvimento e agravo de
doencas (Salazar, 2018; Jia et al., 2019) (Figura 5).

Estruturas e processos biolégicos do préprio organismo como a NADPH
oxidase, a xantina oxidase, 0 metabolismo do acido araquidonico, a oxirreducao de

metais de transicao e a cadeia respiratoria mitocondrial sdo fontes espontaneas de
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espécies reativas, que em circunstancias patologicas sustentam o estresse
oxidativo, sendo o O2*", na maioria das vezes, a molécula primordial na cadeia de
eventos oxidantes (Tejero et al., 2019; Madamanchi et al., 2005). A atividade
vascular da NADPH oxidase é regulada pelas citocinas, horménios e forcas
mecanicas. Além disso, Ang Il, trombina, fator de agregacao plaquetaria, fator de
crescimento tumoral (TGF- a) e os metabdlitos do acido araquidbnico estédo
relacionados com aumento da atividade desta enzima e consequentemente com a
produgéo de radicais livres (Cai et al.,, 2000; Griendling et al., 2000). Estudos
demonstram que Ang Il estimula a producéo de radicais livres através da enzima
NADPH-oxidoredutase do citocromo P450 (Rajagopalan et al., 1996; Griedling;
Ushio-Fukai, 1994; Mcintyre et al., 1999).
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Figura 5. Representacdo das respostas adaptativas do organismo mediante o balanco entre a
producdo e controle das espécies reativas (ER). EROs, espécies reativas de oxigénio; ERN,
espécies reativas de nitrogénio; ERS, espécies reativas de enxofre, ERCI, espécies reativas de
cloro; M(™), metais de transicdo; ERC, espécies reativas de carbono. Adaptado: Vasconcelos et al.,
2007.
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A Ang Il aumenta a producéo de espécies reativas de oxigénio em todos os
tipos de células da vasculatura, incluindo células musculares lisas, células
endoteliais e fibroblastos adventicios. A principal fonte de espécies reativas de
oxigénio na parede vascular é a NADPH oxidase néo-fibrocitica modulada por Ang
II, que encontra-se aumentada na hipertensao (Touyz et al., 2002; Griendling et al.,
2000). Nos modelos de hipertensao dependentes de Ang Il, a producéo vascular
de anions superéxido € aumentada. Este efeito € mediado através da ativacéo
estimulada por Ang Il da NADPH oxidase vascular (Laursen et al., 1997; Chen et
al., 2001).

O aumento do Oz2+- na hipertensdo também prejudica o relaxamento vascular
dependente do endotélio e aumenta a reatividade contrétil vascular. Esses efeitos
podem ser mediados diretamente pelo aumento da concentracéo citosélica de Ca?*
através do aumento do influxo de Ca?* e do aumento da mobilizacéo intracelular,
ou indiretamente pela reducdo das concentracdes do vasodilatador NO (Lounsbury;
Hu, 2000).

Uma vez estando biodisponiveis no meio, as EROs podem interagir com
diferentes substancias, propiciando danos a macromoléculas (ex.: proteinas,
lipideos e DNA) e perturbando os processos de sinalizacdo dependentes de
oxirreducdo na parede vascular (Pisoschi, 2015). Neste ponto, fica a cargo do
sistema antioxidante o controle das EROs que, em coordenacéo, transformam
estas moléculas em substratos menos nocivos ou inécuos. Dentre as principais
enzimas antioxidantes vasculares podemos citar. a catalase, a glutationa
peroxidase (GPx), a tiorredoxina redutase e as SODs (Cobre-zinco superoxido
dismutase citésolica [SOD1], superéxido dismutase mitocondrial [SOD2] e a
superdéxido dismutase extracelular [SOD3]).

A glutationa peroxidase e a catalase sdo as enzimas envolvidas na
degradacdo do peroxido de hidrogénio. A catalase transforma a H202 em agua
(H20) e oxigénio (0O2). A glutadiona peroxidase transforma o H202 em agua
(Griendling; Ushio-Fukai, 2000). A SOD é responsavel por catalisar a reagédo do
02~ com um elétron e dois protons formando o H202. Em suma, a reducdo da
atividade das enzimas antioxidantes resulta em aumento da formacéo de EROs,

levando a a¢Ges danosas aos vasos (Touyz; Schinffrin, 2004) (Figura 6).
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Figura 6. Agdo esquemdtica do sistema antioxidante enzimatico sobre as espécies reativas de
oxigénio. O anion superdxido (O2*-) gerado a partir dos processos fisiologicos ou patologicos de
estruturas como a NADPH oxidase, cadeia respiratoria mitocondrial e eNOS desacoplada é entédo
captado pela enzima superéxido dismutase (SOD) que, por transferéncia de elétron, o transforma
em peroxido de hidrogénio (H20z2), liberando uma molécula de oxigénio. Caso a enzima falhe, ou
anion esteja excedente no meio, o O2*~ pode interagir com moléculas de 6xido nitrico (NO) para
formar peroxinitrito (ONOO-) e/ou participar no ciclo de oxirreducédo do ferro (Fe"™) e gerar radicais
hidroxilas (HO-), potente agente oxidante. O H202 quando ndo recrutado a exercer funcdes
essenciais sera dismutado em uma molécula in6cua de agua (H20), seja pela acdo da catalase (e
neste processo uma molécula de Oz também serd formada) ou pela glutationa peroxidase (GPx).
Esta Ultima, catalisa o H202 necessitando de duas moléculas de glutationa (GSH) e neste processo
a glutationa oxidada (GSSG) ser& restaurada ao seu estado natural pela atividade da glutationa
redutase (GR), que oxida uma molécula de NADPH.

Embora o estresse oxidativo na hipertensdo seja um tema em franca
expansao, muito se evidencia que sua principal influéncia sobre a presséo arterial
se dé em nivel vascular, onde, além de discorrer sobre a disfuncéo endotelial e sua
influéncia no balanco de substancias vasoativas, também incita a producao de
fatores de crescimento e fibrose através da ativacdo de metaloproteinases de
matriz (enzimas de reparacao tecidual), 0 aumento do calcio intracelular, a ativacao
do crescimento e vias de sinaliza¢do inflamatoria e aumento da deposi¢éo de matriz
extracelular, que redundam no remodelamento estrutural dos vasos,

incrementando a disfungéo endotelial (Briones, 2010).
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Mediante ndo s6 ao despareamento do sistema antioxidante enddégeno, mas
também os efeitos globais do estresse oxidativo nos organismos vivos houve um
aumento do interesse cientifico em pesquisas sobre substancias antioxidantes
exdgenas, com um potencial apelo na descricao do seu auxilio no restabelecimento
das funcdes organicas, seja na busca do entendimento de seu papel
coadjuvante/essencial neste processo ou como propostas terapéuticas de fato
(Kawabata et al., 2019; Wang et al., 2018).

Alguns estudos demonstram que a hipertensdo renovascular aumenta a
producado de radicais livres principalmente devido a acdo da Ang Il vascular. Nos
vasos, a ativacdo dos receptores AT1 promove aterogénese e induz estresse
oxidativo (Goodfriend et al., 1996). De fato, a Ang Il em células vasculares
endoteliais humanas provoca a formacao de espécies reativas de oxigénio como o
02* e H202, via ativacdo da NADH/NADPH oxidase. Como consequéncia
aparecem hiperplasia e hipertrofia da célula muscular lisa (Zhang et al., 1999). A
atividade das oxidases vasculares é aumentada de modo substancial pela Ang Il
que, via NADH e NADPH, aumenta a producédo de O2*~ em cultura de células
musculares lisas (Rajagoplan et al., 1996) bem como em células endoteliais (Lang
et al., 2000).

Um mecanismo notério que influencia as doencas cardiovasculares é a
reacdo do anion superoxido com o o6xido nitrico, o que leva a diminuicdo da
biodisponibilidade de o6xido nitrico e, portanto, os efeitos vasodilatadores e
antiinflamatérios do 6xido nitrico, além da formacédo de peroxinitrito, que contribui
para o estresse oxidativo (Zhang et al., 2012). E bem conhecido que o desequilibrio
na producdo dos fatores vasodilatadores e vasoconstrictores derivados do
endotélio promovem alteracbes na funcdo endotelial e aumentam o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. O termo disfuncdo endotelial
refere-se a reducdo da producdo e/ou biodisponibilidade de substancias
vasodilatadoras, em especial do NO ou 0 aumento de substancias vasoconstritoras
(Cannon, 1998; Triggle et al., 2003). Além disso, o anion superoxido também
contribui para o processo inflamatério, participando do aumento da expresséao de

COX-2, presente na hipertenséo arterial (Alvarez, et al., 2008; Tanito et al., 2004).
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1.5 CICLOOXIGENASE-2

Os prostandides derivados da via da ciclooxigenase (COX) sédo substancias
liberadas pelo endotélio com poder vasomotor, os quais desempenham importante
funcéo na regulacdo do tbnus vascular e participam das respostas vasculares
deletérias (Alvarez et al., 2005; 2007). Estas substancias sdo importantes
moduladores do tbnus vascular tanto em condic¢des fisiolégicas como patoldgicas
(Frolich; Fortermann, 1989).

O &cido araquidbnico é formado por fosfolipideos da membrana através da
acado da enzima fosfolipase A2 (PLA2). Uma vez liberado, o acido araquidénico
pode ser metabolizado pela ciclooxigenase e, posteriormente, convertido em
prostaglandina H2 (PGH2) pela prostaglandina endoperoxido-H sintase (PGHS). A
PGH2 é a precursora das demais prostaglandinas e possui atividade direta sobre o
musculo liso vascular. Por acao de sintases especificas, PGH2 & convertida em
prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina 12 (PGI2), prostaglandina D2 (PGD?2),
prostaglandina F2a (PGF2a) e tromboxano (TXA2). As PGF2a e TXA2 séo
substancias vasoconstritoras enquanto as demais sdo vasodilatadoras (Figura 7)
(Mardini; FitzGerald, 2001).
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Nos anos 90, duas isoformas da ciclooxigenase foram identificadas, a do tipo
1 (COX-1) e do tipo 2 (COX-2), que realizam a sintese das prostaglandinas e do
tromboxano A2 (Smith et al., 1996). A COX-1 é a isoforma constitutiva, expressa
em Vvarios tecidos e esta relacionada com as funcgdes fisiologicas. A COX-2 é a
isoforma induzida pelas citocinas, fatores mitogénicos e por estimulos pro-
inflamatorios em varios tipos de células. A expressédo da COX-2 esta relacionada
com processos inflamatdrios e ao estresse de cisalhamento (shear stress) (Antman
et al., 2005; Patrono, Carlo, 2016).

A participacdo da COX € importante na manutencdo do ténus vascular.
Entretanto, um desequilibrio na formacao destes prostandides pode contribuir na
fisiopatologia de varias doencas que cursam com processo inflamatério, como a
hipertenséo arterial, arteriosclerose e diabetes Mellitus (Davidge, 2001). Diversos
estudos tém demonstrado aumento na expressdo da COX-2 em modelos
experimentais de hipertensdo, assim como evidéncias sugerem que 0 estresse
oxidativo age como um promotor do aumento da atividade de COX-2, e que a
prostaglandina 2a (PGF2a) derivada da COX-2 desempenha um papel importante
na mediacao de disfuncdo endotelial observada na hipertenséo renovascular 2K1C
(Alvaréz et al., 2005; Tian et al., 2012).

A prostaciclina (prostaglandina 12; PGI2) é um importante componente
produzido pelo endotélio vascular, atuando nos receptores de prostaciclina (IP) do
musculo liso para mediar a vasodilatacdo e proteger 0s vasos contra processos
patolégicos. No entanto, estudos também indicam que o PGI2 pode ativar os
receptores de tromboxano prostandide (TP) do mdusculo liso para mediar a
vasoconstricdo e funcionar como um EDCF (Félétou et al., 2009; Xavier et al.,
2008). De fato, a reacao vasomotora da PGI2 pode ser modulada pelos receptores
TP e IP, e uma acao semelhante ao EDCF da PGI2 pode resultar de uma funcéo
limitada dos receptores IP, o que leva a descoberta da atividade vasoconstritora
derivada da ativacdo concomitante de um receptor TP (Zhao et al. 1996; Liu; Zhou,
2014).

Sob condic¢des patoldgicas, incluindo a hipertenséo, a expressdo de COX-2
€ considerada aumentada (Cosentino et al., 2003; Li et al., 2008) e seu metabolismo
esta ligado a disfuncdo endotelial e, atividades vasoconstritoras derivadas do
endotélio (Wong et al., 2013; Chenevard et al., 2003). Tem sido proposto que 0s



38

receptores IP se tornem disfuncionais na hipertenséo, levando o PGI2 a agir como
um EDCF sob a condi¢céo patologica (Gluais et al., 2005; Vanhoutte, 2011).

Além disso, embora a COX-2 seja geralmente considerada um dos principais
mediadores da sintese de PGI2 (Ricciotti et al., 2013; Grosser et al., 2010), um
namero crescente de estudos indica que a COX-1 também atua como importante
componente no controle vascular (Kirkby et al., 2012; Bolego et al., 2009), uma vez
gue medeia contracéo (Liu, et al., 2012; Ansari et al., 2007) ou relaxamento (Sun et
al., 2006) regulados pelo endotélio em condi¢Bes fisiolégicas normais. Assim, 0
papel e as vias da COX-1 na regulacdo de vasos em condi¢des patologicas ainda
permanecem controversos.

Nesse contexto, estudos relatam a interagéo entre a Ang Il e a via da COX na
patogénese das injarias vasculares, relacionando a producéo de EROs por inducao
da Ang Il e estimulacdo da atividade da COX-1, que ao produzir prostandides
contrateis como o TXA2, mediando dessa forma a disfuncéo endotelial e vascular
e importante participacao na fisiopatologia da hipertensdo. A participacdo da Ang Il
na estimulacdo da COX pode também ser constatada pela utilizacado do antagonista
AT1, onde se observou a abolicdo no aumento da expressdo génica da COX-2
induzida pela Ang Il (Virdis, Taddei, 2011).

1.6 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS NA HIPERTENSAO RENOVASCULAR

Dentre os objetivos do tratamento da hipertensao arterial, o primordial é a
reducdo da morbidade e da mortalidade cardiovasculares (Weber et al., 2014,
Thomopoulos et al.,, 2015). Os medicamentos anti-hipertensivos utilizados no
tratamento farmacoldgico da hipertensdo arterial sdo prescritos isoladamente
(monoterapia) ou em uso associado (Malachias et al., 2016).

Segundo a VII diretriz brasileira de hipertensado arterial (2017) os objetivos
principais do tratamento da hipertensdo arterial renovascular sdo a cura ou a
melhora da hipertenséo arterial e/ou a melhora ou a preservacao da funcéo renal.

O tratamento da hipertenséo arterial renovascular pode ser clinico, cirdrgico
ou por meio de revascularizacdo percutanea com ou sem a colocacao de proteses
endovasculares (stents). Em relacdo ao tratamento clinico, os inibidores da ECA,

0s blogueadores dos canais de calcio e os betabloqueadores sdo medicamentos
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apontados como efetivos para o tratamento da hipertenséo arterial associada a
estenose unilateral de artéria renal, assim como os bloqueadores dos receptores
AT1 também tém apresentado resultados efetivos para o tratamento da hipertensao
arterial associada a estenose de artéria renal. Em diferentes contextos clinicos e
investigativos, as medicacdes estdo sendo investigadas quanto a sua capacidade
de aumentar a disponibilidade de NO e diminuir o estresse oxidativo de modo a
contrabalancear dois importantes componentes na génese, manutencdo e
agravamento das condi¢@es hipertensivas advindas da estenose da artéria renal.

Devido a relevancia em reestabelecer a funcédo endotelial para impedir a
hipertenséo e seus danos aos 6rgaos, varios estudos tém investigado os efeitos do
precursor do NO, L-arginina, em diferentes modelos de hipertensédo (Harrison,
2010; Carlstrom, 2010; Gouvea et al., 2003; Campos et al., 2011). A administracéo
exdgena de L-arginina na hipertenséo renovascular promove aumento na producao
de NO com consequente reducdo da presséao arterial e restauracédo da disfuncao
endotelial (Kopp; Jones; DiBona, 2008). Corroborando esses achados, estudos
prévios do nosso laboratério demonstraram que 0s animais com hipertensao
renovascular que receberam L-arginina tiveram uma reducdo nos niveis
hipertensores da ordem de 25% ap0Os sete dias de tratamento. Além do efeito
sistémico sobre a pressao arterial, a L-arginina promoveu diurese e natriurese nos
hipertensos tratados, reverteu a hipertrofia cardiaca, aumentou a massa do rim
clipado e reduziu significativamente a atividade da ECA no plasma, coragéo e rim
cuja artéria renal recebeu o clipe (Gouvea et al., 2003; Gouvea et al., 2004).

O uso de blogueadores do SRAA também tem demonstrado uma significante
protecdo renal comparado com efeito de outras drogas anti-hipertensivas,
apontando para um importante papel desse sistema nas doencas renais (Kobori et
al., 2007). Existem diferentes grupos farmacologicos sendo utilizados com o intuito
de contrapor-se ao SRAA, como os inibidores da ECA (IECASs), bloqueadores do
receptor AT1 (BRAS) e o alisquireno, um inibidor direto da renina (Wood et al., 2003;
Gradman; Kad, 2008). Tratamentos com IECAs e BRAs apontam para um papel
fundamental da Ang Il sobre a patogénese da hipertensdo e lesdo renal por
ativacao inapropriada dos receptores AT1 (Timmesmans et al., 1993; Navar et al.,
2000).
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A introducdo no mercado em 2007 do alisquireno (Novartis), medicamento
oral que atua como inibidor direto seletivo da renina e consequentemente do SRAA,
através da ligagdo no sitio ativo da renina impedindo a clivagem da Ang | em Ang
Il a partir do angiotensinogénio (Lizakowski; Tylicki; Rutkowski, 2013) trouxe
respostas positivas na reducdo da pressao arterial em pacientes com hipertensao
arterial leve a moderada. Verificou-se que o uso deste medicamento apresentava
seguranca e tolerabilidade semelhantes a BRAs nos pacientes com hipertensao
(Musini et al., 2008; Robles; Cerezo; Hernandez-Gallego, 2014; Angeli et al., 2014,
Zhu et al., 2012).

O fato de a renina ser a primeira enzima envolvida na cascata enzimatica do
SRAA e ter notavelmente alta especificidade por apenas um substrato, o
angiotensinogénio, era esperado que o alisquireno apresentasse alta eficacia anti-
hipertensiva com menores efeitos colaterais do que os IECAs (Friedrich;
Schmieder, 2013; Angeli et al., 2014). Por outro lado, 0 aumento da concentracéo
plasmética de renina que ocorre numa extensdo maior com o uso do alisquireno do
gue com o uso de IECAs ou BRAS, pode ser um problema importante, visto que a
(pro)renina e renina parecem estimular o receptor de (pro)renina e induzir fibrose,
apoptose e hipertrofia de 6rgdos em animais experimentais. No entanto, o
significado clinico deste achado ainda nao esté claro (Danser, 2009).

O uso do alisquireno esta associado ao tempo, a dose e ao grau de
hipertensdo. Nosso laboratério iniciou o tratamento por 21 dias nos ratos com
hipertensédo 2K1C e os resultados mostraram uma reducdo na pressao (Santuzzi
et al., 2014) mas nao houve normalizacdo da pressao. Isso nos leva a afirmativa de
que o tratamento da hipertensdo renovascular ndo esta associado somente a
renina. De fato, os estudos de Santuzzi et al. (2014), Tiradentes et al. (2015) e
Mengal et al., 2015 apontaram para efeitos benéficos aditivos da associacao de L-
arginina ao tratamento com alisquireno, uma vez que o mesmo foi capaz de
normalizar os niveis pressoricos encontrados nos animais 2K1C, prevenir a
disfuncéo endotelial em anéis de aorta, reduzir a hiperexcitabilidade simpatica e
melhorar o controle barorreflexo nesses animais.

No entanto, apesar destes achados, ainda ndo esta totalmente esclarecido
de que maneira estas drogas estariam atuando sobre o sistema cardiovascular.

Portanto a proposta é investigar de forma inédita o papel do alisquireno e L-arginina
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combinados sobre a reatividade vascular de artérias de resisténcia e sua

associacdo com possiveis vias oxidantes ou antioxidantes e inflamatorias.
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2. JUSTIFICATIVA

Existe uma significativa taxa de morbidade e mortalidade associada a
hipertensdo renovascular, uma condicdo que muitas vezes apresenta dificil
controle. No passado, a hipertenséao resistente associada com estenose da artéria
renal era tratada com cirurgia de revascularizacdo renal. No entanto, isto foi
associado com alta mortalidade e morbidade, com um estudo mostrando uma taxa
de mortalidade de 10%. Isto levou a uma mudanga a favor de intervencdes
baseadas em cateter percutdneo ao invés dos cirirgicos, mas o tratamento da
hipertenséo renovascular com a revascularizacdo também tem sido decepcionante,
com risco substancial de complica¢des graves, incluindo mortes e amputacées de
membros inferiores (Pradhan; Rossi, 2013). Em vista desta dificuldade, ha um
interesse cada vez maior em compreender plenamente os mecanismos envolvidos
no desenvolvimento da hipertensdo renovascular a fim de desenvolver terapias
mais seguras e eficientes, como o tratamento farmacolégico.

Sabe-se que o principal mediador da hipertensédo renovascular € o SRAA,
com consequente disfuncdo endotelial, levando a danos nos principais 6rgdos-alvo
da hipertensdo. No entanto, os mecanismos pelos quais a disfuncdo vascular
medeia a génese, progressao e complicacdo dos elevados niveis de pressao
arterial ainda ndo sdo totalmente elucidados. Assim, medicamentos que sejam
capazes de bloquear o SRAA, restaurar a disfungcéo endotelial e que ainda sejam
capazes de minimizar importantes fatores contribuintes para esse processo, cComo
0 estresse oxidativo e a inflamacé&o seriam importantes para reduzir a hipertensao
e suas consequéncias neste modelo experimental. Diante disto, escolnemos um
medicamento que atua bloqueando o SRAA, o alisquireno, e o aminoacido L-
arginina, precursor da sintese do principal vasodilatador derivado do endotélio, o
NO, para avaliar seus efeitos isolados e associados sobre a reatividade vascular
mesentérica de ratos com hipertensdo renovascular, de modo a melhor
compreender o papel do NO, estresse oxidativo e prostandides, o que poderia
trazer, pelo menos em parte, uma nova proposta no tratamento da hipertensao
renovascular considerando que a associagcao se mostrou eficiente em reduzir a

pressao arterial.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do alisquireno e L-arginina administrados de maneira isolada

ou associada sobre as alteracbes vasculares em ratos com hipertensdo

renovascular.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Avaliar o efeito dos tratamentos sobre a pressao arterial sistélica, através de
medida indireta,

Analisar o efeito dos tratamentos sobre os parametros hemodinamicos, tais
como a pressao arterial sistélica, diastolica e média e, frequéncia cardiaca;

Investigar os efeitos dos tratamentos sobre a reatividade vascular do leito
mesentérico na presenca de agentes vasoativos (Noradrenalina e
Acetilcolina);

Avaliar o papel do endotélio vascular sobre a resposta da Noradrenalina (NA)
e Acetilcolina (Ach) no leito mesentérico isolado, por meio da avaliacdo da
participacdo dos produtos das reacfes enzimaticas catalisadas pela 6xido
nitrico sintase (NOS) e das ciclooxigenases;

Verificar a influéncia dos tratamentos sobre parametros estruturais da artéria
mesentérica superior;

Quantificar o contetdo de colageno da artéria mesentérica superior apés 0s
tratamentos;

Detectar a producédo in situ de anion superoxido em artéria mesentérica
superior e de resisténcia ap0s o0s tratamentos;

Mensurar a producéo in situ de 6xido nitrico em artéria mesentérica superior
e de resisténcia apds os tratamentos;

Investigar a expressao proteica das isoformas endotelial e induzivel de 6xido
nitrico sintase (eNOS e iINOS), dos receptores AT1, de Mn SOD2, Catalase,
COX-2 e TNF-a apés os tratamentos;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados ratos macho da linhagem Wistar (Rattus
novergicus albinus), pesando entre 120 e 160 g, cedidos pelo biotério da
Universidade Federal do Espirito Santo - UFES. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais sob condi¢des de controle de temperatura e umidade (22—-24 °C
e umidade relativa do ar de 40-60 %) em ambiente com ciclo claro/escuro de 12 h,
tendo livre acesso a agua e a racao (dieta padrao para animais alojados, Purina
Labina, SP, Brasil).

O uso e cuidado desses animais experimentais foram realizados de acordo
com 0s principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA-1991). Todos o0s protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo e Uso de
Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA — UFES 004/2010).

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.2.1 Tratamento

Os ratos foram divididos em cinco grupos experimentais (n= 8 por grupo):
SHAM (normotensos controle); Dois rins, um clipe (2K1C; hipertensos); Dois rins,
um clipe tratado com alisquireno (Rasilez®; Novartis, Italia) (ALSK; alisquireno 50
mg.kgt.dia! diluido em agua, por gavage, 0,3 ml); Dois rins, um clipe tratado com
L-arginina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (L-ARG; L-arginina 10 mg.kg*.dia!
diluido em agua, por gavage, 0,3 ml) e Dois rins, um clipe tratados com alisquireno
associado a L-arginina (ALSK+L-ARG; alisquireno 50 mg.kg=.dia'! e L-arginina 10
mg.kg*.dia? diluido em &gua, por gavage, 0,6 ml).

Todos os tratamentos foram iniciados apés sete dias do procedimento
cirdrgico para producdo da hipertensdo 2K1C, com duragédo de vinte e um dias

consecutivos, totalizando 28 dias de hipertenséo renovascular (Figura 8).
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Figura 8. Organograma de protocolo experimental

4.2.2 Modelo de hipertenséo renovascular (Hipertenséo 2K1C)

A hipertensdo renovascular foi induzida pelo método desenvolvido por
Goldblatt (2K1C). Sob anestesia com quetamina (80 mg.kg™) e xilazina (5 mg.kg™)
por via intraperitoneal, foi realizada tricotomia, com posterior assepsia com alcool a
70% na regido mediana e do flanco esquerdo do animal. Foi realizada uma incisdo
no flanco esquerdo com exposicao do pedunculo renal. A artéria renal foi isolada
da veia renal e posteriormente colocado um clipe de prata pré-calibrado com um
grau de constricdo equivalente ao diametro interno de 0,2 mm na artéria renal
esquerda do animal para inducdo da hipertensdo renovascular 2K1C. Apds o
procedimento, a incisdo foi suturada e o animal foi acondicionado em gaiola
individual e mantido no biotério sob observacdo constante durante sete dias. Os
ratos SHAM foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico, com
manipulacdo da artéria renal esquerda, porém nao foi implantado o clipe de prata.
O critério de inclusdo para a hipertenséo, no presente estudo, foi uma presséo
arterial sistélica (PAS) maior que 160 mmHg ap6s sete dias da cirurgia.

4.2.3 Medida direta e indireta da presséo arterial sistélica (PAS)

A medida indireta da PAS foi realizada de acordo com Buiag (1973) e
modificada segundo Grizzo et al. (2008). As medidas foram realizadas nos animais
de todos os grupos estudados, no tempo zero (antes do procedimento cirdrgico

para producdo da hipertensdo renovascular), apés sete (7), quatorze (14) e vinte
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e um (21) dias do procedimento cirurgico, através de um pletismografo de cauda
(ITC Life Science— 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, CA). Os animais foram
previamente climatizados, durante trés dias antes da mensuracéo, para adaptarem-
se ao pletismografo, e desta forma, prevenir alteracdes pressoéricas devido ao
estresse do animal frente ao procedimento. Apds calibracdo do aparelho, os
animais foram acondicionados em contentores de acrilico, selecionados de acordo
com o tamanho do animal e mantidos em temperatura aproximada de 32°C por
aproximadamente 20min para obtencdo de uma adequada vasodilatacdo caudal,
sendo que a medida indireta é aferida por meio de um transdutor fotoelétrico
colocado na porcao proximal da cauda e posterior insuflacdo do manguito e registro
da onda de pulso. A média de trés medidas foi utilizada.

A medida direta da PAS foi feita ap0s 3 semanas de tratamento, os animais
foram submetidos a anestesia com quetamina (80 mg.kg?) e xilazina (5 mg.kg™?)
por via intraperitoneal, para cateterizacdo da artéria femoral. Inicialmente, foi
realizada a tricotomia da superficie da regido da pata esquerda, na sua porcao
ventral e regido cervical dorsal interescapular. Foi realizado uma incisdo de
aproximadamente 2 cm e em seu maior diametro foi feita a exposicdo do plexo
femoral para permitir o isolamento dos vasos femorais. Foram utilizados cateteres
de polietileno PE-10 previamente unidos a cateteres de polietileno PE-50, tendo o
seu comprimento ajustado de acordo com o tamanho do animal. A artéria femoral
dos ratos foi cateterizada, inserindo um cateter preenchido com salina-heparina
(100:1/Ul) para registro de presséao arterial média (PAM) e FC 24 horas ap0s
insercao do cateter. Apds o implante, os cateteres foram exteriorizados no dorso
do animal, através de um trocater, para permitir os registros de PAM e FC em

animais nao anestesiados e com livre movimentacao.

4.2 .4 Reatividade do leito vascular mesentérico

Foi utilizado o leito vascular mesentérico (LVM) isolado, segundo a descricéo
de McGregor (1965). Apés a anestesia com quetamina (80 mg.kg™) e xilazina (5
mg.kg™?) por via intraperitoneal, a artéria mesentérica superior foi isolada através
de uma incisdo abdominal com aproximadamente 6 cm transversalmente e nesse

vaso foi introduzida uma canula de polietileno (PE50) (Figura 9). Imediatamente o
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leito foi perfundido com solucédo nutridora, cuja composicao consistia de: NaCl 130
mM; KCI 4,7 mM; MgS04.H20 1,17 mM; CaCl2.2H20 1,6 mM; KH2PO4 1,18 mM,;
NaHCOs 14,9 mM; EDTA 0,026 mM; Glicose 11,1 mM mantida por um banho Maria
a 37°C e aerada constantemente através do borbulhamento da mistura carbogénica
de 95% de O2 e 5% de CO2, sendo o pH mantido a 7,5. Por meio de uma bomba
rolete (Ismatec AS Laboratorium Stechnik, Switzerland), foi mantido um fluxo
pulsatil de aproximadamente 4,0 ml/min e uma presséo de perfusdo média variando
de 30 £ 5 mmHg. O leito como um todo foi cuidadosamente removido, liberado em
sua borda dos intestinos, desprovido dos tecidos linfaticos aderentes e colocado
num banho de o6rgao isolado. A pressao de perfusdo foi medida através de um
transdutor de pressao (Spectramed P23XL) e os dados foram digitalizados
(Acgknowledge for Windows; Biopac Inc.) e armazenados em disco rigido do

computador para analise. Apés um periodo de estabilizacdo (30 minutos) foram

construidas curvas dose-resposta as substancias vasoativas.

Figura 9. Reatividade do leito mesentérico. Em (A) fotografia de artéria mesentérica superior. Em
(B) fotografia do leito mesentérico, apds canulagcdo da artéria mesentérica sendo perfundido pela
solucéo nutridora.

Foi utilizado um vasoconstritor, noradrenalina (NA), nas doses de 0,12 pg/ml
a 2000 pg/ml de forma crescente, e um agonista vasodilatador dependente do

endotélio, Acetilcolina (Ach), nas doses de 2,46x10® a 2,46 mg/ml de forma



48

crescente, na auséncia e na presenca de bloqueadores indometacina 2,8 x 10°°M
(Sigma, St. Louis, USA) e Nw-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) 10*M (Sigma,
St. Louis, USA) adicionados simultaneamente na solug¢do nutridora para bloqueio
da ciclooxigenase e da oOxido nitrico sintase, respectivamente.

Para a obtencao da curva de relaxamento, a presséo de perfusdo do LVM
foi elevada com a adicdo de solucdo de noradrenalina 0,008 mg/ml a solugéo

nutridora, capaz de promover um aumento de 112 + 5 mmHg no tonus vascular.

4.2.4.1 Protocolos do Estudo da Reatividade Vascular:

4.2.4.1.1 Reatividade vascular ao agente vasoconstrictor (NA) e ao agente

vasodilatador (Ach)

Em primeiro lugar, o leito mesentérico era perfundido durante 30 minutos
com solucado nutridora para a obtencdo da estabilizacdo do registro. Em seguida
eram aplicadas doses crescentes de NA, in bolus, para obtencdo da curva dose-
resposta ao agente vasoconstrictor. Posteriormente, foi realizada a curva dose-
resposta a Ach. Adicionou-se a solucdo nutridora NA (0,008mg/ml) para promover
um aumento no ténus vascular, apds a obtencédo do platd de contracdo, doses
crescentes de Ach eram administradas, in bolus, para se obter a curva dose-

resposta a esse agente vasodilatador usado para o estudo da funcéo endotelial.

4.2.4.1.2 Avaliacdo da participacdo do endotélio sobre a resposta vascular ao
agente vasoconstrictor (NA) e ao agente vasodilatador (Ach)

O endotélio tem a habilidade de gerar respostas a alteracdes de fluxo e de
presséao arterial que proporcionam a liberacédo de agentes vasodilatadores, como o
NO, os derivados da ciclooxigenase (PGI2) e o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF), promovendo um relaxamento do vaso (Vanhoutte, 1996). Diante
do blogueio simultineo de NO e das ciclooxigenases, o endotélio quando
estimulado por agonistas, como por exemplo, a acetilcolina, ainda é capaz de
promover o relaxamento em algumas preparacdes vasculares, propde-se que

esteja ocorrendo a liberagdo de um fator denominado EDHF (Taylor; Weston,
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1988). A contribuicdo relativa de cada um desses mediadores de relaxamento
derivado do endotélio € inversamente proporcional ao calibre do vaso, sendo o NO
e a PGI2 predominantes em vasos de condutancia e o EDHF em vasos de
resisténcia (Shimokawa et al., 1996). O leito mesentérico é considerado um grande
contribuinte da resisténcia periférica total (Christensen & Mulvany, 1993).

Para avaliarmos a participacédo do endotélio vascular sobre os dois agentes
utilizados, o leito mesentérico era perfundido durante 30 minutos com o duplo
blogueio da L-NAME + indometacina. Diante deste bloqueio simultaneo, era
avaliada a participacdo do EDHF na reatividade vascular.

Primeiro repetimos a curva de NA na presenca dos bloqueios para obtencéo
da curva dose-resposta ao agente vasoconstrictor. Em seguida, era adicionado a
solugéao nutridora NA (0,008mg/ml) para promover o aumento no ténus vascular,
apos obtencao do platé de contracdo, doses crescentes de Ach eram administradas
para se obter a curva dose-resposta a esse agente vasodilatador usado para o

estudo da func&o endotelial.

4.2.5 Estudos da expresséao proteica
4.2.5.1 Western Blot para deteccdo de proteinas em artérias mesentéricas

A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influéncia do
tratamento com alisquireno e L-arginina de ratos com hipertensédo renovascular
sobre a expressao proteica de eNOS, INOS, SOD-2, catalase, COX-2, TNF-a e
AT1R e B-actina, em artérias mesentéricas de ratos dos grupos Sham, 2R1C, 2R1C
tratado com alisquireno, 2R1C tratado com Larginina e 2R1C tratado com a

associacao de alisquireno e L-arginina.

4.2.5.2 Preparacao dos tecidos e quantificacdo de proteinas

As amostras foram preparadas utilizando amostras das artérias
mesentéricas de todos os grupos. Os leitos mesentéricos foram mantidos a -80° C
até o0 momento da extracao proteica, que foi realizada em 4000 pL de tampéao de
lise (10mM Tris — HCI pH 7,4; 1mM Metavanadato de sodio [NaVO3]; 1% Dodecil
sulfato de sédio [SDS]; 0,5mM Ditiotreitol [DTT]; 5 mM acido etilenodiamino tetra-
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acético [EDTA]; 1mM fluoreto de fenilmetilsulfonil [PMSF]), ao qual se adicionou
10pg/mL coquetel inibidor de proteases. A homogeneizacédo foi realizada com
auxilio de sonicador ultra-sénico, sendo seguida de centrifugacdo a 6000 rpm, 4°C
por 15 minutos. Os sobrenadantes foram recolhidos, aliquotados e armazenados a
-80 °C. Este extrato total foi utilizado para avaliacdo da expressao de eNOS, iINOS,
SOD-2, catalase, COX-2, TNF-a e AT1R e B-actina.

A determinacéo do conteudo de proteina total das artérias mesentéricas foi
feita utilizando-se o método de Lowry (Lowry, 1951). Preparou-se o reagente A
(48:1:1 — carbonato de sédio 3% com 0,1 M de NaOH, tartarato de sédio/potassio
4% e sulfato de cobre 2%, respectivamente) e o reagente B (reagente de Folin-
fenol Ciocalteu — 1:3 em agua). A solucéo padréo foi obtida a partir de diluicbes de
albumina bovina (BSA) em &gua destilada com concentragdo estoque final de
1mg/mL. Essa solucdo foi diluida para a obtencédo da curva padrdo, em que as
diluicdes continham de 5 a 80 ug de proteina. Aliquotas dos sobrenadantes dos
homogenatos dos tecidos (5 pL) foram utilizadas para as dosagens. Todos os tubos
de ensaio foram completados para um volume final de 250 pL, sendo
posteriormente adicionados 2,5 mL da solucdo A. Apds 10 minutos, se adicionou
0,25 mL da solucédo B. A absorbancia foi medida a 660 nm depois de 10 minutos.
Todas as dosagens foram feitas em duplicata.

Posteriormente, foi calculado o volume necessario para uma carga de 50 ug
de proteina, sendo este volume de amostra misturada, em partes iguais, com
tampéo de homogeneizacao. Aliguotas do homogenato foram diluidas em solugéo
de Laemmli 2X (0,5 mM de uréia, 0,17 mM de SDS, 39 uM de ditiodiol, 0,01 M de
Tris e azul de bromofenol 0,5%). As amostras depois de preparadas eram
aquecidas a 95°C durante 4 minutos.

4.2.5.3 Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE)

As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 10% para
SOD-2, Catalase e NADPH oxidase (gp91phox) (1,5 M Tris Hcl pH: 8.8, acrilamida
40%, glicerol 100%, SDS 10%, persulfato de amoénio [APS] 10% e
Tetrametiletilenodiamina [Temed]) previamente imersos em um tampéo para
eletroforese (25mM de Tris HCI, 190 mM de glicina e 0,1% de SDS). Antes da sua
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aplicacdo no gel as amostras foram aquecidas a 100 °C durante 5 min. A
eletroforese foi conduzida com o tampao (25 mM de tris-HCI pH 8,3, 192 mM de
glicina e 0,1% de SDS), a 80 volts por aproximadamente 2 horas e 30 minutos
(PowerPacTM HC, BioRad, Singapura). Os procedimentos relativos a eletroforese

foram realizados segundo o sistema descrito por Laemmli (1970).

4.2.8.4 Transferéncia das proteinas

Depois de separadas, as proteinas das amostras para avaliar a expressao da
eNOS, INOS, SOD-2, catalase, COX-2, TNF-a e AT1R e B-actina foram transferidas
para uma membrana de PVDF utilizando uma cuba molhada (Biorad), por 2:00 hs,
60 volts a 4°C, com tampé&o de transferéncia constituido de 25 mM de tris-HCI pH
8,3, 192 mM de glicina e 20% (v/v) de metanol.

4.2.5.4 Incubacao dos anticorpos

Apos a transferéncia, as membranas de PVDF foram incubadas por 2:30
horas em uma solucédo constituida de leite em p6 desnatado (5%) em tampao TBS-
tween 0,1% (20 mM de tris-HCI pH 7,4 e 150 mM de NaCl), a temperatura ambiente
sob agitacdo leve, para evitar ligacbes inespecificas com reativos nao
imunologicos. Em seguida, as membranas foram incubadas por 4 horas a
temperatura ambiente, sob agitacdo, em TBS-tween adicionado mais 0s seguintes
anticorpos primarios: eNOS, iINOS, SOD-2, catalase, COX-2, TNF-a e AT1R e B-
actina Mn SOD 2 (1: 1000, Santa Cruz Biotechnology, California, EUA) e para -
actina (1:1500, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Apés este periodo, as membranas
foram lavadas em tampao TBS-tween 0,1%, sob agitacdo leve em temperatura
ambiente e incubadas com o anticorpo secundario (IgG, anti-mouse conjugado para
fosfatase alcalina - 1:3000, Abcam Inc. e IgG, anti-Rabbit conjugado para fosfatase
alcalina — 1:7000, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) por 1:30 horas, a temperatura
ambiente, sob agitacdo suave, seguida de lavagem com tampao TBS-tween 0,1%,
e posteriormente com tampé&o TBS.

Os imunocomplexos foram detectados por reagdo de quimioluminescéncia
por meio da exposicdo da membrana, durante 5 min a um sistema de detecgao

(ECL Plus, AmershamTM , GE Healthcare, UK). As membranas, entdo, foram
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expostas a autorradiografia (Medical Film, Konica Minolta Medical Imaging, Wayne,
EUA /Hyperfilm, AmershamTM, UK), sendo as bandas impregnadas posteriormente
reveladas. O programa ImagelLab foi utilizado para quantificagdo da érea e da

densidade das bandas.

4.2.6 Estudo da geracdo de espécies reativas de oxigénio — Dihidroetideo
(DHE)

A geracédo de EROs foi determinada utilizando-se um método que envolve o
DHE, um precursor néo fluorescente do brometo de etideo, e que permite analisar
a producao “in situ” de radicais livres. Na presenga de EROs o hidretideo é oxidado
dentro da célula, produzindo os compostos fluorescentes etideo (E) e
2hidroxietideo (EHO) que tem afinidade pelo DNA nuclear. A formagédo do etideo
se deve principalmente a oxida¢éo da DHE pelo anion superéxido, enquanto o EHO
é formado pela oxidacdo da DHE por outras EROs como o peroxido de hidrogénio.

Os ratos foram anestesiados, a artéria mesentérica superior e artérias
mesentéricas foram rapidamente dissecadas e imersas em solu¢éo de Krebs (8 mM
HEPES, 2mM CaCl2.2H20, 130mM NacCl, 5mM KClI, 2,45mM MgCl2.6H20, 11,1mM
glicose, pH 7,4) por um periodo de 2:00 hs. Apoés, estas foram congeladas em
ocetato (Tissue-Tek OCT Compound, Sakura) e mantidas a -80°C até 0 momento
da analise. Utilizando-se um criostato (CM 1850, Leica Microsystems, Alemanha),
cortes transversais da artéria mesentérica superior e artérias mesentéricas (8 pm)
foram obtidos e colocados em laminas silanizadas e secos em estufa a 37°C por
20 minutos. Apds, as laminas contendo os cortes foram lavadas e incubadas com
Krebs por 30 minutos a 37°C.

Decorrido o tempo, as laminas tiveram o excesso de liquido removido e, em
seguida, foi realizada a incubac¢do DHE 2 uM (30 minutos, 37°C) em camara Umida
e protegidos da luz (Camporez et al., 2011). A fluorescéncia emitida foi visualizada
em microscopio de fluorescéncia invertido (DM 2500, Leica Microsystems,
Alemanha) equipado com camera fotogréafica, utilizando uma objetiva de
fluorescéncia com aumento de 100X. O etideo unido ao nucleo das células foi
visualizado com Aexc: 515-560 nm e detectado com Aem:590 nm. As imagens foram
quantificadas pelo programa Image Pro Plus, sendo o resultado expresso como
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intensidade de fluorescéncia (unidades arbitrarias), normalizado pela intensidade

do background.

4.2.7 Deteccao da producdo de 6xido nitrico

A disponibilidade local de NO foi determinada utilizando
4,5diaminofluoresceina (DAF-2). Os procedimentos envolvidos desde a coleta das
amostras arteriais até os cortes das mesmas, seguem igualmente as condi¢des
descritas no protocolo de DHE.

Em sequéncia, as artérias mesentéricas foram incubadas com tampéo
fosfato (0,1 M) contendo CaClz (0,45M) em estufa a 37°C por 30 minutos para
remover o meio de inclusdo. Em seguida, as laminas foram secas e incubadas com
DAF-2 (8 uM) diluido em solucdo tampéao nas mesmas condicbes de tempo e
temperatura. A intensidade da fluorescéncia foi detectada a 515 nm e imagens
digitais foram coletadas no microscépio de fluorescéncia Leica DM 2500 com a
objetiva de 40x e camera Leica DFC 310 FX, usando a mesma configuragdo de
imagem para controle e grupos tratados. A densidade de fluorescéncia média foi

calculada usando o software MetaMorph.

4.2.8 Analise histoldgica de artérias mesentéricas superiores

A rigidez arterial depende basicamente do equilibrio entre componentes
distensiveis, como a elastina, e elementos menos distensiveis, como colageno e
fibronectina (Intengan et al., 1999a). O desequilibrio destas proteinas esta presente
em diversos quadros de doencas cardiovasculares, inclusive na hipertenséo.

Sendo assim, para determinar o conteudo de colageno no modelo
experimental do presente estudo, os segmentos da artéria mesentérica superior
foram removidos e transferido para um meio de inclusdo (Tissue-Plus® OCT
Compound) e, em seguida, congelados. Apds obtencdo dos cortes em criostado
(10 um), as seccoes arteriais foram coradas utilizando hematoxilina e eosina e
picrossirius red.

As imagens foram capturadas com um microscopio (Leica, objetiva 40x)

usando uma camera digital acoplada. As analises quantitativa e qualitativa do



54

conteudo e distribuicdo de colageno e elastina foram realizadas com o software

ImageJ Fiji.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os valores sao apresentados como médias + erro-padrao das médias (EPM).

Para cada curva dose-resposta a sensibilidade do agonista foi calculada
através de andlise de regressdo ndo-linear na qual pD2= [-log(EC50)]. A fim de
comparar os efeitos dos inibidores farmacolégicos sobre respostas vasodilatadoras
alguns resultados foram expressos como area abaixo da curva dose-resposta
(AUC) ou como diferencas entre as AUC (dAUC) antes e durante o uso do inibidor
farmacolégico. As AUC e dAUC foram calculadas a partir das curvas dose-
respostas individuais de cada animal em determinado grupo, sendo AUC expressa
como valor absoluto (indica a magnitude do envolvimento de uma via) e dAUC
expressa em porcentagem (mostra o envolvimento do mecanismo relativo a
resposta global).

Para a expressao de proteinas, os dados foram expressos como a razéo entre
as densidades de imunotransferéncia correspondente a proteina de interesse e [3-
actina.

Cada variavel dependente foi analisada usando ANOVA uma ou duas vias
regular ou de medidas repetidas seguido por um poés-teste de Tukey para
comparacdes multiplas sempre que adequado. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando GraphPad Prism (v. 6.0, GraphPad Software, Inc). A

significancia estatistica foi definido como p<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 EFEITOS DOS TRATAMENTOS COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE
A PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA DE RATOS COM
HIPERTENSAO RENOVASCULAR

No inicio do estudo (dia 0), antes da cirurgia para implantacédo do clipe na
artéria renal, os valores de PAS foram semelhantes em todos os grupos
experimentais. Ap6s uma semana da colocacéo do clipe (dia 7) houve um aumento
nos niveis pressoricos de maneira semelhante em todos os ratos 2K1C em
comparacao com ratos SHAM. Apos 21 dias de tratamento (dia 28), o alisquireno
foi capaz de induzir uma diminuicdo de 7% (15 mmHg) na PAS, em comparacao
com ratos 2K1C. Umareducgao de 11% (21 mmHg) no grupo tratado com L-arginina
e de 29% no grupo tratado com a associacao de alisquireno e L-arginina na PAS
foi observada em comparacdo com ratos 2K1C. Este resultado demonstra que a

monoterapia foi menos eficaz do que a combinacéo das drogas (Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e
associacdo do alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre a pressao arterial

sistélica (PAS, mmHg) em ratos com hipertensdo renovascular 2K1C.

SHAM 2K1C ALSK L-ARG ALSK+L-ARG

PAS dia0 122,2+3,45 121,6%3,1 118,8+3,14 121,8+2,2 120,2+2,31
PAS dia7 120,2+3,64 214,4+11,8" 217,8+10,24" 197,5+8,92° 198,1416,45
PAS dia 14 118,3%5,21 210,25+4,75" 205,8+8,23" 182,2+7,21" 152,52+8,12*

PAS dia28 112,9,4+2.22 201,9+9.79 201,9+14.81° 175,6+9,14" 137,9+4,42*"

PAS aferida nos dias 0, 7, 14 e 28 foram mensuradas por pletismografia de cauda. *P <0,05 em
relacdo ao grupo SHAM; #P <0,05 em relagéo ao grupo 2K1C; +P <0,05 em relag&o ao grupo ALSK.
Dados estdo expressos como média + EPM, n=8 por grupo; ANOVA (uma e duas vias) seguido de
Tukey. *p< 0,05.

No intuito de validar os dados obtidos por pletismografia, ao final do protocolo
experimental, os animais foram cateterizados e foi aferida a presséo arterial direta
nos ratos acordados. A PAS direta demonstrou valores semelhantes aos obtidos
por pletismografia de cauda no final do tratamento, assim como as alteragbes

apresentadas na PAS foram acompanhadas da mesma forma quando avaliamos
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a PAM. Por outro lado, todos os tratamentos foram capazes de reduzir a PAD
guando comparado ao grupo 2K1C. Em relacao a frequéncia cardiaca nao houve

diferenca entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2: Efeitos do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e
associacao do alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre a pressao arterial
direta (mmHg) e frequéncia cardiaca em ratos com hipertensdo renovascular
2K1C.

SHAM 2K1C ALSK L-ARG ALSK+L-ARG

PAS 117,02+5,12 202,21+4,63 195,058+6,01  152,19+5,56 123,91+1,69
PAD 82,12+1,21 132,21+7,45° 105,61+10,61% 103,62+4,20% 87,29+3,2%
PAM 107,21+2,54 172,31+5,85°  160,24+9,65" 135,23+5,54%  108,87+8,18%*

FC 380,10+23,12 371,82+26,02 401,02+23,85 367,40+11,52  368,48+9,15

PAS, PAD, PAM e FC diretas foram mensuradas por cateteriza¢do da artéria femoral. *P <0,05 em
relacdo ao grupo SHAM; #P <0,05 em relagdo ao grupo 2K1C; +P <0,05 em relag&o ao grupo ALSK;
¥ P < 0.05 vs L-ARG. Dados estao expressos como média + EPM, n=8 por grupo; ANOVA (uma e
duas vias) seguido de Tukey. *p< 0,05.

5.2 EFEITOS DO TRATAMENTO COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE
FUNCAO VASCULAR DO LEITO MESENTERICO ISOLADO

Em relacdo a curva dose-resposta a Noradrenalina (NA) que esta
representada na tabela 3 e figura 10A no leito vascular mesentérico, observa-se
que a hipertensdo renovascular (grupo 2K1C) aumentou as respostas contrateis
induzidas pela NA nas artérias mesentéricas (Figura 10A), embora néo tenha
produzido diferenca na resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD2) quando
comparado ao grupo SHAM e aos demais grupos que receberam tratamento
(Tabela 3).

Apoés 21 dias de tratamento observou-se uma resposta vascular diminuida
significativa em todos os grupos quando comparado ao grupo 2K1C, no entanto
essa magnutude foi maior nos grupos L-ARG e ALSK+L-ARG assim como
observado na area abaixo da curva (AAC) (Figura 10B).
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Para avaliar se os tratamentos com L-arginina e alisquireno foram capazes
de alterar o relaxamento dependente do endotélio, foi realizada curva dose-
resposta a ACh, sendo representada na figura 10C e tabela 4.

A resposta mediada por este agonista vasodilatador produziu um
relaxamento dependente da dose da droga em todos os grupos estudados. No
entanto, a responsividade vascular a ACh foi significativamente prejudicada no
grupo 2K1C e os tratamentos melhoraram o relaxamento mediado pela ACh,
mostrando valores semelhantes ao grupo SHAM (Figura 10C e Tabela 4).

A resposta maxima de relaxamento dependente do endotélio induzida pela
ACh nos LVMs foi significantemente menor nos animais do grupo 2K1C quando
comparada a resposta dos grupos SHAM e dos tratamentos isolados ou em
associacao.

O efeito dos tratamentos com alisquireno, L-arginina e a associacdo de
ambos sobre a resposta vasodilatadora também pode ser observada por meio da
andlise da AAC ou Rmax induzida pela ACh. N&o houveram diferencas entre os
grupos tratados em relagcéo a sensibilidade a ACh (pD2), apenas na comparacao
do grupo 2K1C com o SHAM (Tabela 4).
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seguido de Tukey. *p< 0,05.



58

L-NAME (100 uM) foi usado para investigar o papel putativo do NO nos
efeitos do tratamento com alisquireno e L-arginina na resposta contratil induzida
pela NA. A curva de dose-resposta para a NA foi deslocada para a esquerda nas
artérias mesentéricas de todos os grupos (Figura 11 A-E). No entanto, esse efeito
foi menor no leito das artérias mesentéricas do grupo 2K1C e ALSK, conforme
indicado pelos valores da AAC (Figura 11 F).

Na resposta vasodilatadora, notamos efeitos semelhantes. Todos os grupos
apresentaram resposta vasodilatadora prejudicada a acetilcolina apds bloqueio
com L-NAME (Figura 12 A-E).

Observou-se maior magnitude nas artérias mesentéricas de animais tratados
com L-arginina e com a associacdo de alisquireno e L-arginina, sugerindo um

possivel aumento da modulacao/biodisponibilidade do NO.
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com L-NAME (2K1C L-NAME); (C) ALSK e apés a incubacé@o com L-NAME (ALSK L-NAME); (D) L-
ARG e ap0s a incubacdo com LNAME (L-ARG L-NAME); (E) ALSK+L-ARG e ap6s a incubagao com
L-NAME (ALSK+L-ARG L-NAME); (F) Diferenga percentual da area abaixo da curva (dAAC%) dose-
resposta a ACh antes (auséncia de inibidores farmacoldgicos) e ap6s a inibicdo com L-NAME. As
respostas de relaxamento estdo expressas como porcentagem na reducgéo da pressao de perfusdo
relativa a contragéo induzida pela NE. Dados estédo expressos como média + EPM, n=8 por grupo.
Os simbolos representam média £+ EPM; ANOVA (uma e duas vias) seguido de Tukey. *p< 0,05.
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Para investigar o papel dos prostandides na resposta a NA produzida pelos
tratamentos, as artérias mesentéricas foram incubadas com um inibidor n&o
seletivo da ciclooxigenase, indometacina (10 yM) mais L-NAME (100 uM).

As respostas vasoconstritoras a NA diminuiram nas artérias de resisténcia
mesentérica do grupo ALSK+L-ARG quando comparado ao grupo 2K1C (Figura 13
E). Por outro lado, no grupo 2K1C e ALSK houve um aumento na resposta
vasoconstritora induzida pela NA (Figura 13 B e C), e no grupo L-ARG néao
observou-se diferenca com o duplo bloqueio (Figura 13 D).

O bloqueio duplo com L-NAME e indometacina promoveu uma reducao
significativa na resposta vasodilatadora em todos os grupos (Figura 14 A-E).
Resposta semelhante ao bloqueio apenas com L-NAME. Esses resultados indicam
que a associacao terapéutica entre L-arginina e alisquireno melhora a funcao
endotelial nas artérias mesentéricas resistentes, reduzindo a resposta contratil
moduladas pela noradrenalina, e que, possivelmente essa resposta € pela via dos
prostandides vasoconstritores.

Quando avaliamos a Rmax nos efeitos da NA em LVM observamos diferenga
apenas no grupo 2K1C quando comparado ao grupo SHAM. Entretanto, as
repostas mediadas pela Ach apresentaram diferenca apds o duplo bloqueio com L-
NAME e indomedacina quando comparadas as curvas sem bloqueio. Em relacao

ao pD2 né&o houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 13: Curva dose-resposta a NE nos LVMs de ratos com hipertensdo renovascular dos grupos:
(A) SHAM e apéds a incubacéo com L-NAME+Indo (SHAM L-NAME+Indo); (B) 2K1C e apés a
incubacdo com L-NAME+Indo (2K1C L-NAME+Indo); (C) ALSK e apés a incubacdo com L-
NAME+Indo (ALSK L-NAME+Indo); (D) L-ARG e apds a incubagdo com LNAME+Indo (L-ARG L-
NAME+Indo); (E) ALSK+L-ARG e ap6s a incubagdo com L-NAME+Indo (ALSK+L-ARG L-
NAME+Indo); (F) Diferenga percentual da area abaixo da curva (dAAC%) concentracdo-resposta a
NE antes (auséncia de inibidores farmacoldgicos) e ap0s a inibicdo com L-NAME e Indometacina.
Dados estao expressos como média + EPM, n=8 por grupo. Os simbolos representam média + EPM;
ANOVA (uma e duas vias) seguido de Tukey. *p<
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Figura 14. (A) Curva dose-resposta & ACh nos LVMs de ratos com hipertensdo renovascular dos
grupos: (A) SHAM e apo6s a incubacdo com L-NAME+Indo (SHAM L-NAME+Indo); (B) 2K1C e apés
a incubacdo com L-NAME+Indo (2K1C L-NAME+Indo); (C) ALSK e apés a incubacdo com L-
NAME+Indo (ALSK L-NAME+Indo); (D) L-ARG e apds a incubagdo com LNAME+Indo (L-ARG L-
NAME+Indo); (E) ALSK+L-ARG e ap6s a incubagdo com L-NAME+Indo (ALSK+L-ARG L-
NAME+Indo); (F) Diferenga percentual da area abaixo da curva (dJAAC%) dose-resposta a ACh
antes (auséncia de inibidores farmacolégicos) e apoés a inibicdo com L-NAME e Indometacina. As
respostas de relaxamento estdo expressas como porcentagem na reducgéo da pressao de perfusdo
relativa a contragdo induzida pela NE. Dados estao expressos como média + EPM, n=8 por grupo.
Os simbolos representam média £ EPM; ANOVA (uma e duas vias) seguido de Tukey. *p< 0,05.
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Tabela 3: Efeitos do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e associacao do alisquireno e L-arginina (ALSK + L-

ARG) sobre os valores de resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD2) das curvas dose-resposta a NE em leito mesenteérico

de ratos com hipertensao renovascular 2K1C.

NOR

L-NAME
L-NAME + INDO

Sham 2K1C ALSK L-ARG ALSK+L-ARG
Rrmas pD: Rrmas pD: Rrmas pD: Rrmas pD: Rrmas pD:
117.0+£571  -3.45£0.23 150.3 £+10.41  -3.8120.11 133.1+8.23 -3.78 £ 0.08 133.5 + 6.73 -3.74 £ 0.09 121.0 + 3.83 -3.76 £0.16
149.6 +8.74F  -3.01+0.00 223.8+24,73t 444029 146.2 +15.63  -4.0920.17 172.0 £+13.9 -3.91 £ 0.03 150.08 £5.11  -4.1220.11
40.59+9.62t -3.95+0.34 193.7+14.15  -3.79 £ 0.03 133.69+11.46 -3.6820.18 142.83 #22.36  -3.33 £0.09 115.00+14.4  -3.76 £0.18

Valores expressos em média + EPM; (n = 8 por grupo). PAS, PAD, PAM e FC diretas foram mensuradas por cateterizagdo da artéria femoral. *P <0,05 em
relacdo ao grupo SHAM; #P <0,05 em relacdo ao grupo 2K1C; +P <0,05 em relacdo ao grupo ALSK; f p<0,05; Rmax e pD2 entre os bloqueios.

Tabela 4: Efeitos do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e associa¢ao do alisquireno e L-arginina (ALSK + L-

ARG) sobre os valores de resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD2) das curvas dose-resposta a ACh em leito mesentérico

de ratos com hipertensao renovascular 2K1C.

Sham 2K1C ALSK L-ARG ALSK+L-ARG
Rmax pD2 Renax pD2 Rinax pD2 R pD2 Remax pD2
Ach 84.1+5.11 -4.83+0.08 53.9 + 5.06* -5.93 + 0.14% 77.3 +3.01# -462+038 71.8+2.7# 5.02+0.28 75.5 + 2.76# -5.04+0.33
L-NAME 466+4271 -540+0.11 223+3.09% t 5.82 4+ 0.65 209+4.15%t  -459+069 33.02+2.94%t -491+034 6.4 +366+1T  -6.03+0.44
L-NAME + INDO 489+3661 -5.68+0.61 21.1+48%+ 429+034 2549+6.70*t 536067 350+ 1568+t -494+043 47 +10.6+ -4.44 +0.47

Valores expressos em média + EPM; (n = 8 por grupo). PAS, PAD, PAM e FC diretas foram mensuradas por cateterizagdo da artéria femoral. *P <0,05 em
relacdo ao grupo SHAM; #P <0,05 em relacdo ao grupo 2K1C; +P <0,05 em relagao ao grupo ALSK; 1 p<0,05; Rmax e pD2 entre os bloqueios.
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5.3 EFEITOS DO TRATAMENTO COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE A
DEPOSICAO DE COLAGENO E ESPESSAMENTO DA PAREDE DA ARTERIA
MESENTERICA SUPERIOR

As respostas vasculares dependem da organizacdo da matriz extracelular, a
qual envolve propriedades de elasticidade e de resisténcia ao estiramento do vaso,
podendo alterar a morfologia e a rigidez vascular (Arenas; Zurbaran, 2002). Sendo
assim, a espessura da parede do vaso e a deposicdo de coladgeno foram
quantificadas em segmentos de artéria mesentérica superior dos grupos
experimentais.

A reducado do diametro interno, que ocorre na hipertensao, esta associada
ao espessamento da parede do vaso (Christensen; Mulvany, 2001). Em nosso
estudo, observamos alteracfes estruturais nas artérias mesentéricas promovidas
pelo modelo 2K1C, aumentando a espessura da parede do vaso. Os tratamentos
com L-arginina e a associacdo com alisquireno foram capazes de reduzir essas
alteracdes (figura 15 P).

A coloracéo por picrosirius é empregada na histologia como especifica para
o colageno (Constantine; Mowry, 1968). A medida do contetudo de colageno pela
coloracdo com picrosirius red mostrou um aumento da deposicdo de colageno
promovida pelo modelo 2K1C quando comparado ao grupo SHAM. Os tratamentos
com L-ARG, ALSK e a associacdo de ambos (ALSK+L-ARG) foram capazes em
reduzir o conteudo de colageno, principalmente no grupo L-ARG e a associacao
entre os tratamentos (ALSK+L-ARG), que apresentaram valores semelhantes aos
do grupo SHAM (Figura 15 Q).
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Figura 15. Imagens histologicas representativas de secdes arteriais microscopicas coradas
utilizando hematoxilina e eosina (HE) (SHAM:A-B; 2K1C:D-E; ALSK:G-H; L-ARG:J-K;ALSK+L-
ARG:M-N) e picrosirius red (PR) (SHAM:C; 2K1C:F; ALSK:l; L-ARG:L; ALSK+L-ARG:O) obtida de
artérias de resisténcia mesentérica de ratos controle e tratados com alisquireno e L-arginina.
Quantificacdo da espessura da parede do vaso (P) e quantificacdo do conteddo de colageno (Q).
Valores expressos em média £ EPM; (n = 7 por grupo). *P < 0.05 em relagéo ao grupo SHAM; #P <
0.05 em relagdo ao grupo 2K1C.

5.4 QUANTIFICACAO DA DISPONIBILIDADE LOCAL DE OXIDO NITRICO
UTILIZANDO 4,5DIAMINOFLUORESCEINA (DAF-2) EM ARTERIA
MESENTERICA SUPERIOR E LEITO VASCULAR MESENTERICO DE RATOS
COM HIPERTENSAO RENOVASCULAR

A disponibilidade local de NO foi determinada nas artérias mesentéricas
superior e de resisténcia dos grupos experimentais (Figura 16).

A hipertensdo 2K1C reduziu a producédo de NO in situ em artéria mesentérica
superior e leito vascular mesentérico quando comparado ao grupo SHAM (16B e
G). Entretanto, os segmentos arteriais do grupo L-ARG e ALSK+L-ARG
apresentaram maior producéo local de NO tanto nas artérias mesentéricas superior
como nos segmentos de resisténcia, corroborando os dados obtidos apds o
bloqueio farmacol6gico com L-NAME. No entanto, o tratamento em monoterapia
com o alisquireno foi capaz de aumentar a producdo de NO apenas em segmentos

de artéria mesentérica superior (Figura 16C).
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Figura 16. Imagens de microscopia apresentam a fluorescéncia emitida por 4,5 diaminofluoresceina
(DAF-2) na artéria mesentérica superior e artérias mesentérica de resisténcia dos ratos Sham (A;F),
2K1C (B;G), ALSK (C;H), L-ARG (D;l) e ALSK+L-ARG (E;J). Grafico com valores da fluorescéncia
emitida por diaminofluoresceina (DAF-2) em artéria mesentérica superior (K) e leito vascular
mesentérico (L). Valores expressos em média £+ EPM; (n = 7 por grupo). * P <0.05 em relacdo ao
grupo SHAM; # P < 0.05 em relagdo ao grupo 2K1C.
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5.5 QUANTIFICACAO DA GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
PELA OXIDACAO DO DIHIDROETIDEO (DHE) EM ARTERIA MESENTERICA
SUPERIOR E LEITO VASCULAR MESENTERICO DE RATOS COM
HIPERTENSAO RENOVASCULAR

Em condicdes basais, a andlise da fluorescéncia produzida pelo DHE na
artéria mesentérica superior e artéria mesentérica de resisténcia revelou um
aumento da produgédo de EROs nos animais 2K1C (17 B e G), e que os tratamentos
com ALSK, L-ARG e ALSK+L-ARG foram efetivos em reduzir seus valores de
fluorescéncia normalizados, corrigindo o aumento da producdo de EROs em artéria
mesentérica superior (Figura 16 C, D e E respectivamente). No entanto, em artéria
mesentérica de resisténcia apenas os grupos L-ARG e ALSK-ARG (Figura 16 1 e J)

foram capazes de normalizar os valores de fluorescéncia.



70

0.08+ *

0.06

0.04 -

(UA)

0.024

DHE Fluorescéncia

0.00-

15000+

10000+

(U.A)

5000+

DHE Fluorescéncia

Figura 17. Imagens de microscopia apresentam a fluorescéncia emitida por dihidroetideo na artéria
mesentérica superior e artérias mesentérica de resisténcia dos ratos SHAM (A;F), 2K1C (B;G),
ALSK (C;H), L-ARG (D;l) e ALSK+L-ARG (E;J). Grafico com valores da fluorescéncia emitida por
dihidroetideo em artéria mesentérica superior (K) e leito vascular mesentérico (L). Valores expressos
em média £ EPM; (n = 8 por grupo). * P <0.05 em relagdo ao grupo SHAM; # P < 0.05 em relagdo
ao grupo 2K1C.
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5.6 EXPRESSAO PROTEICA DO ESTRESSE OXIDATIVO E INFLAMACAO NO
LEITO VASCULAR MESENTERICO DE RATOS COM HIPERTENSAO
RENOVASCULAR TRATADOS COM ALISQUIRENO E L-ARGININA

Visando melhor elucidar qual mecanismo estaria atuando no processo de
melhora na funcao vascular nos ratos tratados com alisquireno, L-arginina e com a
associacdo de ambas as terapias, a expressado de eNOS, INOS, SOD-2, catalase,
COX-2, TNF-a e AT1R foram avaliadas de modo a melhor compreender a
participagéo do estresse oxidativo e inflamag¢ao nesse processo.

Assim, em condi¢Bes basais (o leito vascular mesentérico foi retirado logo
apos a eutanasia do animal) a expressao da eNOS, iINOS, SOD-2, catalase, COX-
2, TNF-a e AT1R e B-actina foram detectadas através da técnica de Western Blot
nos diferentes grupos estudados (Figura 18 — A-G).

Visando explicar por qual mecanismo estaria ocorrendo o0 aumento da
modulacdo endotelial pelo NO nos ratos tratados com a terapia associada de
alisquireno e L-arginina, a expressao proteica da isoforma endotelial (eNOS) e
induzivel (INOS) da sintese do 6xido nitrico foram avaliadas. Foi observado que o
tratamento isolado com L-arginina e sua associacdo com o alisquireno aumentou a
expressao proteica da eNOS quando comparado aos grupos 2K1C e tratado com
alisquireno (ALSK) (Figura 18 A). Adicionalmente, ao avaliarmos a expressao
proteica de INOS nos segmentos arteriais observamos um aumento na expressao
proteica da INOS no grupo 2R1C e ALSK comparados aos demais grupos
estudados (SHAM, L-ARG e ALSK+L-ARG) (Figura 18 B).

Sabe-se que a superoxido dismutase (Mn SOD2) catalisa a dismutacao do
anion superéxido em oxigénio e peréxido de hidrogénio e que a catalase decompde
0 peroxido de hidrogeénio, impedindo este radical livre de reagir com o NO, assim
aumentando sua biodisponibilidade. Por este motivo, analisamos a expressao da
Mn SOD?2 e catalase. A expressdo da SOD-2 e Catalase foram reduzidas nos
animais 2K1C quando comparado ao grupo SHAM (Figura 18 C e D). Os
tratamentos com L-arginina, alisquireno e a associacdo de ambos foram efetivos
em aumentar a expressdo de SOD-2 (Figura 18 C). Entretanto, apenas o0s
tratamentos com L-arginina e sua associagao com o alisquireno foram efetivos em

aumentar a expressao de Catalase (Figura 18 D).
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A expressdo de COX-2 foi significativamente maior no grupo 2K1C. Os
grupos L-ARG e ALSK+L-ARG foram efetivos em reduzir essa expressao.
Entretanto, a monoterapia com alisquireno manteve niveis elevados da expressao
de COX-2 (Figura 18 E). Achado esse que se relaciona com um aumento na
expressdo de TNF-a nos grupos 2K1C e ALSK quando comparados aos grupos
SHAM, L-ARG e ALSK+L-ARG (Figura 18 F).

A expressao dos receptores AT1 foi significativamente maior no grupo 2K1C
quando comparado ao grupo SHAM. Todos os tratamentos foram efetivos na
reducdo da expressao de receptores AT1, no entanto apenas os grupos L-ARG e

ALSK+L-ARG se aproximando a valores semelhantes ao grupo SHAM (Figura 18
G).
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Figura 18. Efeitos do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e a associacdo de
alisquireno e L-arginina (ALSK+L-ARG) sobre a e expressao proteica da eNOS (A), iINOS (B), SOD-
2 (C), catalase (D), COX-2 (E), TNF-a (F) e AT1R (G) no leito vascular mesentérico. Na parte lateral
estdo as bandas representativas da expressao proteica. Valores expressos em média £ EPM entre
a densidade das bandas de eNOS, iINOS, SOD-2, catalase, COX-2, TNF-a e AT1R corrigidos pela
B-actina; (n = 8 por grupo). * P <0.05 em relac&o ao grupo SHAM; # P < 0.05 em relacdo ao grupo
2K1C; + P < 0.05 em relacdo ao grupo ALSK.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo forneceu trés novas descobertas importantes que sao
relevantes para a consideracdo do uso da associacdo de ALSK+L-ARG para a
farmacoterapia do tratamento da hipertensao renovascular. O primeiro achado foi
uma significativa melhora nas respostas vasculares apos 21 dias de tratamento,
atingindo valores estatisticamente semelhantes ao grupo SHAM. O segundo
achado foram os beneficios no remodelamento vascular da artéria mesentérica
superior. O terceiro achado foi a reducdo do estresse oxidativo e aumento da
producao e/ou biodisponibilidade do NO no leito mesentérico.

Existem diferentes grupos farmacologicos sendo utilizados na pratica clinica
de modo a contrapor-se ao SRAA, como os IECA, BRAs e o alisquireno, um inibidor
direto de renina (Gradman; Kad, 2008). Adicionalmente, tem se investigado a
capacidade do farmaco em aumentar a biodisponibilidade de NO e diminuir o
estresse oxidativo. Diante disto, escolhemos um medicamento que atua
bloqueando o SRAA, o alisquireno, e o amino&cido L-arginina, precursor da sintese
do principal vasodilatador derivado do endotélio, o NO, para avaliar seus efeitos
isolados e associados sobre a reatividade vascular mesentérica, remodelamento
vascular e a participacdo do sistema antioxidante e inflamatorio de ratos com
hipertenséo renovascular, o que poderia propor uma nova abordagem terapéutica
contra a progressdao da doenca, ou pelo menos contribuir para uma melhor
elucidacdo dos componentes que envolvem a fisiopatologia da hiper-ativacao do
SRAA. Mediante estas informacfes, a importancia desse estudo reside no fato de
avaliar e tornar mais conhecido o efeito do tratamento por 21 dias de alisquireno e
L-arginina de forma isolada e associada na hipertensdo renovascular sobre o

sistema cardiovascular.

6.1 EFEITOS SOBRE OS NIVEIS PRESSORICOS

Os resultados mostraram que o tratamento com alisquireno de forma isolada
nao promove efeitos anti-hipertensivos no modelo de hipertensédo 2K1C; achado
esse que se repete em outros trabalhos do laboratorio. Uma provavel explicacdo
para esse achado poderia se relacionar ao fato de que existem vias alternativas

para a formacdo de Ang Il, ndo dependentes de ECA, que estdo envolvidas na
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ativacdo do SRAA (Strasser et al., 2007). Além da ECA, a quimase pode atuar
sobre a Angio | e formar Angio Il, que também pode ser formada a partir do
angiotensinogénio pela via da catepsina G e da tonina (Atlas, 2007). Sendo assim,
depois de formada a Ang Il pode se ligar a seus receptores AT1 e promover sua
acao.

Adicionalmente, uma acao intermediaria de outras enzimas da familia das
angiotensinas podem estar atuando na manutencdo dos niveis pressoéricos
elevados como na retencdo de sddio e agua por intermédio da Angiotensina Ill
(Martins et al., 2013; Bader, 2010). No entanto, ndo podemos contestar a hipotese
de que uma dose mais elevada de alisquireno do que a utilizada neste estudo
poderia provocar reducdo da pressao arterial. Como demonstrado no estudo
desenvolvido por Hermanowicz et al. (2013) que utilizou alisquireno nas doses de
10, 30 e 100mg.kg*.dia! por 10 dias em ratos 2K1C e sé com a maior dose houve
reducdo da PAS. Além disso, o estudo de Martins et al. (2013) utilizou a mesma
dose utilizada em nosso estudo e observou que apds 3 semanas de tratamento, a
PAS nao foi reduzida, porém apds 4 semanas houve uma reducao significativa da
PAS. Rashikh et al. (2012) demonstraram que a terapia apenas com alisquireno foi
capaz de reduzir o aumento da frequéncia cardiaca e pressao arterial justificando
0 uso do mesmo como farmaco anti-hipertensivo, porém, em doses mais elevadas.
Adicionalmente, a ativagdo do SRAA aumenta o estresse oxidativo principalmente
pelo aumento das concentragdes de Ang Il circulante (Braga et al., 2008; Botelho-
Ono et al., 2011). O bloqueio do SRAA pode reduzir o estresse oxidativo, reduzindo
assim o dano oxidativo celular, corroborando com alguns estudos anteriores que
apontam para um possivel efeito antioxidante do alisquireno (Rashikh et al., 2012;
Martins et al., 2013).

Por outro lado, a administracéo isolada de L-arginina foi capaz de reduzir,
apesar de ndo normalizar, a PAS de ratos com hipertenséo renovascular (Gouvea
et al., 2004; 2008; Santuzzi et al., 2014; Tiradentes et al., 2015), corroborando com
nossos achados, demonstrando dessa forma que o tratamento com L-arginina
apresenta significativo efeito sobre a redugéo dos niveis pressoricos, e sobretudo,
na protecdo de oOrgdos-alvo, considerando sua capacidade de aumentar a

disponibilidade de NO e diminuir o estresse oxidativo (Deng et al., 1995; Ackermann
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etal., 1998; Mengal et al., 2015). Esse fato aponta para o tratamento com L-arginina
como promissor na reducao da hipertenséao arterial.

Varios mecanismos poderiam justificar as acdes do tratamento com L-
arginina, um deles seria 0 aumento na formagao de NO no rim. O aumento na
formacédo de NO pode ser um componente importante na reverséo da hipertensao
renovascular 2K1C por facilitar a reperfusdo renal, cardiaca e promover
vasodilatacao sistémica. Assim como tem sido demonstrado que o NO contribui
para ambas as fases, inicial e cronica da hipertensdo 2K1C, uma vez que o seu
efeito vasodilatador é capaz de reduzir a hipertensdo e manter a perfusdo para
ambos 0s rins por contrabalancear a vasoconstricdo independente da Ang Il
(Sigmon; Beierwaltes, 1998). Adicionalmente, existe um efeito benéfico na L-
arginina sobre o controle da pressao arterial, uma vez que o aumento da
biodisponibilidade de NO esta relacionado a acdes antioxidantes, por interacdes
diretas entre NO e EROs.

Achados anteriores do nosso laboratério mostram que a combinagao destas
terapias resultou ndo apenas na reducéo significativa da hipertensao arterial, mas
também melhorando a diurese e natriurese nos animais hipertensos tratados,
reversdo da hipertrofia cardiaca, aumento da massa do rim clipado e reducéo
significativa da atividade da ECA no plasma, coracdo e rim cuja artéria renal
recebeu o clipe e melhora na funcéo barorreflexa (Santuzzi et al., 2014; Tiradentes
et al., 2015; Mengal et al., 2015).

6.2 EFEITOS SOBRE A MORFOLOGIA VASCULAR

A hipertensao arterial é considerada uma doenca inflamatéria crénica que
apresenta elevada prevaléncia em nivel mundial. Normalmente, é associada a
alteracdes vasculares estruturais, mecanicas e funcionais, como aumento da
relacdo parede:limen, rigidez vascular (Montezano et al., 2015) e aumento as
respostas vasoconstritoras aos diferentes agonistas (Drummond et al., 2011,
Schiffrin, 2012), que resultam no desenvolvimento de doencas e complicacbes
cardiovasculares (Perticone et al., 2001; Schiffrin, 2018).

Os niveis elevados da pressao arterial sdo decorrentes de diversos fatores,

inclusive do aumento da resisténcia vascular de artérias localizadas na parte distal
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da vasculatura arterial, e o didmetro dessa vasculatura tem fundamental
importancia no aumento da resisténcia (Christensen; Mulvany, 2001).

Em nosso estudo, observamos alteragfes estruturais e mecéanicas na artéria
mesentérica superior de ratos com hipertensdo 2K1C. Esses achados foram
acompanhados pela diminuicdo da deposicédo de colageno na parede das artérias
mesentéricas apos 0s tratamentos, que €, pelo menos em parte, responsavel pela
rigidez arterial. Entretanto sobre a espessura da parede do vaso, apenas 0s
tratamentos com L-arginina (L-ARG e ALSK+L-ARG) foram efetivos em reduzir a
hipertrofia causada pela hipertensao renovascular.

Através do aumento da producdo de Ang Il, a ativacdo do SRAA
desempenha um papel importante no desenvolvimento das alteragdes funcionais e
estruturais das artérias resistentes em hipertenso (Savoia et al., 2011). Estudos
experimentais e clinicos demonstraram que o remodelamento vascular de
pequenas artérias de resisténcia pode ser normalizado pelo tratamento com drogas
gue antagonizam o SRAA (IECA e BRA) (Agabiti-Rosei et al., 2009). Isso pode ser
devido em parte a reducdo da pressado arterial, bem como ao antagonismo dos
efeitos mediados por Ang Il na vasculatura, incluindo vasoconstricao, crescimento
celular e inflamacéo (Sharifi et al., 1998; Li et al., 1997). Em particular, foi
demonstrado que a ECA melhora o remodelamento vascular em pacientes
hipertensos, independentemente do controle da pressdo arterial (Sharifi et al.,
1998).

O remodelamento vascular induzido pela hipertensao esta associado a uma
resposta pro-inflamatéria aumentada, crescimento celular e fibrose na parede
vascular (Schiffrin, 2004; Mulvany, 2002). A ang Il pode promover fibrose vascular
e remodelamento através de varios mecanismos, incluindo a inibicdo da atividade
da eNOS (Cai; Harrison, 2000). Dados de estudos clinicos e experimentais indicam
gue os medicamentos que aumentam a atividade da eNOS desempenham um
papel protetor no sistema cardiovascular através do aumento da producdo de NO
(Forstermann; Munzel, 2006; Schmerbach et al., 2010. Esse resultado também foi
encontrado em nossos achados. A inflamagao vascular e a remodelagéo induzidas
por sistemas neuro-hormonais, incluindo o SRAA, podem envolver a ativagdo da
sinalizacao intracelular relacionada ao aumento da producdo de EROs (Touyz;
Briones, 2011).
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Em ratos hipertensos dependentes de Ang I, o tratamento com superéxido
dismutase (SOD) encapsulado em lipossomos, miméticos de SOD ou vitaminas
antioxidantes reduziu a producdo de espécies reativas vasculares de oxigénio,
diminuicdo da pressao arterial, remodelamento vascular regressado e melhora da
funcdo endotelial (Laursen et al., 1997; Chen et al., 2001). O2*" gerado por
NAD(P)H oxidase contribui para o0 aumento do crescimento de células do musculo
liso vascular mediado por Ang Il na hipertensao (Touyz et al., 2002; Griendling et
al., 2000a). Ambos O2*~ e H202 sdo mitégenos potentes que provocam efeitos via
MAP cinases (p38 MAP cinase, JNK, ERK-5) e tirosina cinases (Src, JAK2, STAT,
p21lRas, Pyk2 e Akt), através da transativacdo de tirosina cinases receptoras e
aumentando expressao de genes indutores de crescimento (Griendling et al.,
2000b). O bloqueio da atividade da NAD(P)H oxidase inibe a hipertrofia das células
musculares lisas induzidas por Ang Il e diminui o remodelamento vascular (Touyz
et al., 2002; Griendling et al., 2000a), apoiando um papel importante das espécies
reativas de oxigénio como indutores do remodelamento vascular patogénico
encontrado na hipertenséo.

Nesse contexto, 0 NO desempenha um papel antioxidante ao neutralizar o
estresse oxidativo (Giordano, 2005; Gamboa et al., 2007) e, portanto, pode

contribuir para a melhora do remodelamento cardiovascular e da funcdo endotelial.

6.3 EFEITOS SOBRE A DISFUNCAO VASCULAR

Além das alteracdes estruturais, alteracdes na regulacao vasomotora devido
ao aumento da vasoconstricdo e/ou diminuicdo da vasodilatacdo, podem estar
contribuindo para o aumento da resisténcia periférica e, consequentemente, para a
elevacao da pressao arterial em resposta a multiplos estimulos.

A hipertensdo é um processo multifatorial que inclui disfuncdo endotelial e
resulta principalmente no prejuizo da biodisponibilidade de NO devido a uma
diminuicdo na producéo deste gas e/ou aumento da sua degradacéo associado a
producado de O2*~ (Tang; Vanhoutte, 2010). Portanto, a consequéncia final pode ser
aumento das respostas contrateis e/ou diminui¢cdo das respostas vasodilatadoras.

Conforme observado em nossos resultados, os animais do grupo 2K1C

apresentaram uma hipercontratilidade em relacdo aos demais grupos. Sugere-se



79

que a hipertensdo 2K1C pode desencadear um desequilibrio na sintese e/ou na
liberacdo de fatores endoteliais responsaveis pela vasomotricidade.

Dos muitos agonistas vasoconstritores envolvidos na hiper-responsividade
vascular na hipertensdo, a Ang Il parece ser uma dos mais importantes, uma vez
gue a reatividade vascular a Ang Il foi, na maioria das vezes, aumentada em
modelos de hipertensédo experimental e humana (Touyz; Tolloczko; Schiffrin, 1994;
Schiffrin; Deng, Larochelle, 1993). Esses efeitos podem ser diretos ou indiretos
através do aumento da atividade simpética (Dendorfer et al., 2002). A regulagéo da
contracdo vascular induzida por Ang Il € geralmente atribuida a um aumento
mediado pela proteina G na concentracdo de Ca?* citoplasmatico livre, que é o
mecanismo de ativagdo da maquinaria contratil das células do musculo liso
vascular. Estudos em artérias intactas e células musculares vasculares isoladas de
ratos hipertensos experimentalmente demonstraram que muitos dos eventos
mediados por Ang Il sdo regulados e contribuem, pelo menos em parte, para o
aumento da reatividade, vasoconstricdo exagerada e aumento do tonus vascular
na hipertensao.

Por outro lado, no presente estudo, observou-se que os tratamentos com L-
arginina ou sua associacdo com alisquireno (ALSK+L-ARG) promoveram uma
diminuicdo, dose dependente, da reatividade a norepinefrina no leito mesentérico
comparado ao grupo 2K1C.

Uma vez que o endotélio funciona como importante regulador do ténus
vascular através da liberacdo de substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras,
estudos apontam para um desequilibrio em diversas condi¢cdes patolégicas no
controle vasomotor, inclusive na hipertensao (Luscher et al.,1992; Triggle et al.,
2003). No presente trabalho pode-se pressupor que héa alteracao endotelial advinda
da hipertenséo renovascular e que os tratamentos, principalmente os tratamentos
com L-arginina (L-ARG e ALSK+L-ARG), sejam capazes de restaurar o
desequilibrio na sintese, na liberacdo e/ou no efeito de algum desses mediadores
capazes de relaxar ou contrair o musculo liso vascular, tendendo a uma melhora
nesses componentes e consequentemente no controle da presséao arterial.

A partir das alteracbes observadas nas respostas contrateis, que
demonstram um desequilibrio na funcdo endotelial, foi investigado como a

hipertensdo 2K1C e os diferentes tratamentos propostos alterava o relaxamento
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vascular dependente do endotélio. Para isto, foram realizadas curvas dose-
resposta a acetilcolina, que promove relaxamento dependente do endotélio, no leito
mesentérico. Nossos achados demonstram que todos os tratamentos foram
capazes de restaurar o relaxamento dependente do endotélio, sugerindo uma
preservacao na resposta vasodilatadora dependente do endotélio, ou seja, foi
capaz de prevenir 0 prejuizo na producado e/ou liberacdo de NO pela acetilcolina
promovida pela hipertensao renovascular.

No modelo experimental de hipertensdo 2K1C ocorre disfuncao endotelial
com geracao de espécies reativas de oxigénio e menor biodisponibilidade de NO
(Arruda et al.,2005). Neste sentido, nossos resultados demostram que o0s
tratamentos foram eficientes em aumentar a producéo in situ de NO em artérias
mesenteéricas superior e de resisténcia. No entanto, a monoterapia com alisquireno
foi capaz de reduzir o estresse oxidativo apenas na artéria mesentérica superior, 0
gue em parte pode contribuir para a melhora do remodelamento vascular observado
nesse grupo e consequentemente nas respostas vasculares.

O peroxido de hidrogénio produzido na reacdo dismutase de O2 pela
superéxido dismutase (SOD) tem sido extensivamente estudado (Rubanyi, 1988,
Touyz et al., 2018). Dependendo da sua concentragédo, o H202 pode ativar as vias
de sinalizacdo que levam ao relaxamento vascular (Sato et al., 2005, Zhang et al.,
2012). Nesse sentido, o tratamento com L-arginina e alisquireno aumentou 0s
niveis de SOD o que poderia estar contribuindo na reducdo das respostas
contrateis a norepinefrina e melhora da funcédo vascular. Observamos também
aumento da expressdao da catalase nos grupos tratados com L-arginina
determinando um importante efeito antioxidante produzido pela L-arginina e uma

potencializacdo do efeito quando associado ao alisquireno.

6.3.1 Via do 6xido nitrico

Dentre os componentes vasoativos do endotélio, o NO se destaca pelo seu
efeito vasodilatador, além de um potente inibidor da adesdo e agregacao
plaguetaria e da proliferacdo de células do musculo liso vascular (Cannon, 1998).

Sua sintese é estimulada por varios fatores, como receptores endoteliais e pelas
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forcas de cisalhamento produzidas pelo fluxo sanguineo no vaso (shear stress)
(Palmer et al., 1987).

Neste estudo, o L-NAME, em leito mesentérico de ratos 2K1C tratados com
alisquireno, L-arginina ou a combinacdo de ambos potencializou a resposta
vasoconstritora a norepinefrina em todos os grupos analisados, entretanto, essa
resposta foi potencializada em maior propor¢ao nos grupos tratados com L-arginina
(L-ARG e ALSK+L-ARG) quando comparado ao grupo 2K1C. Esse fato sugere que
o tratamento com L-arginina em leito mesentérico além de diminuir a reatividade
vascular, aumenta a modulacédo endotelial na resposta contrétil a norepinefrina por
aumentar a biodisponibilidade de NO, mostrando efetividade na melhora das
respostas contrateis e inclusive dilatadora. Corroborando com os dados funcionais,
0s resultados obtidos através da producdo local de NO também se mostrou
aumentada nos grupos tratados com L-arginina, assim como na expressao protéica
de eNOS e reducéo de INOS em artérias mesentéricas desses grupos. A iNOS,
cuja expressao é dificilmente detectada em células endoteliais vasculares e de
musculo liso em condic¢des fisioldégicas (Wu; Tyml; Wilson, 2008), pode ter sua
expressdo aumentada apos estimulacdo inflamatéria ou de citocinas, o que
contribui para lesdo vascular e aumento do estresse oxidativo (Xia; Zweier, 1997,
Chatterjee; Catravas, 2008). Nesse contexto, o tratamento isolado com alisquireno
nao foi capaz de aumentar a expressao proteica de eNOS, assim como nao foi
eficiente em reduzir a expressao proteica de iNOS e de proteinas inflamatorias.
Respondendo na mesma ineficiéncia em diminuir o estresse oxidativo local de
artérias de resisténcia. Esses resultados podem explicar, pelo menos em parte 0s
niveis pressoricos que permanecem altos nos animais tratados em monoterapia
com alisquireno.

Além disso, estudos anteriores demonstraram que a iNOS é capaz de gerar
0 superoxido independente da producdo de NO (Rochette et al., 2013; Amaral et
al., 2013). Sendo assim, parece que 0s tratamentos propostos nesse estudo séo
capazes de controlar o aumento da isoforma INOS no leito mesentérico de ratos
com hipertensao renovascular e possivelmente por reduzir respostas inflamatérias
locais e estresse oxidativo.

Evidéncias corroboram com 0s nossos achados, mostrando que o

tratamento com alisquireno aumenta a biodisponibilidade de NO e ainda melhora a
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aterosclerose em modelos animais (Imanishi et al., 2008; Nussberger et al., 2008).
Adicionalmente, a suplementacéo oral de L-arginina vem demonstrando ser efetiva
no aumento substancial dos niveis de NO e do status antioxidante, tanto em ratos
como em humanos (Jablecka et al., 2004; Senbel et al., 2014), dados estes também
demonstrados em nossos estudos. Diante destas evidéncias, podemos sugerir que
a reducao no estresse oxidativo e consequentemente aumento na producdo de NO
podem ser importantes ferramentas para a melhora nos parametros vasculares e,
inclusive, na reducédo da pressao arterial. Resultados esses que parecem ser
mediados principalmente pela L-arginina e potencializado quando associado ao
alisquireno.

Estudos anteriores corroboram com nossos achados, mostrando que o
tratamento com alisquireno aumenta a biodisponibilidade de NO e melhora
arteriosclerose em modelos animais (Imanishi et al., 2008; Nussberger et al., 2008),
assim como a suplementacéao oral de L-arginina vem demonstrando ser efetiva no
aumento substancial dos niveis de NO e do status antioxidante, tanto em ratos
como em humanos (Gouvea et al.,2004; Jabtecka et al., 2004).

6.3.2 Modulacédo da vasomotricidade pelos prostandides derivados da via da

ciclooxigenase (COX)

O efeito inibitorio do L-NAME no relaxamento induzido pela ACh n&o foi
modificado pelo bloqueio das PGs derivadas da COX, com base na analise
farmacoldgica utilizando o bloqueio simultdneo com L-NAME e Indo. Entretanto
nas respostas vasoconstritoras apds o bloqueio com L-NAME+Indo podemos
observar um aumento na reposta vasoconstritora induzida pela hipertenséo
renovascular, resposta essa que foi reduzida apenas no grupo tratado em
associacao de L-arginina e alisquireno.

Em modelos experimentais de hipertensdo foi notada maior expresséo da
COX-2 e maior participacdo dos prostandides contrateis derivados desta via na
resposta vascular (Alvarez et al.,, 2005). Assim, sabe-se também que ha um
sinergismo entre as vias que ligam a formagéo de EROS e prostanoides derivados
da COX-2 e que, ambos, por sua vez, podem comprometer a funcdo endotelial em

doencas como hipertensdo (Briones; Touyz, 2010b; Martinez-Revelles et al.,
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2013a; Taddei et al., 1997b). O aumento do estresse oxidativo também pode induzir
alteracdes na liberagdo de Ca?* do reticulo endoplasmatico, na ativagdo da COX,
nos receptores TP para tromboxano e IP para prostaciclina nas células endoteliais
e musculo liso, podendo contribuir para o aumento de reatividade vascular
observado na hipertensao (Félétou et al., 2010; Sellers; Stallone, 2008).

O endotélio vascular € particularmente afetado também pela acdo do TNF-
a. Apos a estimulagao pelas citocinas, as células endoteliais sofrem alteragbes
morfolégicas resultando num quadro pro-trombético e pré-inflamatoério. O TNF-a é
uma citocina pleiotrépica envolvida de forma ampla em atividades bioldgicas,
incluindo inflamacéao, sobrevivéncia celular, proliferacdo celular e, paradoxalmente,
morte celular. Ha evidéncias de uma regulacao positiva COX-2, ap0s estimulos pré-
inflamatérios por intermédio do TNF-a (Quan et al, 1998; Chen et al., 1999).

6.4 SUMARIZACAO DOS RESULTADOS

Assim, o efeito antioxidante do alisquireno e sua capacidade em reduzir o
estresse oxidativo em artéria mesentérica superior pode ser um importante
mecanismo para a melhora no remodelamento vascular encontrado em nossos
estudos. Em contrapartida, o aumento da biodisponibilidade de NO e a reducao do
estresse oxidativo proporcionado pela L-arginina, associada a reducé&o de COX-2
e TNF-alpha pode ser o principal mecanismo pelo qual essa terapéutica além de
melhorar funcéo vascular, reduz também os niveis pressoricos. E que, quando
associados se potencializam e melhoram todos os parametros avaliados,
mostrando valores muito semelhantes ao n0osso grupo normotenso.

Ao avaliar a expresséo proteica do receptor AT1 e os dados na literatura
cientifica, podemos sugerir que a resposta reduzida produzida pelos tratamentos
responde aos parametros morfolégicos e estruturais apresentados nesse trabalho,
uma vez que a reducdo (mas ndo normalizacdo quando comparado ao grupo
SHAM) produzida pelo ALSK mostra-se efetiva em reduzir deposi¢do de colageno,
estresse oxidativo em artéria mesentérica superior e melhora parcial da reatividade
vascular. O tratamento com L-ARG e ALSK+L-ARG mostram valores de expressao
de AT1 muito parecidos ao grupo SHAM e todas as respostas com esses

tratamentos apresentaram melhora quando comparado ao 2K1C. Assim, o papel
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da Ang Il nos efeitos deletérios proporcionados pela hipertensdo 2K1C pode ser,
pelo menos em parte atribuidos a disfuncdo homeostatica na modulagcdo sobre a

biodisponibilidade do NO e da inflamacé&o/prostandides.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo revelam que a hipertensdo renovascular
promove disfuncdo endotelial e que, provavelmente essa disfuncéo é resultado de
um desbalango entre o estresse oxidativo, inflamagéo e reducéo da producgéo e/ou
da biodisponibilidade de 6xido nitrico. A angiotensina Il é reconhecidamente capaz
de estimular processos biolégicos que desencadeiam aumento de estresse
oxidativo e inflamacgéo, que em conjunto se potencializam na degradacao do oxido
nitrico. Assim, o tratamento com alisquireno foi efetivo em impedir 0 aumento da
deposicdo de colageno e reduzir o estresse oxidativo em artéria mesentérica
superior. O tratamento com L-arginina mostra-se eficiente na reducéo do estresse
oxidativo e inflamagédo e aumenta a biodisponibilidade de 6xido nitrico. Quando
associados, sao eficientes em melhorar padrdes estruturais, funcionais e
moleculares de animais com hipertensdo renovascular, possivelmente por uma
amplificacdo de seus efeitos isolados.

A melhora da resposta vasodilatadora apresentada pelo alisquireno nao foi
correspondente as respostas contrateis no leito mesentérico, provavelmente
decorrente de um aumento na expressao proteica de Catalase, iINOS, COX-2 e
TNF-a e consequente prejuizo nos fatores homeostaticos derivados do endotélio.
A melhora na reatividade vascular ap6s o tratamento com L-arginina é
acompanhado de aumento das expressoes proteicas de eNOS, SOD e Catalase,
assim como uma reducdo na iNOS, COX, TNF-a e AT1 sugerindo que, os efeitos
vasculares da hipertensdo 2K1C sdo dependentes do endotélio e envolvem a
reducado da producéao e/biodisponibilidade do NO.

A associacdo terapéutica de alisquireno e L-arginina mostra uma
potencializacdo desses efeitos, demonstrando uma clara melhora nos parametros
avaliados nesse trabalho. Portanto, nossos dados revelam os efeitos benéficos do
alisquireno associado a L-arginina e que essa nova proposta de tratamento, além
de reduzir os niveis pressoricos, também é capaz de melhorar a reatividade
vascular mesentérica, a parametros morfolégicos e funcionais do artéria
mesentérica e a uma reducéo no estresse oxidativo e inflamagcéo com consequente
aumento da producao/biodisponibilidade de NO, o que levaria a protecdo de

orgaos-alvo.
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