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UFES: Universidade Federal do Espirito Santo



VSMC: célula do musculo liso vascular

XO: xantina oxidase



RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A restricdo de sal € recomendada no
tratamento da hipertenséo para reduzir a pressao arterial, mas a implicacéo
sobre os fatores de risco cardiovasculares ainda € uma questdo em debate. A
capacidade que a dieta com restricdo de sodio tem para reduzir a incidéncia de
mortalidade cardiovascular na hipertensao ainda néao é clara. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito de um longo periodo de dieta com restricdo de sal
sobre a reatividade de artérias mesentéricas de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR). MATERIAL E METODOS: Ratos machos SHR receberam
dieta normossodica (0,3% NaCl) ou hipossddica (0,03% NaCl) durante 28
semanas. Foi isolado o terceiro ramo da artéria mesentérica para analise da
influéncia dos mediadores da reatividade vascular: oxido nitrico (NO),
ciclooxigenase-2 (COX-2), espécies reativas de oxigénio (ERO) e sistema
renina-angiotensina (SRRA). RESULTADOS: Apo6s 7 meses de dieta, o grupo
SHR que recebeu dieta hipossédica apresentou reducdo na pressao arterial
sistdlica (PAS) quando comparado ao que recebeu dieta normossdédica (dieta
hipossédica: 169 + 4 mmHg, normossddica: 203 + 4,7 mmHg; P <0,05). A
reducdo na ingestdo de sal ndo alterou a vasoconstricdo induzida pela
fenilefrina, mas aumentou a vasodilatacdo induzida pela acetilcolina. A dieta
hipossddica também aumentou os efeitos da inibicdo da sintase de NO com L-
NAME (100 mM) sob a resposta induzida pela fenilefrina e a expressao
vascular da INOS. O inibidor da ciclooxigenase, indometacina (10 uM) e o
inibidor da COX-2, NS 398 (1 pM) reduziram a reatividade vascular a fenilefrina
no grupo de dieta hipossédica concomitante a um aumento na expresséo da
proteina COX-2. Nao houve participacdo das espécies reativas de oxigénio na
reatividade vascular modulada pela dieta hipossédica, quando avaliadas
através do uso de bloqueadores de EROs, anion superoxido, peroxido de
hidrogénio, nem com o uso dos bloqueadores de receptores da ACE e do
receptor para AT1, enalapril (10 uM) e losartan (10 uM). A expressao da
proteina do receptor ATl também foi semelhante nos dois grupos.
CONCLUSOES: Estes resultados sugerem que a dieta hipossédica modula a

reatividade mesentérica, provavelmente, pelo aumento da biodisponibilidade de



NO e da producédo de prostandides vasoconstritores através da via da COX-2
em ratos espontaneamente hipertensos. As EROs e o0 sistema renina-

angiotensina local n&o estao envolvidos nessa resposta vascular.

Palavras-chave: dieta hipossddica; hipertensdo arterial; endotélio vascular;
reatividade vascular; oxido nitrico; COX-2; espécies reativas de oxigénio;

sistema renina-angiotensina.



ABSTRACT

Background and purpose: Salt restriction is recommended for hypertension
treatment to reduce blood pressure, but its cardiovascular risk factor implication
is still a matter of discussion. The ability of dietary sodium restriction to reduce
the incidence of cardiovascular mortality and vascular function in spontaneously
hypertensive rats (SHR) is still unclear. The aim of this study was to observe the
effect of a long period of salt restriction on the vascular reactivity properties of
mesenteric arteries of SHRs. Experimental approach: Male SHR received
standard salt diet (0,3 % NaCl) or low salt (0,03 % NaCl) for 28 weeks. Isolated
mesenteric artery segments were used to analyze nitric oxide (NO),
cyclooxygenase-2 (COX-2) and renin- angiotensin system influence on vascular
reactivity. Key results: SHRs at low salt diet had a lower systolic blood
pressure (SBP) than rats receiving standard salt diet (low salt: 169+4 mmHg,
standard salt: 203+4,7 mmHg; P < 0.05). Low salt intake did not change the
phenylephrine-induced vasoconstriction but increase acetylcholine-induced
vasodilatation. It also increased the effects of NO synthase inhibition with L-
NAME (100 mM) on phenylephrine responses and iNOS expression was
increased in low salt group. The cyclooxygenase inhibitor, indomethacin (10
puM) and the COX-2 inhibitor NS 398 (1 upM) reduced the reactivity to
phenylephrine in low salt treated group and COX-2 protein expression was
increased in low salt. The effects of apocynin (10 uM); the superoxide anion
scavenger, tiron (1 mM); the hydrogen peroxide scavenger, catalase (1000
U-mL-1); and the ACE and AT; receptor blockers, enalapril (10 uM) and
losartan (10 uM) on vascular reactivity were not different between the two
groups. The level of AT; protein expression was similar in all groups.
Conclusions: These findings suggest that low salt diet modulates mesenteric
vasoreactivity response probably by increased NO bioavailability and
vasoconstrictor prostanoid production through the COX-2 pathway, respectively
in spontaneously hypertensive rats. ROS and the local renin-angiotensin

system are not involved in the vascular response.

Keywords: Low salt diet; hypertension; endothelium; vascular reactivity; nitric

oxide; COX-2; reactive oxygen species; renin-angiotensin system.
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1. INTRODUCAO

1.1 O SODIO E A POPULACAO

O sadio, normalmente encontrado em alimentos na forma de cloreto de sodio, é
um componente essencial da dieta. Por ser o principal cation do meio
extracelular, a concentracdo de sodio é determinante na regulacdo da presséo
osmética e na manutencdo da homeostasia. Variagbes na concentracdo
plasmatica de sodio podem ter efeitos importantes sobre o volume de liquido
intersticial e plasmatico, equilibrio acido-base, manutencéo da atividade elétrica
celular, além da capacidade de resposta do sistema cardiovascular para os

agentes pressoricos enddgenos circulantes (Franco e Oparil, 2006).

O sal, constituido por cloreto de sédio, € um dos principais alimentos aditivo, e
€ importante para a conservacdo dos alimentos, bem como para o
aprimoramento do gosto. Assim, 1 g de sddio esta contido em 2,5 g de sal. Um
mmol de sddio equivale a 23 mg de sodio (Mohan e Campbell, 2009).

1.1.1 Ingestéo de sodio

Em individuos saudaveis, praticamente todo sédio ingerido é absorvido, e sua
excrecao urinaria é o principal mecanismo de manutencao de seu equilibrio no
organismo (Holbrook et al, 1984). As populacbes humanas sdo capazes de
viver em condi¢cbes extremas de consumo de sdédio, por exemplo, como 0s
indios ianoméamis do Brasil que consomem apenas cerca de 0,46 g / dia de
sédio até o consumo de mais de 13,8 g/dia que ocorre no norte da Japao
(Institute of medicine, 2004).

A capacidade de sobreviver a concentragdes extremamente baixas de ingestao
de sodio reflete a capacidade dos humanos em conservar sodio, reduzindo a

sua perda na urina e suor. Sob condi¢fes de adaptagdo maxima e sem suar, a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Franco%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16772636
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oparil%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16772636
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minima quantidade de sodio necessaria para repor as perdas é estimado em
nao mais do que 0,18 g/dia. Por outro lado, rins humanos podem excretar muito
rapidamente grandes cargas de sal, permitindo & adaptacéo a ingestdo aguda
ou crbnica de sal sem grandes alteracGes na pressao arterial ou homeostase
(Institute of medicine, 2004).

Sao observadas diferencas importantes quando se compara paises
desenvolvidos e em desenvolvimento em relacdo a procedéncia do sédio. Nos
paises desenvolvidos, acredita-se que a maior parte do sodio consumido
provenha de alimentos processados. Em contrapartida, nos paises em
desenvolvimento, a maior parte do consumo de sédio seja proveniente do sal
de cozinha adicionado no preparo dos alimentos e de condimentos a base de
sal (Anderson et al, 2010).

A ingestdo de sodio recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
€ de no maximo 2 g de sédio/dia, o equivalente a 5 g de sal/dia (WHO, 2003;
WHO, 2012). Na maioria das populacdes, a ingestdo de sodio encontra-se
acima de 2,3 g/dia (Holbrook et al, 1984; He e MacGregor, 2009). Nas
sociedades mais industrializadas o consumo médio pode chegar a 3,5 g de
sédio/dia (Franco e Oparil, 2006). Esses valores representam um consumo de
sédio bem acima das necessidades fisiologicas minimas, que € estimado em
apenas 0,20-0,50 g/dia. (Holbrook et al, 1984; He e MacGregor, 2009).

Em 2003, Bisi Molina et al realizaram um estudo de base populacional na
cidade de Vitéria-ES que estimou que esta populacdo ingeria mais do que o
dobro de sal recomendado pela OMS. Os valores médios de consumo diério de
sal em Vitéria-ES eram da ordem de 12,59 em adultos, o que equivale a
aproximadamente 5 g de sddio/dia. Na mesma época, a Associacdo Americana
do Coracédo (AHA-American Heart Association) recomendava um consumo de
sal inferior a 6 g/dia (ou seja, ndo mais do que 2,3 g de sdodio/dia) para a
populacdo em geral e para individuos hipertensos, diabéticos, negros, doentes
renais cronicos e adultos com mais de 50 anos deveria ser de até 1,5 g/dia de
sédio, ou seja, 4 g de sal/dia (Bisi Molina et al, 2003; Pearson et al, 2002;
Kotchen, 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Franco%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16772636
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oparil%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16772636
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Porém, como nos EUA, os Centros para Controle e Prevengdo de Doencas
(CDC) apresentaram resultados mostrando que quase 70% da populacéo
americana estava incluida em grupos para 0s quais era recomendada uma
ingestdo maxima de 1,5 g de sodio por dia, consequentemente a partir de
2010, a AHA, passou a recomendar uma ingestdo de soédio inferior a 1,5 g/dia
para toda a populacdo americana (Whelton et al, 2012).

Estudos populacionais e de intervencdo mostraram que uma reducédo do alto
consumo de sal nas populacdes em geral contribuiam para reducdo na morbi-
mortalidade geral e para a morbi-mortalidade cardiovascular de modo
especifico. Assim, varios paises passaram a adotar metas de consumo médio

de sal na populacdo em geral e ndo s6 apenas para uma populacdo especifica.

Nas recomendacdes da OMS, a meta € reduzir a ingestdo de sédio para < 2
g/dia até 2025, ou seja, um pouco mais de 5 g de sal/dia por pessoa (Kotchen,
2013). Em 2011, o Ministério da Saude do Brasil lancou o “Plano de Reducéao
do Sdédio em Alimentos Processados” como parte integrante das Acgdes
Estratégicas para o Enfrentamento das Doencas Crbnicas ndo Transmissiveis
(DCNT).

1.1.2 O consumo de s6dio e o sistema cardiovascular

A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é uma condicdo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial (PA).
Atualmente, o critério diagnéstico de hipertensdo em adultos é a afericdo de
uma pressao sistélica de repouso igual ou maior do que 140 mmHg e/ou a
diastolica acima de 90 mmHg (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2010;

Nascimento et al, 2013).

A HAS é um dos principais fatores de risco para doenca cardiovascular e
devido a sua alta incidéncia, torna-se um dos principais problemas de salde

publica no Brasil e no mundo. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude
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(OMS), a HAS é responsavel por mais de 7 milhdes de 6bitos em todo o
mundo, sendo que a sua prevaléncia na populagéo urbana adulta brasileira em
2009 variou entre 22,3 - 43,9%, produzindo um impacto direto nas taxas de
mortalidade, morbidade e incapacidade (VI Diretrizes Brasileiras de
Hipertenséo, 2010).

O consumo excessivo de sal se associa com Varios efeitos prejudiciais a
saude, com diversas evidéncias na literatura demonstrando a relacdo entre o
alto consumo de sal e doencas cardiovasculares (Strazzullo et al, 2009; WHO,
2007). Estudos mostram que o aumento do teor de sodio no organismo
promove elevacdo da pressdo arterial, hipertrofia cardiaca, prejuizo do
relaxamento ventricular, disfuncdo endotelial e injuria renal, predispondo assim,
ao aparecimento das doencas cardiovasculares (Yu et al, 1998; Franco e
Oparil, 2006; dos Santos et al, 2006).

O Intersalt (primeiras publicacbes em 1988) e o Dietary Approaches to Stop
Hypertension (DASH) em 2001, foram dois grandes estudos populacionais que
contribuiram muito para o entendimento do efeito da dieta sobre a pressao
arterial. O Intersalt incluiu 10.079 individuos selecionados de diferentes
comunidades de areas industrializadas e ndo industrializadas, com diferentes
teores de sodio na alimentacao usual e observou-se uma relagéo direta entre a
ingestdo de sodio e o valor médio da pressado arterial em cada populacéo,
sendo estimado que valores acima de 6 g/dia na ingestao de sal por mais de 30
anos conduziria a um aumento da pressao arterial sistélica de 9 mmHg. O
DASH, um estudo de intervencédo, testou os efeitos de diferentes padrbes
alimentares sobre a pressao arterial em 412 participantes. Foi avaliado trés
niveis de ingestdo de sodio (4, 6 e 8 g/dia) em duas dietas diferentes: a dieta
americana usual e a dieta DASH (rica em frutas, verduras e graos, incluindo
derivados desnatados do leite, peixe, legumes, aves e carnes magras, com
contetdo reduzido de doces e bebidas). A conclusdo desse estudo foi que,
além de se perceber uma reducdo da pressdo arterial com a reducdo da
ingestao de sal em todos os participantes, os beneficios para a saude em longo

prazo dependiam da capacidade das pessoas mudarem a dieta e aumentarem
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a disponibilidade de alimentos com menor teor de sédio (Sacks et al, 2001,
Olmos e Bensefior, 2001).

Em uma simulagdo computacional, Bibbins-Doming et al (2010) estimaram 0s
efeitos benéficos de uma reducdo do sodio na dieta de até 1,2 g/dia em
diversos desfechos sociais e de saude da populacdo americana, tais como,
uma reducgdo de 66 a 120 mil eventos coronarianos, redugao de 99 mil casos
de infarto do miocardio, reducé@o de até 92 mil mortes e uma economia de até

24 bilhdes /ano nos gastos com saude.

Jéa foi evidenciado também através de estudos clinicos e experimentais que o
consumo excessivo de sal promove danos cardiovasculares que vao além da
elevacdo da PA (Tuomilehto et al, 2001), com leséo direta no coracao, vasos e
rins (Varagic et al, 2006; Mercier et al, 2007; Endemann et al, 2004).

Dieta rica em sodio tem sido associada com a disfungdo vascular,
caracterizada pelo aumento da resisténcia vascular periférica (Nishida et al,
1998; Solofa et al, 2002), assim como a producdo aumentada de espécies
reativas de oxigénio (Lenda e Boegehold, 2002) e diminui¢do da 6xido nitrico
sintase (NOS) (Ni e Vaziri, 2001). Além disso, o aumento do consumo de sédio
comprometeu o0 relaxamento dependente do endotélio em ratos

espontaneamente hipertensos (SHR) (Kagota et al, 2001).

Analisando aos efeitos do consumo excessivo de sal sobre a func¢do renal,
Matavelli et al (2007) demonstraram que ratos SHR submetidos a sobrecargas
crescentes de sal (4, 6 e 8% na dieta) durante 2 meses, desenvolvem
disfuncdo renal precoce e grave com elevados graus de proteindria e
albuminuria, refletindo em uma exacerbacdo da doenca hipertensiva promovida

pela alta ingestéao de sal.

Assim, por se conhecer os efeitos maléficos da alta ingestdo de sodio, sobre o
sistema cardiovascular e controle pressoérico, pacientes com doencas
cardiovasculares, especialmente os hipertensos, adotam uma dieta com
restricdo excessiva de sédio. Porém, a indicacdo de uma dieta com reducéo na

concentracdo de sodio, para toda a populagdo é um assunto ainda controverso
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e tem sido objeto de intensa discussado na literatura atual, ja que ainda existem

davidas se tal medida traria apenas beneficios.

Dois grandes estudos de intervencéo Trials of Hypertension Prevention (TOHP)
- TOHP I (1,9 g de sbdio / dia) e TOHP 11 (2,5 g de sodio/dia) (Cook et al, 2007)
evidenciaram que a reducdo de sal a longo prazo leva a uma menor presséo
arterial em individuos normotensos e hipertensos, além de uma reducédo na
mortalidade por doenca cardiovascular. Em contrapartida, outros importantes
estudos ndo observaram efeitos benéficos da dieta de baixo soédio em
pacientes com insuficiéncia cardiaca. A dieta de baixo sal apresentou efeitos
renais e neuro-hormonais prejudiciais, aumento da concentracao plasmética de
renina, aldosterona, adrenalina, noradrenalina, colesterol e triglicerideos
(Paterna et al, 2008, Rogacz, et al, 1990; Graudal et al, 2012), além de
aumento no tempo de hospitalizacdo e da mortalidade para causas
cardiovasculares (Paterna et al, 2008; Klein et al, 2005).

Em 2011, Stolarz-Skrzypek et al realizaram um estudo populacional,
prospectivo, envolvendo 3681 participantes sem doenca cardiovascular (DCV)
e evidenciaram que os individuos que tiveram um menor consumo de sodio
apresentaram maior taxa de mortalidade e de eventos cardiovasculares. Nesse
estudo, mesmo sendo observado que a elevacao da pressao arterial sistolica
estava associada a um maior consumo de sodio, ao contrario do que se

esperava, nao houve um aumento do risco de eventos cardiovasculares.

A revista American Journal of Hypertension publicou em 2013 artigos de
defensores e criticos das atuais recomendacfes da OMS e AHA sobre a
ingestdo maxima diaria de soddio com o objetivo de alertar sobre a conclusdo do
relatério do Instituto de Medicina (IOM) de que ...“0os resultados de estudos de
saude sao inconsistentes em qualidade e insuficientes em quantidade, para
determinar se a ingestdo de sédio abaixo de 2.300 mg/dia pode aumentar ou
diminuir o risco de doenca cardiaca, acidente vascular cerebral, ou todas as
causas de mortalidade na populagdo geral dos EUA”... (Kotchen, 2013).
Estudiosos alegam que apesar da restricdo de sodio reduzir a presséo arterial

de hipertensos, ndo existe uma informagéo conclusiva disponivel para mostrar
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gue essa reducao € benéfica ou prejudicial em termos de resultados relevantes
para o paciente (Matyas et al, 2011). Com isso, as evidéncias para a reducao
da morbidade e mortalidade das doengas cardiovasculares como resultado da

reducado da ingestédo de soédio permanecem controversas.

Mesmo entendendo que as politicas de restricdo de sal para a populacéo geral
devam prosseguir, principalmente devido ao consumo excessivo de sal em
quase todo o mundo, a recomendacado de uma forma generalizada do uso de
dietas de baixo sédio para quaisquer pacientes deveria ser visto com certa
cautela (Alderman et al, 1995). De acordo com a American Society of Clinical
Nutrition as dietas de restricdo salina para sub-grupos especificos de pacientes

mereceriam estudos mais aprofundados (Bernstein e Willet, 2010)

Apesar de varios estudos descreverem seu efeito anti-hipertensivo, as dietas
de restricdo salina para sub-grupos especificos de pacientes pode aumentar o
risco de eventos cardiovasculares (Paterna et al, 2008; Klein et al, 2005;
Stolarz-Skrzypek et al, 2011). Entretanto, os mecanismos pelos quais a
reducdo do sbédio no organismo promove alteracfes cardiovasculares ainda
nao estdo esclarecidos. Assim, estudar o impacto da redugdo no consumo de
sal em modelos experimentais de hipertensdo arterial pode fornecer
informacdes de relevancia para o entendimento da fisiopatologia e mecanismos

moleculares envolvidos nessa dieta.

Alguns modelos experimentais de inducdo de hipertensédo arterial envolvem
mecanismos que contribuem para o melhor entendimento da hipertensao
arterial no homem. O SHR (spontaneously hypertensive rats), que € um modelo
de hipertensédo espontanea, desenvolvido por Okamoto e Aoki (1963) destaca-
se dentre os modelos de animais que desenvolvem hipertensdo de origem
genética. Ele é considerado um excelente modelo da HA essencial do homem
pela similaridade da sua fisiopatogenia com a hipertensdo primaria no homem
(Trippodo e Frohlich, 1981).
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1.2 TONUS VASCULAR E SUA REGULACAO

A disfuncao endotelial vascular estd associada com a hipertenséo arterial, que
€ um importante fator de risco para doencas cardiovasculares na populagédo em
geral. Uma disfuncdo no endotélio vascular pode preceder o aparecimento de
sintomas clinicos das doencas cardiovasculares e levar a danos em o6rgaos,
como leséo renal, acidente vascular cerebral e infarto do miocéardio (Bonetti et
al, 2003; Widlansky et al, 2003; Jablonski et al, 2013; Dickinson et al, 2009;
Seals et al, 2011).

As alteragbes decorrentes da disfungdo endotelial nos processos hipertensivos
sdo multifatoriais e em muitos casos, parecem depender do tipo de hipertenséo
desenvolvida, de sua duracdo e do leito vascular estudado. H& controvérsias
na literatura em relacéo ao relaxamento vascular dependente do endotélio na
hipertensdo arterial, podendo estar diminuido, inalterado ou até mesmo
aumentado (Lee et al, 1987; Angus e Cocks, 1989; Panza et al, 1990; Mantelli
et al, 1995; Taddei et al, 1997; Briones et al, 1999).

O papel da ingestdo de sédio nas doencas cardiovasculares, em particular
hipertensdo e na disfuncdo endotelial vascular, tem sido uma questdo de
debate. Assim, para melhor compreender os efeitos da restricdo do sodio sobre
0S vas0s sanguineos, é necessaria uma breve revisdo sobre 0s componentes

vasculares e a regulagéo do tonus vascular.

O tbnus do musculo liso vascular € um fator determinante de resisténcia
vascular. Da mesma forma, a resisténcia vascular periférica é importante na
regulacdo da pressdo sanguinea e na distribuicdo do fluxo sanguineo entre e
dentro dos tecidos e 6rgaos do corpo. A regulacdo da atividade contratil das
células do musculo liso vascular (CMLVs) € dependente de uma complexa
interacdo entre estimulos vasodilatadores e vasoconstritores oriundos de

horménios, neurotransmissores, fatores derivados do endotélio e pressao
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sanguinea (Jackson, 2000; Blaustein e Hamlyn, 2010), sendo o seu estado
contratil determinante para o diametro do limen arterial, o que ira afetar o fluxo

e a pressao sanguinea (Mulvany e Halpern, 1977).

Para desencadear a contracdo, as ceélulas musculares lisas vasculares
requerem um aumento na concentracdo de Ca*? citoplasmatico. Este aumento
pode resultar tanto do influxo do Ca* através de canais especificos da
membrana citoplasmatica, quanto de liberacdo dos estoques intracelulares,
como o reticulo sarcoplasmatico, aumentando a oferta do Ca*® & maquinaria
contrétil (Lincoln et al, 2001).

Fatores derivados do endotélio vascular, horménios, neurotransmissores e
agentes farmacoldgicos possuem capacidade regulatoria sobre a atividade
contratil das células do musculo liso vascular e, portanto, sobre o tdnus
vascular, fator determinante da resisténcia vascular periférica, e,

consequentemente, da pressao arterial.

1.2.1 Endotélio vascular

O endotélio é constituido por uma camada de tecido pavimentoso localizado
entre 0 sangue 0 musculo liso vascular, servindo como uma barreira
semipermeavel, regulando o fluxo de nutrientes e substancias. Além disso, o
endotélio é fundamental no controle do ténus vascular por liberar varios fatores
gue modulam a contratilidade e o relaxamento do musculo liso vascular (Triggle
et al, 2003; Kolluru et al, 2010).

Os principais fatores vasodilatadores produzidos pelo endotélio sdo: o 6xido
nitrico, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio e a prostaciclina. Dentre
0s principais fatores contrateis estdo: as prostaglandinas, os tromboxanos, a
endotelina I, a angiotensina Il e as espécies reativas do oxigénio (EROS)
(Felétou e Vanhoutte, 2006). A Figura | elucida os fatores relaxantes e
contrateis derivados do endotélio. O equilibrio na producédo desses mediadores

€ importante para regulacdo do tdnus vascular.
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Figura 1: Fatores relaxantes e contrateis derivados do endotélio. 20-HETE, o acido
20- hidroxieicosatetraendico; KCa, canais para potassio ativados por calcio; COX,
ciclooxigenase; LOX, lipooxigenase; EC, células endoteliais; EDCFs, fatores
vasoconstritores derivados do endotélio; EDRFs, fatores vasodilatadores derivados do
endotelio; EETs, acidos epoxieicosatrienoicos; NOS, éxido nitrico; H202, o peréxido
de hidrogénio; NOX, NAD(P)H-oxidase; P450-2C 2J ou 4A, o citocromo P450; PGI2,
prostaciclina; PGs, prostaglandinas; ROS, espécies reativas de oxigénio; SOD,
superoxido-dismutase; ET-1, endotelina; VSMC, célula do musculo liso vascular; XO,
xantina oxidase; H2S, sulfeto de hidrogénio. (Fonte: Félétou e Vanhoutte, 2009).

Assim, para entender a acdo da dieta hipossddica no sistema cardiovascular,
em especial na regulacdo do tbnus do mdusculo liso vascular através da
liberacdo de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras vamos discutir

sobre algumas vias que participam do controle do tdnus vascular.
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1.2.2 Oxido Nitrico

Furchgott e Zawadzki, em 1980, foram os primeiros a relatar a descoberta do
Fator Relaxante Derivado do Endotélio (EDRF), ao demonstrarem a
capacidade das células endoteliais de liberar um potente vasodilatador
(Furchgott e Zawadzki, 1980; Moncada et al, 1991). Apos especulagbes sobre
qual molécula/substancia seria, de fato, este fator vasodilatador, descobriu-se
gue o EDRF era o radical livre biatdmico 6xido nitrico (NO) (Palmer et al, 1987;
Angus e Cocks, 1989; Moncada et al, 1991; Marin e Rodriguez- Martinez,
1997).

O NO é um radical livre inorganico altamente reativo, em estado gasoso, o que
o permite difundir facilmente pelas membranas celulares promovendo
vasodilatacao. Sua sintese resulta da oxidagdo de um dos dois nitrogénios da
L-arginina que € convertido em L-citrulina, reacdo que € catalisada pela 6xido
nitrico sintase (NOS). Em condic¢des fisiologicas o relaxamento ocorre pela
estimulacdo de receptores (da acetilcolina, bradicinina, adenosina difosfato,
substéancia P, serotonina e outros) na membrana das células endoteliais ou por
varios estimulos fisicos e quimicos, como estiramento vascular produzido por
aumento da pressao arterial, estresse de cisalhamento (shear stress), levando
a ativacdo da NOS e consequente producdo de NO (Felétou e Vanhoultte,
2009, Marin e Rodriguez-Martinez, 1997; Moncada et al, 1991).

Existem trés isoformas da sintase do Oxido nitrico: duas constitutivas,
presentes em células endoteliais (6xido nitrico sintase endotelial, eNOS) ou em
células neuronais (6xido nitrico sintase neuronal, nNOS); e outra isoforma que
nao se apresenta de forma constitutiva, mas que pode ser induzida por
estimulos imunoldégicos, que levam ao aumento de célcio intracelular e ativacado
da expressdo em macroéfagos, células endoteliais, cardiomidcitos, dentre outros
tipos celulares (O0xido nitrico sintase indutivel, INOS) (Fdrstermann e Sessa,
2012).
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O Oxido nitrico, produzido pelas células endoteliais, promove vasodilatalacéo
difundindo-se rapidamente para as células musculares lisas onde ativa a
enzima guanilato ciclase soluvel (GCs). Quando ativada, esta enzima promove
a formacdo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) a partir do trifosfato
de guanosina (GTP). O aumento da concentracdo de GMPc leva a ativacdo da
proteina quinase G (PKG) que fosforila diversas proteinas, reduzindo a
sensibilidade das proteinas contrateis ao célcio e, assim, promovendo o
relaxamento da musculatura lisa vascular (Moncada et al, 1991; Cannon,
1998) (Figura 2).

O oxido nitrico constitui um dos fatores mais importantes na regulagéo do ténus
vascular (Moncada et al, 1991; Marin e Rodriguez Martinez, 1997), com
reconhecida capacidade vasodilatadora. Estudos corroboram a teoria de que
em SHR a sintese de NO esta normal ou até mesmo elevada, embora sua
degradacéo esteja potencializada devido ao aumento na producdo de radicais
livres (Nava et al, 1995; Briones et al, 1999 e 2002).
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Figura 2: Via de producéo do 6xido nitrico (NO) pela enzima eNOS. Esta via pode ser
ativada apés a estimulacdo de receptores das células endoteliais em cuja via de
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sinalizacdo ocorra 0 aumento da concentracdo intracelular do Ca2+. Dentre os
agonistas pode-se citar a acetilcolina (ACh), substancia P (SP), bradicinina (BK), e
adenosina trifosfato (ATP). Apos a liberacdo pelas células endoteliais, este mediador
exerce sua acao nas células musculares lisas, através da producdo dos segundo
mensageiro, GMPc, ou ainda através da hiperpolarizacdo (modificado de Rattmann,
2009).

Ja esta bem estabelecido na literatura que a sobrecara de sal pode alterar a
biodisponibilidade de NO (Zhu, 2004 e 2007, Nurkiewicz e Boegehold, 2007, Ni
e Vaziri, 2001, Kagota et al, 2002, Matrougui et al, 1998). Entretanto em
condicdes de baixo sédio, os achados ainda ndo sao concretos (Jablonski et al,
2013)

1.2.3 Ciclooxigenase-2 (COX-2)

Com a descoberta em 1980 do EDRF, acreditava-se que o endotélio era
responsavel apenas pela producdo de fatores relaxantes. Porém
posteriormente, observou-se que o endotélio vascular também produzia fatores
vasoconstrictores, além dos vasodilatadores (De Mey e Vanhoutte, 1982). A
descoberta dos fatores vasoconstrictores derivados do endotélio se deu
principalmente pela inibicdo da contracdo vascular induzida por diversos
inibidores da ciclooxigenase (Miller e Vanhoutte, 1985). Hoje se sabe que os
fatores constritores derivados do endotélio (EDCF) sao prostandides derivados
do acido araquiddnico (AA) e podem atuar sobre o leito vascular promovendo
tanto a vasoconstricdo como a vasodilatacdo e, por este motivo, estédo
diretamente relacionados ao controle do tdnus e da reatividade vascular em
condicdes fisioldgicas e patolégicas. A producdo destes prostandides depende
da disponibilidade de acido araquidbnico, da atividade das ciclooxigenases e
sintases das prostaglandinas (Davidge, 2001; Adeagbo et at, 2005; Alvarez et
al, 2005 e 2007).

Os prostanoides mais comuns séo prostaciclina 12 (PGI2), prostaglandina E2
(PGE2), prostaglandina D2 (PD2), prostaglandina F2a (PGF2a) e o tromboxano
A2 (TXA2). Esses prostanodides sédo derivados do &cido araquidonico (AA),

sendo este um constituinte dos fosfolipidios de membrana, que é liberado por


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kagota%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12065736
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acado da fosfolipase A2 (PLA2). Apos sua liberacdo o AA sera oxidado pela
ciclooxigenase (COX), enzima chave na sintese de prostandides, e convertido
a prostaglandina H2 (PGH2), precursor imediato de muitos prostandides (Bos,
et al, 2004).

Ha duas isoformas principais da ciclooxigenase, denominadas ciclooxigenase-1
(COX -1) e 2 (COX-2) que realizam a sintese das prostaglandinas (PG) e do
tromboxano A2 (TXA2). A COX-1, considerada a isoforma constitutiva, é
expressa em muitos tecidos e sintetiza pequenas quantidades de PGs e tem
como principal funcdo a manutencdo das funcfes fisiolégicas (Smith et al,
1996). A COX-2 é a isoforma induzida por estimulos pro-inflamatérios,
citocinas, fatores mitogénicos e endotoxinas e tem a expressdo relacionada

principalmente com processos inflamatoérios (Wu, 1995, Antman et al, 2005).

As isoformas da COX convertem o &cido araquidénico em prostaglandina H2 e
esta por acdo de sintases especificas é convertida em prostaglandina E2
(PGE2), prostaglandina 12 (PGI2), prostaglandina F2a (PGF2a), prostaglandina
D2 (PGD2) ou TXA2 (Mardini e FitzGerald, 2001). Mais recentemente foi
descrita a COX-3 (Chandrasekharan et al, 2002), cuja funcéo esta relacionada

a sintese de prostandides que medeiam a febre e a dor (Schwab et al, 2003).

Os prostandides, ap6s serem sintetizados, vao se unir a receptores acoplados
a proteinas G. Existem oito diferentes tipos de receptores para os prostanéides
da COX: EP;, EP,, EP3, EP4 IP, FP, DP e TP. Apés a unido com o0s
respectivos receptores os prostandides vao exercer seus efeitos sobre o leito
vascular. Os receptores EP,, EP,4, IP e DP quando ativados pelos prostanoides
estimulam a adenilato ciclase, promovem aumento do AMPc e relaxamento do
mausculo liso vascular. Os receptores EP;, EP3, FP e TP quando ativados
promovem a contra¢cdo do musculo liso vascular por distintos mecanismos. Os
receptores EP1, FP e TP promovem vasoconstriccdo pelo aumento dos niveis
de Ca2+ intracelular, enquanto os receptores EP3 inibem a adenilato ciclase,
reduzem os niveis de AMPc e promovem a vasoconstriccdo (Wright et al,
2001).
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Em condicbes fisiologicas existe um equilibrio entre a formacdo de
prostanoides vasodilatadores e vasoconstritores derivados da COX,
contribuindo para manutencdo do tonus vascular. Contudo, em algumas
doencas vasculares a producdo de prostanoides constritores encontra-se
aumentada (Vanhoutte et al, 2005). Em determinados modelos de hipertensao
se tem observado um aumento na sintese de fatores endoteliais contrateis
derivados de COX (Vanhoutte, 1995; Taddei et al, 1997; Davidge, 2001), os
quais poderiam ser responsaveis pelo prejuizo no relaxamento (Dohi et al,
1996; Zhou et al, 1999), assim como o incremento da vasoconstricdo induzida
por agonistas (Taddei e Vanhoutte, 1993). Além da participacdo da COX na
manutencdo das condi¢cbes fisiologicas, atualmente € bem conhecida a
implicacdo dos prostandides derivados desta via no processo patolégico de
varias doencas que cursam com inflamacdo, como as cardiovasculares e
renais (Vane et al, 1994; Schonbeck et al, 1999; Wu, 1995). Em modelos
experimentais de hipertensédo foi notada maior expressao da COX-2 e maior
participacdo dos prostandides contrateis derivados desta via na resposta

vascular a fenilefrina (Alvarez et al, 2005).

Apesar de ja se conhecer a participacdo da COX no controle do ténus e da
reatividade vascular em condicdes fisioldgicas e patologicas, poucas sdo as
publicacdes que relacionaram o efeito da dieta de restricdo de sédio na
participacdo de prostandides derivados da COX-2. Estudos observaram
aumento da COX-2 no cértex renal, particularmente nas células da macula
densa (Yang et al, 1998; Poschke et al, 2012).

1.2.4 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

O termo estresse oxidativo define-se como a condicdo que envolve um
aumento na producdo das espécies reativas do oxigénio, onde ha uma
incapacidade das enzimas antioxidantes de controlarem essa producéo,
ocasionando também um desequilibrio na biodisponibilidade do sistema
enzimatico (Paravicini e Touyz, 2008). O aumento do estresse oxidativo &

evidenciado em varias doencas do sistema cardiovascular, sendo caracterizado
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por aumento de espécies reativas de oxigénio ou por uma reducao das defesas
antioxidantes (Suzuki et al, 1995; Hamilton et al, 2001; Wu et al, 2001;
Lassegue et al, 2012).

Todos os tipos de células podem produzir EROs, que sdo moléculas derivadas
do metabolismo do oxigénio, eletricamente instaveis e potencialmente reativas
com moléculas biologicas capazes de causar oxidagdo, sendo as de maior
relevancia: anion superoxido (O2+-), peréxido de hidrogénio (H202) e radical
hidroxila (OH-). Com importante fonte celular geradora de radicais livres pode-
se citar a mitocdndria, que além de ser fonte geradora de energia (ATP), pelo
processo de fosforilacdo oxidativa € também a principal geradora de espécies
reativas de oxigénio em condic¢des fisiologicas e patoldgicas, pela adicdo de um
elétron a molécula de oxigénio (Lee e Wei, 2007). Outras importantes fontes de
EROs sdo a xantina oxidase, mieloperoxidases, ciclooxigenases,
lipooxigenases, NOS na falta de substrato ou cofatores, isoenzimas da
citocromo P450 e as enzimas da familia das NADPH oxidases (Mueller et al,
2005; Bedard e Krause, 2007; Koh et al, 2009). Weseler e Bast (2010), por
meio de uma revisao bibliogréfica, propuseram as fontes celulares de geracéo

do estresse oxidativo, conforme demonstra a figura 3.
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Figura 3: Fontes celulares de geracdo do estresse oxidativo vascular e algumas
estratégias de intervencdes farmacologicas. (1) NADPH- oxidase (2) xantina oxidase
(3) oxido nitrico sintase desacoplada. Juntas promovem a producdo de espécies
reativas de oxigénio (Modificado de Weseler & Bast , 2010).

As células vasculares produzem EROs em condi¢des normais, sendo estas
espécies encontradas em baixos niveis no interior da célula e sao
constantemente geradas e destruidas por sistemas enddgenos e estimulos
ambientais. O adequado equilibrio entre a geracéo e a inativacdo das EROs é
necessario para que estas espécies modulem a funcdo vascular, através da
ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares que provocam a proliferacdo
celular, remodelamento vascular, desenvolvimento de processo inflamatério e
alteracdo no tbnus vascular (Szasz et al, 2007; Weseler & Bast, 2010;
Zinkevich & Gutterman, 2011).
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No sistema vascular, o anion superoxido assume destacada relevancia entre as
EROs, sendo formado pela reducao univalente do oxigénio que € mediada por
enzimas como a NADPH oxidase e xantinas oxidases e também a partir da
NOS desacoplada (Weseler e Bast, 2010; Forstermann & Sessa, 2012). Apés
sua formacao, o anion superoxido, além de exercer seus efeitos em diferentes
vasos sanguineos e 6rgaos, pode dar origem a outras EROs. O anion
superoxido reage com o 6xido nitrico, inativando-o e originando o peréxido de
nitrito (ONOO-) e por acdo da enzima antioxidante superoxidodesmutase
(SOD), o anion superoxido € dismutado em peroxido de hidrogénio (H202), o
qual pode ser convertido em agua por acao da glutationa peroxidase (GPx) ou
da catalase.

O H202 regula vias de sinalizacdo que levam a contracdo e ao crescimento do
musculo liso vascular, migracdo e inflamacdo. O H202 também pode ser
metabolizado pela mieloperoxidase e formar o acido hipocloroso (HOCI) ou
também reagir com metais de transicdo e dar origem ao radical hidroxila (OH-)
(Griedling et al, 2000; Szocs et al, 2002). Dentre as EROs, o 02+, o
peroxinitrito e o radical hidroxila sdo as mais instaveis e reativas enquanto o
peroxido de hidrogénio é a mais estavel (Taniyama e Griendling, 2003). A
catalase, importante antioxidante intracelular, € mais efetiva quando o estresse
oxidativo esta em altos niveis e participa da reacdo que transforma o H202 em
H20 e 02 (Cai, 2005; Sindhu et al, 2005; Gongora et al, 2006).

Dentre as enzimas oxidantes, a NADPH oxidase é a mais importante fonte
geradora de anion superoéxido, sendo constituida por diferentes subunidades:
gp91lphox (mais conhecida como NOX, subunidade catalitica), p22phox,
p47phox, p67phox, p40phox e rac2 (proteina G de baixo peso molecular)
(Griendling et al, 2000). A p22phox é a subunidade essencial para o adequado
funcionamento da NADPH oxidase, principalmente na formagdo de O2+- nas
células. Subunidades homoldgas da gp91phox foram descritas, e estas fazem
parte da familia da NOX (vem de "Nonphagocytic NADPH oxidase™), composta
pela NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 e DUOX2 que sdo expressas
em varios tecidos e estdo ligadas a fungbes bioldgicas relacionadas com a

defesa e o crescimento celular (Mcintyre et al, 1999; Lasségue e Clempus,
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2003; Geiszt, 2006; Drummond et al, 2011). As diversas isoformas, que
geralmente se definem pela subunidade catalitica que possui, diferenciam-se
pela regulacéo e localizacédo especifica, além das EROs que produzem. Assim,
NOX-1, NOX-2 e NOX-5 geram anion superoxido e NOX-4, DUOX-1 e DUOX-2
geram H202 (Drummond et al, 2011).

Os principais componentes do complexo enziméatico NADPH oxidase, NOX1 e
NOX4, sédo altamente expressos nas células vasculares e o aumento da
expressao de diferentes NOXs, incluindo a NOX1 e NOX4, tem sido implicada
em varias doengas cardiovasculares, tais como aterosclerose, hipertenséo,
diabetes, isquemia/reperfusédo, restenose ou aneurismas da aorta abdominal.
Assim, EROs derivados de NOX contribuem para o stress oxidativo, inflamacéao
vascular, disfuncdo endotelial e remodelacdo vascular observado nestas
patologias cardiovasculares (Dikalova et al, 2005; Drummond et al, 2011;
Lasségue et al, 2012; Montezano e Touyz, 2014).

Muito embora o organismo possa gerar grandes quantidades de EROs, em
contrapartida s&o sintetizadas substancias antioxidantes que inativam as
EROs, levando, assim, ao equilibrio desse sistema. Desse modo, 0 estresse
oxidativo seria um desarranjo deste equilibrio, na qual substancias proé-
oxidantes se sobrepdem a capacidade antioxidante do organismo. Além disso,
as EROs ativam metaloproteinases e possibilitam uma inclinagdo do balanco
endotelial para a producdo de fatores vasoconstritores, 0S quais possuem
papel fundamental na patogénese de enfermidades vasculares (Griendling e
Fitzgerald, 2003). Um mecanismo notorio que influencia as doencas
cardiovasculares € a reacao do anion superoxido com o 6xido nitrico, o que
leva a diminui¢do da biodisponibilidade de éxido nitrico e, portanto, aos efeitos
vasodilatadores e antiinflamatorios do 6xido nitrico; além da formacéo de
peroxinitrito, que contribui para o estresse oxidativo. Além disso, o anion
superéxido também contribui para o processo inflamatério, participando do
aumento da expressdo de COX-2, presente na hipertensao arterial (Martinez-
Revelles et al, 2013; Alvarez et al, 2007; Martin et al, 2012).
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Outro aspecto que deve ser levado em consideracado sao os diferentes tipos de
mecanismos intracelulares e extracelulares associados a atividades
enzimaticas que irdo se contrapor a acdo das EROs e do estresse oxidativo,
compondo assim o sistema antioxidante. Nos vasos esta o principal sistema
antioxidante composto pelas trés isoformas da SOD, a catalase e a glutationa
peroxidase. As diferentes isoformas da SOD catalizam a reacgéo que transforma
0 anion superéxido em H202 e 02, sendo a SOD extracelular (ECSOD) a
isoforma mais encontrada nos vasos. A glutationa peroxidase, que é importante
em baixos niveis de estresse oxidativo, transforma o H202 em H20. Enquanto
a catalase, importante antioxidante intracelular, é mais efetivo quando o
estresse oxidativo estd em altos niveis e participa da reacdo que transforma o
H202 em H20 e O2 (Cai, 2005; Sindhu et al, 2005; Gongora et al, 2006).

Situagcbes onde ocorre aumento da producdo de EROs, reducédo da atividade
do sistema antioxidante e aumento do estresse oxidativo estdo associadas ao
desenvolvimento de enfermidades como o cancer, artrites, doencas
neurodegenerativas e cardiovasculares (Griendling e Fitzgerald, 2003; Navas-
Acien et al, 2005; Prozialeck et al, 2006; Valko et al, 2006).

E sabido que as dietas ricas em sal levam a um aumento da geracéo de EROs
na parede microvascular e, consequentemente, deprimem a regulacdo
dependente do endotélio dos vasos (Lenda, 2002). Esse prejuizo na dilatacéo
dependente do endotélio ocorre através da reducdo da biodisponibilidade do
oxido nitrico [NO] como resultado do estresse oxidativo (Zhu et al, 2004,
Nurkiewicz et al, 2007). Isto pode ser mediado através da oxidacao e reducao
da biodisponibilidade da tetrahidrobiopterina [BH4] (Nurkiewicz et al, 2010), que
€ um co-fator essencial para a producdo de NO pela 6xido nitrico sintase
endotelial [eNOS] (Zhu et al, 2004; Nurkiewicz et al, 2010). Sem BH4
adequada, eNOS ¢é "desacoplada", produzindo mais anion superéxido e menos
NO (Landmesser et al, 2003). J& na dieta com restricdo de sbdio, ao contrario
do que ocorre nas dietas ricas em sal, observou-se um aumento dos niveis de
NO e reducédo do estresse oxidativo (Jablonski et al, 2013). E possivel que a

restricdo de sodio na dieta "reacople” a eNOS, aumentando a producdo de NO
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e esse aumento dos niveis de NO pode ocorrer por um aumento da
biodisponibilidade da BH4 (Landmesser et al, 2003).

1.2.5 Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) faz parte de um complexo sistema
hormonal e exerce importante papel na regulacdo da pressao sanguinea e na
homeostase dos fluidos corporais, sendo esse sistema circulante e também
local presente em diferentes tecidos como: cérebro, rins, cortex da adrenal,
coracao e vasos sanguineos (Dzau, 1989; Danser e Schalekamp, 1996; Bader
et al, 2001). O sistema renina-angiotensina desempenha papel vital no controle
da funcéo dos sistemas cardiovascular e renal, pois a angiotensina Il, principal
peptideo efetor deste sistema, participa do controle do ténus vascular e da
manutencado dos niveis de pressao arterial. Adicionalmente, € conhecido que o
SRA local ou tecidual refere-se a um sistema peptidérgico com caracteristicas

de uma glandula enddcrina (Paul et al, 2006).

O substrato do sistema renina-angiotensina € uma a-glicoproteina chamada
angiotensinogénio que é liberada pelo figado na circulacdo e por acdo da
renina, secretada pelas células justaglomerulares dos rins, é clivado em um
decapeptideo chamado angiotensina |. Este decapeptideo por sua vez sofre a
acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), que é expressa
principalmente nas células endoteliais do pulméo, e € transformado em um
octapeptideo chamado angiotensina Il. A angiotensina Il pode atuar
diretamente sobre receptores especificos localizados nas células do musculo
liso vascular ou de modo indireto, através da liberacdo de aldosterona pela
estimulacdo da adrenal (Quinn e Williams, 1988; Hackenthal et al, 1990;
Deschepper, 1994; Hall, 2003; Persson et al, 2004). Foi identificada
posteriormente outra enzima participante deste sistema, uma carboxipeptidase,
denominada enzima conversora da angiotensina Il (ECA II) que cliva tanto a
angiotensina | como a angiotensina Il em um metabdlito chamado angiotensina
1-7 que tem propriedades vasodilatadoras. Tanto a ECA | como a ECA Il séo

importantes no controle dos niveis de angiotensina Il (Crackower, et al, 2002;
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Danilczyk e Penninger, 2006). Porém outras peptidases também podem
degradar a angiotensina Il em agiontensina Ill e angiotensina 3-8 (Carey e
Siragy, 2003).

A angiotensina Il atua em dois tipos de receptores especificos, os da
angiotensina tipo 1 (AT1) que sdo amplamente distribuidos por todos os érgaos
e nos angiotensina tipo 2 (AT2). A acao da angiotensina Il sobre os receptores
AT1 séo as que caracterizam seus efeitos mais conhecidos, de vasoconstricdo
e aumento da proliferacdo e do crescimento celular. No entanto os receptores
da angiotensina tipo 2 (AT2) quando estimulados antagonizam os efeitos dos
receptores AT1 e exercem efeito anti-proliferativo e anti-apoptético. Os
receptores AT2 sdo importantes na regulacdo do crescimento, na diferenciacao
e na regeneracao do tecido nervoso, mas ap0s 0 nascimento ocorre reducéo
da sua expressdo, expressdo esta que pode ser induzida em algumas
condigbes patolégicas, como nas doencas cardiovasculares, incluindo a
hipertenséo, hipertrofia cardiaca, insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio e

remodelacéo ventricular. (Griedling et al, 1996; Steckelings et al, 2005).

A atuacdo da angiotensina Il no receptor AT1 ocorre por vias mediadas por
proteinas G, tirosinas-quinases e por receptores nao-tirosina-quinases. A
angiotensina Il além de alterar a reatividade vascular exerce importante acéo
pré-inflamatéria na parede vascular através da producdo de espécies reativas
de oxigénio, citocinas inflamatorias e moléculas de adeséo (Ohnaka et al, 2000;
Schiffrin, 2005; Pauletto e Rattazzi, 2006; Alvarez et al, 2007; Savoia e
Schiffrin, 2007; Beltran et al, 2009) que participam das respostas inflamatorias
presentes nas doencas vasculares. A angiotensina Il também estimula a
liberac@o de prostaglandinas em células do masculo liso, e também em outros

tipos celulares, através da ativacdo da fosfolipase A2 (Freeman et al, 1998).

Autores descreveram que este pepitideo pode levar & migracao e a proliferacao
de CMLVs, estimulando o processo inflamatério nestas células (Bomfim et al,
2011). Além disso, a angiotensina Il pode regular a producéo de prostandides e
a expressdo da COX-2 em células do musculo liso vascular (Ohnaka et al,
2000; Hu et al, 2002, Alvarez et al, 2007; Pérez-Giron et al, 2014) e em
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fibroblastos adventiciais através da ativacédo dos receptores AT1 (Beltran et al,
2009). Sabe-se que a angiotensina Il ativa a NADPH oxidase, levando ao
aumento do anion superoxido, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila,
exercendo relevante efeito sobre o leito vascular através da inducdo do
estresse oxidativo (Cai et al, 2003; Suzuki et al, 2005).

Assim, alteragbes no sistema renina-angiotensina estdo associadas ao
desenvolvimento de doencas como aterosclerose, hipertensdo arterial e
insuficiéncia renal e cardiaca (Rajagopalan et al, 1996; Griendling et al, 2000;
Ohtsu et al, 2005), contribuindo para as caracteristicas inflamatérias do
processo patolégico, sobretudo, através da angiotensina ll.

Sabe-se que alteracdes no sistema renina-angiotensina pode estar relacionada
com a ingestao de sddio, principalmente durante a sobrecarga de sal. Estudos
mostram que 0s componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona
estdo ativamente envolvidos tanto no remodelamento cardiaco como vascular
induzida por uma dieta rica em sodio (Drenjancevi¢-Peri¢ et al, 2011; Tikellis et
al, 2012; Zeng et al, 2004, dos Santos et al, 2006). Suematsu et al (2010)
mostraram que a dieta de baixo sodio induziu a ativacdo do sistema renina-

angiotensina, com um aumento da angiotensina Il no plasma.
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2. JUSTIFICATIVA

A relacdo entre o consumo excessivo de sal e o aumento da presséo
sanguinea ja é conhecida, o que leva a crenca de que uma dieta de baixo sodio
ird reduzir o risco de eventos cardiovasculares associados a hipertensao. No
entanto, a reducdo da pressao arterial através do baixo consumo de sédio s6
tem relevancia se refletir em uma reducdo da mortalidade geral e da morbi-

mortalidade associada aos eventos cardiovasculares.

Apesar de j& ser bem descrito o efeito hipotensor de dietas com restricdo em
sodio (Elliott et al, 1996, Denton et al, 1995, He et al, 2010; Lewington et al,
2002), exitem controvérsias com relacdo aos efeitos desta restricdo. Isso se
deve a estudos recentes que concluiram que a restricdo de sal em longo prazo,
apesar de reduzir a pressao arterial, ndo alterou a mortalidade e aumentou o
risco de eventos cardiacos (Stolarz-Skrzypek et al, 2011). Assim, o efeito de
dietas restritivas em sodio sobre a funcao cardiovascular ndo esta devidamente

elucidado.

Em relacdo aos beneficios de uma dieta restrita em sal em outros 6rgaos,
Berger et al (2015) demonstraram que a dieta de baixo sal atenua a progressao
da hipertensdo em SHR, impedindo a proteindria com aumento na expressao
de cubilina e estd associada a uma modulagdo de RAS local do rim, sendo
assim observado uma relacéo entre a baixa ingestédo de sal e protecéo renal na
hipertensdo. Porém, ainda néo se sabe se a restricdo na ingestdo de sédio &
capaz de reverter a disfuncdo endotelial vascular. Os mecanismos fisioldgicos
pelos quais uma dieta de baixo sodio poderia melhorar a funcédo endotelial

vascular em humanos e animais ainda nao estdo esclarecidos.

Assim, uma vez que os efeitos na reatividade vascular de uma dieta com baixo
sal continuam mal compreendidos e a disfun¢ao vascular € um fator importante
relacionado a hipertensdo e a doenca cardiovascular, o objetivo do presente
estudo foi determinar os efeitos de um longo periodo de restricdo de sal na

dieta sobre a funcdo vascular de artéria mesentérica de ratos SHR.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a ingestdo crénica de uma dieta de baixo sddio altera a funcao
vascular de artéria mesentérica de resisténcia de animais SHR, e determinar o
papel do oxido nitrico, da ciclooxigenase-2, do estresse oxidativo e do sistema
renina angiotensina nas alteracdes vasculares induzidas pela restricdo de

sadio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos da ingestdo crénica de uma dieta hipossodica sobre a

pressao arterial sistélica em animais espontaneamente hipertensos;

- Analisar se a ingestao cronica de uma dieta hipossédica promove alteragao

na reatividade vascular a fenilefrina;

- Verificar se ingestdo crénica de uma dieta hipossoddica altera o relaxamento

vascular dependente do endotélio;

- Estudar participacéo do oxido nitrico na reatividade vascular a fenilefrina apés

a ingestédo crénica de uma dieta hipossadica;

- Investigar se a ingestdo crbnica de uma dieta hipossodica altera a
participacdo dos prostanodides derivados da via da COX, das espécies reativas
de oxigénio e do sistema renina aniotensina na resposta vasoconstrictora

induzida pela fenilefrina;

- Investigar se a ingestdo crbnica de uma dieta hipossoédica modifica a
expressao proteica da eNOS, INOS, COX-2 e AT1.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados ratos SHR (ratos espontaneamente hipertensos),
machos, fornecidos pelo biotério do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Fisiologicas Universidade Federal do Espirito Santo - UFES. 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 Experimentacdo e Uso de Animais
da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES 053/2012).

4.1.1 Modelo Experimental

Os ratos foram divididos aleatoriamente em dois grupos e alimentados com
uma dieta que diferem apenas em seu conteudo de NaCl a partir do momento
do desmame com quatro semanas de idade, durante 28 semanas. Todos 0s
outros componentes da racdo foram mantidos constantes. A dieta com sal
padrdo (normossédica) continha 0,3% de NaCl. A dieta com baixo sal
(hipossadica) foi preparada através da reducao somente no teor de sal da dieta
normossédica por 10 vezes (0,03% de NaCl) para imitar um consumo de sal
altamente restritivo, como atualmente é recomendado para pacientes com
doenca cardiovascular. As duas dietas foram obtidos a partir da PragSolucbes®
(Séao Paulo-SP, Brasil). Durante este estudo, todos os animais foram mantidos
em ciclo claro-escuro com duragdo de 12h cada, em ambiente com

temperatura controlada (25°C) e tiveram livre acesso a agua e racao.
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4.1.2 Avaliacao da presséo arterial sistdlica

Para avaliar o efeito da dieta hipossddica sobre os valores pressoéricos dos
ratos, a pressdo arterial sistolica (PAS) dos animais dos grupos dieta
normossoédica e hipossodica foi verificada no desmame, entre 3 e 7 meses de
idade. A medida da PAS ndao invasiva foi realizada no animal acordado pelo
método de pletismografia de cauda (IITC Inc., Califérnia, EUA).

Antes de fazer a primeira medida da PAS os animais foram submetidos a um
periodo de trés dias de adaptacdo para que 0s mesmos ndo ficassem
estressados durante o procedimento. No dia da medida da PAS os animais
eram colocados em um cilindro de acrilico (holter), a cauda era conectada ao
sensor de pressdo do manguito (cuff) que por sua vez estava conectado ao
amplificador e este ao computador para obtencdo dos dados presséricos. Os
cilindros com os ratos foram colocados em uma estufa a 37 °C, por um periodo
de 10 a 15 minutos, a fim de promover dilatacdo da artéria caudal,
possibilitando melhor afericdo da PAS. Em seguida, um manguito de pressao
com um sensor de pulso era conectado a cauda desses animais. Foram
realizadas dez medidas em cada animal, das quais foi obtida a média

aritmética da PAS de cada animal.

4.2 REATIVIDADE VASCULAR

4.2.1 Avaliacdo da funcgdo vascular da artéria mesentérica

A andlise da reatividade das artérias mesentéricas de ratos foi realizada de
acordo com método descrito por Mulvany & Halpern (1977). Ap6s 28 semanas
de acompanhamento, os ratos foram anestesiados com cetamina (70 mg.kg-1,
ip, Agener - Unido Brasil) e xilazina (10 mg.kg-1, ip, Bayer, a Brasil). As artérias
mesentéricas foram cuidadosamente dissecadas, e o tecido conjuntivo foi
removido. Este era mantido em solucéo de Krebs Henseleit (em mM: NaCl 115;
NaHCO3 25; KCI 4,7; MgS04.7H20 1,2; CaCl2.2H20 2,5; KH2PO4 1,2;
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glicose 11,1 e Na2EDTA 0,01) aerada com mistura carbogénica contendo 5%
de CO2 e 95% de O2 a 4°C e pH 7.4 durante o procedimento de dissecc¢do. O
terceiro ramo da artéria mesentérica foi isolado com o auxilio de um
microscopio de disseccdo e segmentos de, aproximadamente, 2 mm de
longitude foram cortados e mantidos a 4°C. Apés preencher as camaras do
miografo para vasos de resisténcia (Danish Myo Tech, Modelo 410A e 610M,
JP-Trading 1/S, Aarhus, Dinamarca) com Krebs Henseleit, dois fios de
tungsténio (40 um de didmetro) foram inseridos no lumen das artérias para
medida de forca isométrica. Um dos fios estava acoplado a um transdutor de
forca isométrica e o outro fio conectado a um micromanipulador que permitia o
estiramento das artérias. Esse miografo estava conectado a um sistema para
aquisicdo de dados (Powerlab/800 ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill,

Australia) e a um computador (PC Pentium) (Figura VIII).

Figura 4: Fotografia do leito mesentérico mostrando as artérias com suas
ramificages.

Apés periodo de 30 minutos de estabilizacdo em solucdo de Krebs Henseleit
gaseificada com mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2, pH 7,4, 37°
C), as artérias foram estiradas a uma tenséo de repouso considerada 6tima em
relacdo ao seu didmetro interno. Para isso, em cada segmento arterial a
relacdo tensdo: didmetro interno foi calculado e entdo foi determinada a

circunferéncia interna correspondente a uma pressao transmural de 100 mmHg
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para um vaso relaxado in situ (L100). Para a realizacdo dos experimentos, as
artérias foram mantidas com uma circunferéncia interna L1, calculada como
L1= 0,90 x L100, circunferéncia na qual o desenvolvimento de forca € maximo
(Mulvany & Halpern, 1977).

Computador
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Figura 5: Esquema representativo do miégrafo de arame onde foram realizados os
experimentos de reatividade vascular.
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4.2.1.1 Avaliacado da integridade do musculo liso vascular.

Apés estabilizagdo em sua tensdo de estiramento ideal, os segmentos de
artérias mesentéricas foram expostos a uma solucdo com concentracao alta de
potassio (120 mM, a composicdo é similar ao Krebs Henseleit, no entanto o
NaCl foi substituido por KCI em concentracdo equimolar) para avaliar a
capacidade contratil dos segmentos (Figura 6). A solugdo foi novamente
trocada para solucdo de Krebs- Henseleit normal e apés retorno a sua tenséo

basal, determinou-se a presenca de endotélio.

4.2.1.2 Avaliacdo da integridade funcional do endotélio.

Para comprovar a integridade endotelial, as artérias foram pré-contraidas com
uma concentracdo de fenilefrina (FE) suficiente para produzir 50% da
contracdo produzida pela solucdo de Krebs-Henseleit com KCI 120 mM, e
entdo o relaxamento vascular foi obtido por exposicdo a 10 uM de ACh, como
se observa na Figura 6. Somente foram utilizadas nesse estudo as artérias com

relaxamento superior a 80% da contracao induzida pela FE.

16.0
ACH (10 M) ___.,r-—-n-f“"‘lh 120
l i "f B.D %
L1 o /{/ 4.0
LY N Ny 00
T
K*(120 mM) Fenilefrina Farmacos (30 min) Fenilefrina (0,1 - 30 uM)

Figura 6: Esquema geral representativo de protocolo experimental realizado para
avaliar a reatividade vascular em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos.
ACh=acetilcolina (adaptado de Wiggers, 2008).
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4.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS — REATIVIDADE VASCULAR

4.3.1 Efeitos dieta hipossodica por 28 semanas sobre a resposta
constritora a fenilefrina e dilatadora a acetilcolina em artérias mesentérica
de ratos SHR.

ApoOs o teste de integridade endotelial as artérias permaneceram 30 minutos
para se estabilizarem e entdo, para investigar o efeito da dieta hipossodica
sobre a resposta vasoconstritora a fenilefrina, agonista alfa-adrenérgico, foram
realizadas curvas concentragcdo-resposta a fenilefrina, na concentracéo de 0,1
nM a 0,3 mM, de maneira cumulativa nos dois grupos estudados totalizando 14
distintas concentracbes (Figura 7A). O efeito frente a esta concentracéo
crescente de fenilefrina foi normalizado em fung&o da resposta contratil maxima

induzida pelo KCI (120 mM), que foi considerada 100% da resposta contratil.

Para estudar o efeito da dieta sobre a resposta vasodilatadora dependente do
endotélio, foram realizadas curvas concentracdo-resposta a acetilcolina (0,01
nM a 0,3 mM). Para tal, os anéis de mesentérica com endotélio foram pré-
contraidos com fenilefrina 1 yM. Uma vez obtido o platé, foram realizadas as
curvas concentracdo-resposta, cumulativas a acetilcolina (Figura 7B). O efeito
vasodilatador frente a acetilcolina foi calculado como percentual de
relaxamento considerando o platd de contracdo a fenilefrina, sendo este platd

considerado 100% da contracao.
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Figura 7: Esquema representativo dos protocolos experimentais. Incubagdo com o
farmaco a ser estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentragao-
resposta a FE (A) e/ou a ACh (B) (adaptado de Batista, 2014).

4.3.2 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos nos efeitos da dieta

hipossodica por 28 semanas sobre a resposta a fenilefrina.

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento, foram
realizados da mesma forma. Com a finalidade de avaliar a via pela qual a dieta
hipossdédica modificava a reatividade vascular, alguns farmacos foram
utilizados. Apo6s o teste do endotélio e dos 30 minutos de estabilizacdo da
preparacao, o farmaco a ser estudado era incubado por trinta minutos, e, logo
apos, realizada a curva concentracao-resposta a fenilefrina (Figura 7A).
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4.3.2.1 Participacdo do oxido nitrico, dos prostandides, das espécies reativas
de oxigénio e do sistema renina aniotensina aldosterona na resposta contratil a
fenilefrina em artérias mesentéricas de ratos que receberam dieta

normossaddica ou hipossodica.

Para avaliar se a dieta hipossodica altera a participacdo do éxido nitrico na
resposta contratil a fenilefrina, os anéis de mesentérica foram incubados com
um inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), o N-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME,100 pM).

A participacdo dos prostandides derivados da via do &cido araquidonico-
ciclooxigenase sobre a resposta contratil induzida pela fenilefrina foi avaliada
através da incubacdo dos anéis isolados de mesentéricas com indometacina
(10 uM), um inibidor inespecifico da ciclooxigenase e com NS 398 (1 uM),

inibidor especifico da ciclooxigenase-2 (COX-2).

Para verificar se a dieta hipossodica altera a participacdo das espécies reativas
de oxigénio sobre a resposta contratil a fenilefrina, uma vez que a producao de
espécies reativas altera a reatividade vascular, foram utilizados: a apocinina
(Apo, 10 uM), um inibidor seletivo da enzima NADPH oxidase, o tiron (acido
disulfénico 4,5-dihidroxi-1,3-benzeno - 1mM), um “varredor” nao-enzimatico de
anion superoxido e a catalase (1000 U / ml), um eliminador de peroxido de

hidrogénio.

Ainda, a fim de investigar a participacdo do sistema renina-angiotensina local
na resposta contratil a fenilefrina foram realizadas curvas concentracéo-
resposta a fenilefrina na presenga de Losartan (10 uM), bloqueador dos
receptores angiotensinoginérgicos AT1 e Enalapril (10 uM), inibidor da enzima

conversora da angiotensina ECA.
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4.4 EXPRESSAO DE PROTEINAS PELO METODO DE WESTERN BLOT.

A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influéncia da dieta
hipossoddica sobre a expressao proteica das isoformas iINOS, eNOS e COX-2 e
da isoforma do receptor AT1. Para isto, todo 0 mesentério a partir do primeiro
ramo da mesentérica superior foi utilizado como amostra para esta analise.
Estes foram congelados com nitrogénio liqguido e mantidos a -80°C até o

momento em que foram utilizados.

A extracdo de proteinas foi procedida com a homogeneizacdo das amostras,
em temperatura de 4°C, com tampao de homogeneizacao contendo: Tris - HCI
(10 mM, pH 7,4); NavO3 (1 mM); SDS, 1%; DTT (0,5 mM); EDTA (5 mM , pH
8); PMSF (1 mM); NaF (10 mM); Inibidor de protease.

A homogeneizagéo foi realizada em baixa temperatura, onde, durante todo o
procedimento, o homogeneizador de vidro era mantido em um recipiente com
gelo. Apds a homogeneizacao do tecido, essa mistura foi acondicionada em
microtubos e centrifugada (Eppendorf-Neitheir-Hinz, Gmb 22331, Alemanha) a
6000 rpm durante 12 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e o
precipitado descartado. Em seguida, foi realizada a quantificacédo proteica pelo
método Lowry (Peterson, 1977). Em seguida foram aliquotados os volumes
para uma carga de 50 upg de proteina, sendo este volume de amostra

misturado, em partes iguais, com tampao de homogeneizacao.

Aliguotas do homogeneizado foram diluidas em solucdo de Laemmli (Uréia 0,5
mM; SDS 0,17 mM; DTT 39 uM; Tris-HCI 0,01 M pH=8 e Azul de bromofenol
0,5 %). Para analisar a expressao proteica da eNOS, INOS, COX-2, AT1 e a-
actina, as amostras foram carregadas em gel SDS-poliacrilamida 10%
(acrilamida 40%, Tris HCI 1,5 M (pH = 8,8), SDS 10%, persulfato amonico
(APS) 10% e Temed), juntamente com um marcador de peso molecular de
amplo espectro (6 a 180 kDa), previamente imersos em uma cuba contendo
solucéo tampéao de eletroforese (Tris-HCI 25mM, glicina 190 mM, SDS 0.1 %),
gue é um eletrdlito com alta capacidade de tamponamento, sendo submetidas

a eletroforese aplicando corrente constante de 80 V (PowerPacTM HC, BioRad,
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Singapura) durante aproximadamente 2 horas, fazendo com que as amostras

(proteinas) passassem pelo gel.

Uma vez separadas, as proteinas foram transferidas para uma membranas de
difluoreto de polivinilo ou de nitrocelulose (Immun-Blot PVDF Membrane for
Western Blotting 0,2 um, BioRad Laboratories, EUA/ Amersham, GE
Healthcare, UK, respectivamente) previamente ativadas com metanol/agua.
Para isso, o gel, a membrana e papel Whatman (GE Healthcare Life Sciences,
Uppsala, Suécia) foram colocados em um sistema “sanduiche”. O método
realizado foi o de transferéncia liquida na qual o sanduiche era montado em
suporte Holder Cassete e acoplado a uma cuba (Trans-Blot SD Cell Bio-Rad,
USA) contendo uma solucdo de tampéo de transferéncia (Tris 25 mM, glicina
190 mM, SDS 0,1% e Metanol 20%) mantido a 8° C com uma corrente de 60 V
por 2 horas. Uma vez transferidas as proteinas, as membranas foram deixadas
durante uma hora a temperatura ambiente em agitacdo continua com uma
solucdo de bloqueio para evitar ligagcdes inespecificas do anticorpo. Esta
solucéo de bloqueio continha 5 % de leite desnatado em p6 ou 5 % de BSA,
dissolvida em solugéo de lavagem das membranas: 10 mM de Tris-HCl a pH =
7,5; 100 mM de NaCl; e 0,1 % Tween-20 (TBS-T).

Em seguida, também sob agitacdo constante, as membranas foram incubadas
por toda a noite a 4° C com o0s anticorpos primarios para eNOS (1:250,
Transduction Laboratories KY), iNOS (1:250, Transductions Laboratories KY),
COX-2 (1:200; Cayman Chemical; Ann Arbor, MI, USA e AT1 (1:500, Santa
Cruz, Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).

Uma vez finalizada a incubacdo com os anticorpos primarios, foram feitas trés
lavagens sucessivas de dez minutos cada, com uma solugao TBS-T, para
eliminar os restos do anticorpo primario que ndo se uniram. A continuidade, as
membranas foram incubadas durante uma hora, a temperatura ambiente e
agitacdo continua, com o0 correspondente anticorpo  secundario.
ImunoglobulinalgG anti-coelho conjugado com peroxidase (1:2000; Bio-Rad,
USA and 1:5000; Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) ou IgG anti-
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camundongo conjugado com peroxidase (1:5000; StressGen Bioreagent Corp.,

Victoria, Canada).

Apds a incubacdo com o anticorpo secundario, as membranas foram
novamente lavadas por 30 minutos para remoc¢ao do anticorpo secundario com
a solugcéo TBS-T e por mais 30 minutos com a solugao TBS (Tris-HCI 10 mM,
NaCl 100 mM, pH 7,5) (as solu¢bes foram trocadas a cada 5 minutos no TBS-T
e a cada 10 minutos no TBS). Os imunocomplexos foram detectados por meio
da exposicdo da membrana, durante 5 min a um sistema de deteccdo por
quimioluminescéncia (ECL Plus, AmershamTM, GE Healthcare, UK). As
membranas, entéo, foram expostas a autorradiografia para revelacao (Medical
Film, Konica Minolta Medical Imaging, Wayne, EUA / Hyperfilm, AmershamTM,
UK). A andlise densitométrica foi utilizada para quantificar as bandas das
proteinas e, para isso, os filmes com as bandas proteicas foram escaneados. O
programa ImageJ foi utilizado para quantificagdo da area e da densidade das

bandas.

4.5 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA.

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. Os
valores de “n” representam o numero de animais ou unidades experimentais

utilizadas em cada protocolo experimental.

A resposta vasoconstritora induzida pela fenilefrina foi normalizada em funcéo
da resposta maxima de contracdo induzida por 120 mM de KCI, que foi
considerada como 100% da resposta contratil do musculo. A partir deste valor,
as respostas contrateis a fenilefrina foram normalizadas. Os resultados das
respostas de relaxamento induzido pela acetilcolina estdo expressos como
porcentagem de relaxamento relacionada a contracdo previamente obtida
utilizando a fenilefrina. Para cada curva concentragéo-resposta a fenilefrina e a
acetilcolina foram calculados os valores de sensibilidade (pD2) e resposta

maxima (Rmax). Para isso, foi realizada uma analise de regressdo néo linear,
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obtida através da andlise das curvas concentragao-resposta a esses agonistas,
utilizando o GraphPad Prism Software (San Diego, CA, U.S.A.).

Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos farmacos sobre a
resposta contratil a fenilefrina e a acetilcolina em artérias dos diferentes grupos
estudados, alguns resultados estdo expressos como diferenca da area abaixo
da curva (dAUC) de concentracdo-resposta a fenilefrina em situacdo controle
(sem farmacos) e experimental (com inibidores). A AUC foi calculada para cada
curva concentracdo-resposta e a diferenga estd expressa como porcentagem
da diferenca da AUC (%dAUC) da curva controle correspondente (GraphPad
Prism Software, San Diego, CA, EUA).

A analise estatistica dos resultados foi realizada quando indicado teste t,
pareado e/ ou ndo pareado para comparacdo de médias, ou andlise de
variancia (ANOVA), duas vias, medidas completamente randomizada. Em caso
de significancia foi adotado o post-hoc de Tukey (seguido de ANOVA 1 via) ou
Bonferroni (seguido de ANOVA 2 vias) para comparacdo das médias
individuais (GraphPad Prism Software, San Diego, CA, EUA).

Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para valores
de p< 0,05.

Os resultados da expressao proteica da eNOS, INOS, COX-2 e AT1 estédo
expressos como a relacao entre a densidade Gtica para eNOS, iINOS, COX-2

ou AT1 em relacao a a-actina.
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5. RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA.

O efeito da dieta com restricdo de sal por 28 semanas sobre a pressao arterial
foi avaliada no desmame, aos 3 meses e aos 7 meses em ambos 0S grupos.
No desmame, a PAS foi similar entre os grupos de animais SHR e aumentou
significativamente nos dois grupos durante o periodo de 28 semanas de
acompanhamento. Ao final das 28 semanas, os ratos que receberam dieta com
restricdo de sal apresentaram uma pressdo arterial sistélica (PAS)
significativamente menor do que o grupo que recebeu dieta normossodica
(hipossodica: 169 + 4 mmHg, n = 14, normossaodica: 203 + 4,7 mmHg, n = 13; p
<0,05) (Tabela 1). A dieta com restricdo de sal foi capaz de atenuar a elevacao
de pressao arterial nos animais SHR.

Tabela 1. Pressao Arterial Sistolica (PAS) avaliada por pletismografia de cauda

durante o protocolo experimental.

PAS (mmHg)
Desmame 3 meses 7 meses
Normossaddica 131 +5,6 188 +6 203 +4,7
Hipossodica - 161 £ 12* 169 + 4*

Valores apresentados como média + EPM. Normossdédica: grupo dieta padrao
(n = 13). Hipossddica: grupo dieta baixo sal (n= 14). PAS: pressao arterial
sistélica *p < 0.05 vs. Normossédica.
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5.2 EFEITOS DA DIETA HIPOSSODICA SOBRE A FUNCAO VASCULAR DE
ARTERIA MESENTERICA DE RESISTENCIA DE RATOS SHR

5.2.1 Efeitos da dieta hipossddica sobre a resposta contratil ao cloreto de

potassio (KCI 120 mmol/l) em artérias mesentéricas de ratos SHR.

Com a finalidade de verificar a capacidade contratil das artérias utilizadas,
todos os segmentos arteriais, ap0s procedimento de normalizacdo, eram
expostos a solugdo rica em KCI (120 mmol/L). A contragdo maxima arterial,
estimulada por alta concentracdo de KCI de cada artéria € um importante dado,
ja que todas as contracfes aos farmacos sao expressos como porcentagem da

contracdo maxima induzida pelo KCI.

Adicionalmente, diferencas na contracdo ao KCl nos grupos experimentais
podem ser um indicativo de lesdo/alteracdo do musculo liso vascular. No
entanto, a dieta hipossédica durante 28 semanas nao alterou a resposta ao
KCI, ou seja, a dieta ndo prejudicou a capacidade contratil do musculo liso
vascular, jA& que a resposta maxima das artérias do grupo com dieta
normossédica foi semelhante a resposta maxima das artérias do grupo com
dieta hipossodica (normossodica: 4,41 + 043 g vs hipossédica: 4,20 + 045g, (n=
13), p>0,05).

5.2.2 Efeitos da dieta hipossddica sobre o relaxamento dependente do

endotélio em artérias mesentéricas de ratos SHR

Para avaliar se a dieta hipossddica por 28 semanas foi capaz de alterar o
relaxamento dependente do endotélio, foi realizada curva concentragéo-
resposta a acetilcolina (1nmol/L - 10umol/L). A acetilcolina promoveu
relaxamento das artérias mesentéricas de maneira concentracdo dependente
nos dois grupos. Porém, a dieta com restricdo de sal aumentou o relaxamento
dependente do endotélio induzido por acetilcolina, quando comparado com

ratos que receberam dieta normossaodica. (Figura 8 e Tabela 2).
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Figura 8: Curva concentracao-resposta a acetilcolina (ACh) para a avaliagdo do
relaxamento dependente do endotélio em segmentos de artérias mesentéricas de
ratos dos grupos com dieta normossodica e hipossédica. Os resultados (Média + EPM)
estdo expressos como porcentagem da pré-contragdo a fenilefrina. ANOVA duas vias
seguida de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs normossédica. O numero de animais
usados esta indicado entre parénteses.

Tabela 2: Valores de resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD2) induzidas
pela acetilcolina em artérias mesentéricas de ratos dos grupos com dieta
normossodica e hipossddica. A resposta maxima estd expressa como

percentual de relaxamento apds a pré contracdo com a fenilefrina.

Rmax(%) pD2
Normossédica 97,56 + 9.03 6,85+ 0,24
Hipossodica 98,84 +2.73 7,53 £0,10*

Valores expressos em média + EPM. Teste t ndo-pareado *p<0,05 vs
normossaédica
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5.2.3 Efeitos da dieta hipossddica sobre a resposta contratil a fenilefrina

em artérias mesentéricas de ratos SHR

A administracdo de fenilefrina aumentou de maneira concentracdo-dependente
o tbnus basal dos segmentos de artérias mesentéricas de ratos que receberam
dieta normossédica e hipossédica. No entanto, quando comparada as duas
dietas, ndo houve alteracbes nas respostas vasoconstritoras induzidas por
fenilefrina (Figura 9 e Tabela 3). Este resultado sugere que, apesar do aumento
de vasodilatacdo apresentado no resultado anterior, pode haver outra via
compensatoria vasoconstritora que mantém a resposta a fenilefrina na dieta
hipossodica igual ao grupo controle. Assim, para verificar a influéncia dos
fatores endoteliais na resposta a fenilefrina, investigamos algumas vias de

agentes vasoativos derivados do endotélio.
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Figura 9: Resposta contratil induzida pela fenilefrina em segmentos de artérias
mesentérica de ratos SHR dos grupos normossoédico e hipossodico. Os resultados
(Média + EPM) estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 120
mM de KCI. O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses
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Tabela 3: Valores de resposta maxima (Rméax) e sensibilidade (pD2) obtidos
através das curvas concentracdo resposta a fenilefrina em artérias

mesentéricas de ratos dos grupos com dieta normossédica e hipossodica.

Rmax (%) pD2
Normossadica 94,49 + 4,15 5,49 + 0,06
Hipossodica 88,75+ 1,37 5,56 £ 0,02

Valores expressos em média £ EPM. Teste t ndo-pareado p>0,05

5.2.4 Efeitos da dieta hipossddica sobre a participacédo do 6xido nitrico na
resposta vasoconstritora a fenilefrina em artérias mesentéricas de ratos
SHR

Para analisar o papel do éxido nitrico na resposta vasoconstritora a fenilefrina,
segmentos arteriais com endotélio intacto foram pré-incubados com o L-NAME
(100 pM), um inibidor ndo seletivo da oxido nitrico sintase. O L-NAME provocou
o deslocamento nas curvas de concentracdo-resposta a fenilefrina nas artérias
mesentéricas em ambos 0s grupos experimentais (Figura 10 A-B, Tabela 4).
Entretanto, ao comparar a magnitude deste efeito por meio da %dAUC,
observou-se que nos ratos que receberam dieta hipossodica, a modulacao
dependente do NO na resposta contratil a fenilefrina esta aumentada (Figura C
e Tabela 4). Este resultado sugere que a biodisponibilidade do NO pode estar
aumentada em consequéncia da dieta com restricdo de sal e ser ele o

responsavel pelo aumento da vasodilatacao.



67

A B
®  Normossodico (N=12) ® Hipossédico (N=13)
1507 O Normossédico + L-NAME (N=11) 150 © Hipossédico + L-NAME (N=10)
~ * ~ **-g
O g T
< 1001 < 100- e
S g
@ 3
O (&3
S 50 S 504 .
‘g =
o S
0+ 04
I T T T T T 1 I T T T T T 1
9 -8 -7 6 -5 -4 -3 9 8 -7 -6 -5 -4 -3
FE [logM] FE [logM]
C 200+ .
1504
S
O 100
2 N
©
50
0-
~0'b >
O >
& &
&) Q
0&‘ N
X

Figura 10: Efeito do L-NAME (100 pM), inibidor da sintase do 6xido nitrico, sobre a
resposta contrétil induzida pela fenilefrina em segmentos de artérias mesentérica de
ratos dos grupos de dieta normossaodica (A) e hipossddica (B). Diferenga percentual da
area abaixo da curva nos dois grupos experimentais (C). Os resultados (Média + EPM)
estdo expressos como porcentagem da contragdo induzida por 120 mM de KCI.
ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni e teste t de Student para
comparacdo de medias. *p<0,05 vs normossddica. O numero de animais usados esta
indicado entre parénteses
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Tabela 4: Valores de resposta maxima (Rméax) e sensibilidade (pD2) obtidos
através das curvas concentracdo resposta a fenilefrina na presenca de L-
NAME em artérias mesentéricas de ratos dos grupos com dieta normossoédica

e hipossédica.

Rmax(%) pD2
Normossaddica 94,49 + 4,15 5,49 + 0,06
Normossédica + L-NAME 115,60 + 5,20* 5,56 + 0,07
Hipossodica 88,75+ 1,37 5,56 £ 0,02
Hipossodica + L-NAME 117,30 + 3,13" 5,74 + 0,04

Valores expressos em média + EPM. Teste t ndo-pareado.*p<0,05; Rmax:
normossadica vs normossédica + L-NAME *p<0,05 ; Rméax e pD2: hipossédica
vs hipossodica + L-NAME

5.2.4.1 Expresséo protéica da isoforma endotelial da sintase do 6xido nitrico

(eNOS) e da isoforma induzivel da sintase do 6xido nitrico (iINOS)

A expressdo da eNOS e INOS foram avaliadas com intuito de verificar se o
aumento da participacdo do NO na reatividade vascular apdés uma dieta
hipossddica também era acompanhada de alterac6es nas expressdes dessas
enzimas. A expressdo da eNOS e INOS em condi¢cbes basais (segmentos de
artérias retirados logo apés o animal ser sacrificado) foram detectadas através
da técnica de Western Blot em segmentos de mesentéricas de ratos dos
grupos com dieta normossoédica e hipossédica. Foi observado que nestas
artérias a dieta hipossédica por 28 semanas ndo provocou alteracdo na
expressao protéica da eNOS, porém a expressao proteica da iINOS encontrou-
se elevada nos segmentos mesentéricos de ratos do grupo com dieta

hipossaodica (Figura 11 A-B).
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Figura 11: Analise densitométrica da expressao protéica da isoforma endotelial da
sintase do 6xido nitrico (eNOS) (A) e da isoforma induzivel da sintase do éxido nitrico
(iNOS) (B) em artéria mesentérica de ratos dos grupos normossddica e hipossodica.
Na parte superior da figura estdo demonstradas as bandas representativas da
expressao da eNOS, iINOS e da a —actina. Os resultados (média + EPM) estdo
expressos como relagao entre a densidade das bandas da eNOS, iNOS e da a-actina.
O numero de animais usados esta indicado entre parénteses. Para analise
comparativa foi usado o Teste-t ndo pareado. *p<0,05 vs hipossédica.

5.2.5 Efeitos da dieta hipossodica sobre a participacdo dos prostanoides
derivados da via da ciclooxigenase (COX) na resposta contratil a

fenilefrina

Para investigar se a dieta com restricdo de sal altera a participacdo dos
prostandides derivados da via do acido araquiddnico-ciclooxigenase na
resposta contratii a fenilefrina em segmentos de artérias mesentéricas,
incubamos essas artérias com o inibidor n&o seletivo da COX, a indometacina
(10 uM).

A indometacina promoveu reducdo da resposta contratil a fenilefrina em

artérias mesentéricas de ambos os grupos (Figura 12 A-B, Tabela 5), mas o
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efeito foi maior no grupo que recebeu dieta hipossodica, como podemos
observar pela diferenca da area abaixo da curva (Figura 12C e Tabela 5). Estes
resultados sugerem uma influéncia maior de prostandides na resposta

vasoconstritora induzida pela fenilefrina no grupo com dieta hipossodica.
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Figura 12: Efeitos da indometacina (10 pM), inibidor inespecifico da via do acido
araquidoénico e ciclooxigenase, sobre a resposta contratil induzida pela fenilefrina em
segmentos de artérias mesentéricas de ratos dos grupos de dieta normossédica (A) e
hipossddica (B). Diferenca percentual de area abaixo da curva nos dois grupos
experimentais (C). Os resultados (Média £+ EPM) estao expressos como porcentagem
da contracéo induzida por 120 mM de KCI. ANOVA duas vias seguida de post hoc de
Bonferroni e teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs
normossoédico). O numero de animais usados esta indicado entre parénteses.
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Tabela 5: Valores de resposta maxima (Rméax) e sensibilidade (pD2) obtidos
através das curvas concentracdo resposta a fenilefrina na presenca de
indometacina (INDO) em artérias mesentéricas de ratos dos grupos com dieta

normossaddica e hipossodica.

Rmax(%) pD2
Normossaodica 94,49 + 4,15 5,49 + 0,06
Normossaodica + INDO 83,94 + 5,66 5,18 + 0,08*
Hipossodica 88,75+ 1,37 5,56 £ 0,02
Hipossaodica + INDO 82,07 £ 3,84 5,00 + 0,04"

Valores expressos em média + EPM. Teste t ndo-pareado.*p<0,05; pD2: dieta
normossoédica vs normossédica + INDO "p<0,05 : pD2: dieta hipossédica vs
hipossaédica + INDO

Diante desse resultado, fomos investigar se esta resposta poderia ser
associada a participacdo da COX-2, por meio da incubacdo dos anéis de
mesentéricas com o inibidor de COX-2, o NS 398 (1 uM). A presenca deste
farmaco reduziu a resposta contratil & fenilefrina nos segmentos de artéria
mesentérica dos ratos do grupo de dieta hipossddica (Figura 13B, Tabela 6)
sem promover alteracdo nos anéis do grupo de dieta normossédica (Figura
13A, Tabela 6). Estes resultados sugerem que a maior influéncia de
prostandides sobre a resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina, no grupo
com dieta hipossédica, é dependente da via da COX-2.
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Figura 13: Efeitos do inibidor da COX-2, o NS 398 (1 uM), sobre a resposta contratil
induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de artérias mesentéricas de ratos dos
grupos de dieta normossdédica (A) e hipossédica (B). Os resultados (Média + EPM)
estdo expressos como porcentagem da contragdo induzida por 120 mM de KCI.
ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni e teste t de Student para
comparacdo de meédias. *p<0,05 vs normossddica. O numero de animais usados esta
indicado entre parénteses.

Tabela 6: Valores de resposta maxima (Rméx) e sensibilidade (pD2) obtidos
através das curvas concentracao resposta a fenilefrina na presenca de NS 398

em artérias mesentéricas de ratos dos grupos com dieta normossodica e

hipossadica.

Rmax (%) pD2
Normossaddica 94,49 + 4,15 5,49 + 0,06
Normossaddica + NS398 81,67 +£2,98* 5,67 + 0,05
Hipossodica 88,75+ 1,37 5,56 + 0,02
Hipossodica + NS398 78,21 + 3,47* 5,26 + 0,05"

Valores expressos em média + EPM. Teste t ndo-pareado.*p<0,05; Rmax:
normossoédica vs normossédica + NS 398 “p<0,05; Rmax e pD2: hipossddica
vs hipossodica + NS 398



73

5.2.5.1 Expressao proteica da isoforma constitutiva da ciclooxigenase (COX-2)

Os resultados funcionais evidenciam envolvimento de prostandides
vasoconstritores nos efeitos da dieta hipossddica sobre a reatividade vascular a
fenilefrina em artérias mesentéricas. Baseando neste resultado, foi avaliada a
expressao protéica da isoforma da COX-2 através da técnica de Western Blot
no leito mesentérico. Como vemos na Figura 14 a expressao proteica desta
isoforma encontra-se elevada nos segmentos mesentéricos de ratos do grupo

com dieta hipossodica.
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Figura 14: Andlise densitométrica da expressao protéica da isoforma induzivel da
ciclooxigenase (COX-2) em artéria mesentérica de ratos dos grupos normossddica e
hipossodica. Na parte superior da figura estdo demonstradas as bandas
representativas da expressao da COX-2 e da a —actina. Os resultados (média + EPM)
estdo expressos como relacdo entre a densidade das bandas da COX- 2 e da a-
actina. O numero de animais usados esta indicado entre parénteses. Para analise
comparativa foi usado o Teste-t ndo pareado, *p<0,05 vs normossadica.

5.2.6 Efeitos da dieta hipossodica sobre a participacdo de espécies

reativas do oxigénio na resposta contratil a fenilefrina

Para elucidar a maneira pela qual a dieta hipossodica modifica a resposta

vasomotora foi necessario entender a participacdo das espécies reativas de
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oxigénio nesse modelo experimental. Para isso, as artérias mesentéricas foram
incubadas com apocinina (10 pM), inibidor especifico da NADPH oxidase
(enzima que sintetiza O2+-). A apocinina reduziu, de maneira similar, a
resposta contratil a fenilefrina em ambos os grupos (Figura 15 A-B-C, Tabela
7).
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Figura 15: Efeitos do inibidor da NADPH oxidase, a apocinina (10 uM) sobre a
resposta contratil induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de artérias
mesentéricas de ratos dos grupos de dieta normossodica (A) e hipossddica (B).
Diferenca percentual de area abaixo da curva nos dois grupos experimentais (C). Os
resultados (Média £+ EPM) estdo expressos como porcentagem da contracao induzida
por 120 mM de KCI. ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni e teste t de
Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs normossédica. O nimero de animais
usados esta indicado entre parénteses.
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Tabela 7: Valores de resposta maxima (Rméx) e sensibilidade (pD2) obtidos
através das curvas concentracdo resposta a fenilefrina na presenca de
apocinina (APO) em artérias mesentéricas de ratos dos grupos com dieta

normossaddica e hipossodica.

Rmax(%) pD2
Normosséddica 94,49 + 4,15 5,49 + 0,06
Normossédica + APO 92,56 + 4,12 5,17 £ 0,05*
Hipossadica 88,75+ 1,37 5,56 + 0,02
Hipossodica + APO 83,54 + 4,62 5,29+ 0,09"

Valores expressos em média + EPM. Teste t ndo-pareado.*p<0,05; pD2:
normossédica vs normossodica + APO  "p<0,05; pD2: hipossédica vs
hipossddica + APO.

Além da apocinina, os anéis também foram incubados com um eliminador de
peréxido de hidrogénio, a catalase (1000 U/ml) e um “varredor’ ndo enzimatico
de anion superoxido, o tiron (1 mM) (Figura 16A e 16B, Tabela 8). Também néo
houve diferencas entre os grupos sobre a modulacdo do estresse oxidativo
vascular de resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina em ratos que
receberam dieta hipossoédica. Estes resultados sugerem que as espécies
reativas de oxigénio nao estao envolvidas na resposta vasoconstritora induzida

por fenilefrina neste modelo.
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Figura 16: Efeitos de um eliminador de peréxido de hidrogénio, a catalase (1000 U/ml)
(A) e de um “varredor” nao enzimatico de anion superéxido, o tiron (1 mM) (B) sobre a
resposta contratil induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de artérias
mesentéricas de ratos dos grupos de dieta normossodica e hipossodica. Os resultados
(Média + EPM) estdo expressos como porcentagem da contragdo induzida por 120
mM de KCIl. ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. p>0,05. O nimero
de animais usados estéa indicado entre parénteses.



77

Tabela 8: Valores de resposta maxima (Rméax) e sensibilidade (pD2) obtidos
através das curvas concentracao resposta a fenilefrina na presenca de catalase
e tiron em artérias mesentéricas de ratos dos grupos com dieta normossédica e

hipossadica.

Rmax(%) pD2
Normossoédica 94,49 £ 4,15 5,49 + 0,06
Normossodica + catalase 90,96 + 3,80 5,56 + 0,05
Normossddica + tiron 92,72 +£4,3 5,57+0,05
Hipossadica 88,75+ 1,37 5,56 + 0,02
Hipossddica + catalase 94,02 + 3,63 5,59 + 0,05
Hipossaddica + tiron 97,59 + 4,59 5,50 = 0,06

Valores expressos em média £ EPM. Teste t ndo-pareado.p>0,05

5.2.7 Efeitos da dieta hipossodica sobre a participacdo do sistema renina

angiotensina na resposta contratil a fenilefrina

Para investigar a participacdo do sistema renina-angiotensina na resposta
contratil a fenilefrina em artérias mesentéricas de ratos que receberam dieta
hipossddica, realizamos experimentos de reatividade vascular na presenca do
inibidor da enzima conversora da angiotensina, enalapril (10uM) e do
antagonista dos receptores AT1, losartan (10uM). Como mostrado na Figura
17A e B, e na tabela 9, os dois blogueadores ndo reduziram a resposta
vasoconstritora induzida por fenilefrina em mesentérica de ratos com dieta
hipossoddica. Esse resultado sugere que dieta com restricdo de sal ndo afetou a
modulacdo do sistema renina-angiotensina local na resposta vasoconstritora

induzida por fenilefrina neste modelo.
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Figura 17: Efeitos do inibidor da enzima conversora da angiotensina, enalapril (10uM)
(A) e do antagonista dos receptores AT1, losartan (10uM) (B) sobre a resposta
contratil induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de artérias mesentéricas de ratos
dos grupos de dieta normossédica e hipossoédica. Os resultados (Média + EPM) estao
expressos como porcentagem da contracdo induzida por 120 mM de KCIl. ANOVA

duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. O ndmero de animais usados esta
indicado entre parénteses. p>0,05.
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Tabela 9: Valores de resposta maxima (Rméax) e sensibilidade (pD2) obtidos
através das curvas concentracdo resposta a fenilefrina na presenca de
enalapril e losartan em artérias mesentéricas de ratos dos grupos com dieta

normossaddica e hipossodica.

Rmax(%) pD2
Normossoédica 94,49 £ 4,15 5,49 + 0,06
Normosséddica + enalapril 100,0 £ 9,18 5,38 +0,13
Normossddica + losartan 94,50 + 5,63 5,45+ 0,08
Hipossadica 88,75+ 1,37 5,56 + 0,02
Hipossddica + enalapril 87,37 + 3,68 5,48 + 0,06
Hipossddica + losartan 92,97 £ 3,06 5,62 + 0,05

Valores expressos em média £ EPM. Teste t ndo-pareado.p>0,05

5.2.6.1 Expresséo protéica do receptor de angiotensina AT1

Através da técnica de Western Blot a expresséo protéica dos receptores AT1
foi detectada nos segmentos de mesentérica dos animais de ambos 0S grupos
experimentais. A expressao protéica foi semelhante nas artérias mesentéricas
dos ratos dos grupos normossddico e hipossddico (Figura 18), corroborando

com os achados funcionais.
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Figura 18: Andlise densitométrica da expressao protéica do receptor de angiotensina
AT1 em artéria mesentérica de ratos dos grupos normossoédica e hipossodica. Na
parte superior da figura estdo demonstradas as bandas representativas da expressao
do receptor AT1 e da a —actina. Os resultados (média + EPM) estdo expressos como
relagdo entre a densidade das bandas do receptor AT1 e da a-actina. O namero de
animais usados esta indicado entre parénteses. Para analise comparativa foi usado o
Teste-t ndo pareado. p>0,05.
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6. DISCUSSAO

6.1 PRINCIPAIS RESULTADOS DO PRESENTE ESTUDO

A reducdo da ingestao de sédio para prevenir as doencas cardiovasculares é
uma recomendacdo da Organizacdo Mundial da Saude. No entanto, existem
evidéncias experimentais e clinicas de que, assim como tem sido observado
com a alta ingestdo de sodio, a restricdo na ingestdo de sbédio também
aumenta o risco de doencgas cardiovasculares. A associacdo entre baixo sodio
e doencas cardiovasculares pode se explicar através de alguns mecanismos,
como por exemplo, disfuncdo endotelial e estresse oxidativo (Suematsu et al,
2010), superativacado simpatica (Campese et al, 1982), ativacdo do sistema
renina angiotensina aldosterona (Westendorp et al, 2004, Tikellis et al, 2012 e
Mori et al, 2009), resisténcia a insulina, aumento dos niveis de triacilglicerol
(Ruivo et al, 2006), e aumento da aterogénese (Tikellis et al, 2012 e Raz
Pauster et al, 2014).

A pratica médica ainda recomenda a ingestédo de baixa concentracdo de sal no
tratamento da hipertensédo e da insuficiéncia cardiaca. No entanto, uma série
de estudos clinicos ao longo dos udltimos 20 anos pde em questdo essa
recomendacao. Por exemplo, pacientes com uma dieta de baixo sal tiveram um
aumento nos eventos coronarianos em comparagdo aqueles que ingeriram
concentracdo de sal normal e os pacientes que em dieta com baixo sal
normalizaram a sua ingestao tiveram uma reducdo de eventos cardiacos, mas

nao eventos vasculares periféricas ou cerebrais (Suematsu et al, 2010).

Considerando que a restricdo de sodio na dieta ainda € uma abordagem
padrdo em pacientes diagnosticados hipertensos, o presente estudo investigou
se mudancas no conteudo de sédio da dieta afetam a funcéao vascular em ratos
SHR.



82

Para execucao desse estudo, foi usada uma dieta de baixo sodio (10 vezes
menor quando comparado a dieta padrao) para mimetizar uma severa reducao

na ingestdo de sédio semelhante a de pacientes diagnosticados hipertensos.

Os resultados obtidos neste estudo mostram os efeitos de uma dieta com baixo
sal por 28 semanas sobre a reatividade vascular em artérias mesentéricas de
ratos SHR. A restricdo de sal (0,03 % NaCl) foi capaz de reduzir a pressao
arterial e aumentar a resposta vasodilatadora induzida pela ACh, sem alterar a
resposta vasoconstrictora a fenilefrina. Estes resultados podem ser explicados
pela maior biodisponibilidade de NO e aumento na producdo de prostandides,
por meio da via da COX-2, sem o envolvimento da ROS e do SRA.

6.2 INGESTAO DE SAL E O COMPORTAMENTO DA PRESSAO ARTERIAL

A relacdo entre a baixa ingestdo de sédio e a reducdo na pressao arterial ja é
bem estabelecida na literatura (Appel et al, 1997; Sachs et al, 2001; Intersalt,
1988; Strazzullo,2009; He e MacGregor, 2009). Apesar das diferencas
individuais de sensibilidade, mesmo modestas reducdes na quantidade de sal
sdo, em geral, eficientes em reduzir a PAS (VI Diretrizes Brasileiras de
Hipertensdo, 2010). Desde a década de 80, os estudos mostram uma reducao
da pressao arterial com a baixa ingestdo sal em animais hipertensos e
evidenciam que a restricdo de sodio durante a fase de desenvolvimento da
hipertensdo nos animais SHR possui marcante efeito sobre a PAS. Pimenta et
al (2009) demonstraram que uma dieta contendo cerca de 1 g/dia de sodio
promoveu rapida e importante reducdo de PA em hipertensos resistentes.
Dickinson et al (2007) mostraram que uma reducdo de apenas 1.3 g/dia na
ingestdo de sodio traduziu em uma diminuicdo de 5 mmHg na PAS, em

individuos entre 25 e 55 anos de idade.

Os resultados de nosso estudo corroboram tais achados que demonstraram
gue a administracdo de uma dieta com restricdo de sal durante 28 semanas em
ratos SHR foi capaz de atenuar o desenvolvimento da hipertensdo durante o

acompanhamento dos animais.
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6.3 EFEITOS DA DIETA HIPOSSODICA POR 28 DIAS SOBRE A
REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS ANEIS ISOLADOS DE ARTERIAS
MESENTERICAS DE SHR

Inicialmente, nosso estudo avaliou a resposta a fenilefrina em vasos de
resisténcias de ratos SHR com dieta hormossaddica e hipossédica e nenhuma
alteracdo na contracdo a fenilefrina foi observada entre os grupos. Esse
resultado sugere que pode estar ocorrendo uma modulacdo na resposta
vasoconstrictora e ao mesmo tempo vasodilatadora das artérias mesentéricas
de ratos SHR.

Estudos sobre a reatividade vascular investigaram condicfes de uma dieta rica
em sodio demonstrando um aumento na resposta vascular, caracterizada pelo
aumento da resisténcia vascular periférica (Nishida et al, 1998; Sofola et al
2002; Lenda et al, 2002; Adegunloye et al, 1997). Sofola et. al (2002)
demosntraram que ratos Sprague-Dawley que receberam dieta rica em sodio
por 4 semanas apresentaram um aumento na vasoconstricdo em resposta a
noradrenalina em vasos mesentéricos. Lenda et al (2002) mostraram que a alta
ingestao de sal na dieta por 5 semanas levou a um aumento da producao das
espécies reativas de oxigénio, assim como Ni e Vaziri em 2001 demonstraram
uma diminuicdo da producédo da 6xido nitrico sintase (NOS) nos ratos em dieta
com alto teor de sal. Além disso, o aumento do consumo de sédio
comprometeu o0 relaxamento dependente do endotélio em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (Kagota et al, 2001). No entanto, os
efeitos da dieta com baixo teor de so6dio em funcdo do endotélio vascular e os
mecanismos subjacentes permanecem desconhecidos (Jablonski et al 2013;
Lima et al, 2006).

6.4 EFEITOS DA DIETA HIPOSSODICA POR 28 DIAS SOBRE A
MODULACAO ENDOTELIAL NOS ANEIS ISOLADOS DE MESENTERICAS
DE SHR

A partir do resultado descrito acima, em que ndo houve uma alteracdo da

reatividade a FE, foi investigado como o sddio alterava o relaxamento vascular


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vaziri%20ND%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11243307
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dependente do endotélio. Para isto, foi realizada a curva concentracéo-
resposta a acetilcolina. Nosso estudo mostrou que houve um aumento do
relaxamento vascular induzido pela acetilcolina no grupo com restricdo de
soédio. Com esse achado, pode-se supor que a dieta hipossddica aumenta a

liberacdo de um fator vasodilatador dependente do endotélio.

Neste sentido, o estudo visou investigar algumas vias que possivelmente
poderiam esclarecer a acdo vascular do sodio artérias mesentéricas de ratos
SHR

Sabendo-se que dentre os fatores vasoativos derivados do endotélio, o NO é o
principal fator relaxante que modula as respostas contrateis vasculares a
diferentes agonistas (Chatterjee et al, 2008), procuramos avaliar se a dieta
hipossodica aumentaria os efeitos vasodilatadores do endotélio através do
aumento da biodisponibilidade de NO. Para isso foi realizada uma curva
concentracdo resposta a fenilefrina na presenca de L-NAME, um inibidor

inespecifico da sintase do NO.

Neste estudo, o L-NAME potencializou a resposta vasoconstrictora a fenilefrina
em ambos 0S grupos experimentais, mas em maior propor¢do no grupo com
dieta hipossddica, conforme demonstrada pela %dAUC. Estes resultados
sugerem que a restricdo de sédio aumenta a modulacédo endotelial na resposta
contratil & fenilefrina por aumentar a biodisponibilidade de NO.

Corroborando com os dados funcionais, os resultados do presente estudo
obtidos pela técnica de Western Blot demonstraram que apesar da expressao
da eNOS estar inalterada apds a dieta hipossodica, houve um aumento da
expressdo da isoforma induzivel de éxido nitrico (iINOS) nos animais que
receberam dieta hipossodica quando comparados ao grupo com dieta
normossédica. Esse resultado sugere que a dieta hipossddica aumentou a
biodisponibilidade de NO, que pode ser explicado pelo aumento de expressao
de iNOS.
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Estudos prévios mostram que a iINOS esta presente em uma variedade de
tecidos, principalmente em resposta a mediadores enddgenos da inflamacao,
hipoxia e estresse oxidativo (Chatterjee et al, 2008; Sun et al, 2010). Além
disso, 0 aumento da atividade e da expressao da iNOS esta bem descrita em
doencas inflamatorias como, por exemplo, a hipertensao arterial (Briones et al,
2000; Alvarez et al, 2008; Sun et al, 2010).

Os mecanismos fisiologicos pelos quais a restricdo de soédio na dieta pode
melhorar a funcdo endotelial vascular em humanos sdo desconhecidas. Os
dados disponiveis de modelos de roedores sugerem que dietas com alto teor
de sbédio podem prejudicar a dilatagcdo dependente do endotélio através da
reducdo da biodisponibilidade de NO como resultado do estresse oxidativo
(Zhu et al, 2004; Nurkiewicz et al, 2007). Outros estudos em roedores sugerem
que a alta ingestédo de sodio também pode reduzir a expressédo de eNOS (Ni et
al, 2001) e suprimir a atividade da superdxido dismutase (SOD), uma
importante enzima antioxidante (Lenda e Boegehold, 2002). Esse efeito de
reducdo do relaxamento mediada pelo NO na condi¢cdo de sobrecarga de sal
também foram demonstrados em anéis isolados da aorta (Zhu et al, 2004) e
artéria mesentérica de ratos normotensos (Zhu et al, 2007), além de em SHRs

com relacdo as artérias coronarias (Kagota et al, 2002; Matrougui et al, 1998).

Alteracdes na via do NO com dietas de restricdo de sodio tém sido pouco
descritas em estudos experimentais. Em um estudo com humanos, Jablonski et
al (2013) demonstraram que a reducao de sodio na dieta melhora a resisténcia
vascular através de um aumento na dilatacdo dependente do endotélio, por

aumento da biodisponibilidade de NO.

Enfim, apesar de ter sido observado esse aumento da vasodilatagdo no nosso
estudo, ndo observamos reducéo na resposta vasoconstritora a fenilefrina pelo
baixo sédio. Desta forma, pode haver uma via compensatéria vasoconstritora
adicional que modula a resposta a fenilefrina. Portanto, o proximo passo do

estudo foi determinar as possiveis vias subjacentes de ambos 0s mecanismos.
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6.5 O PAPEL DOS PROSTANOIDES DERIVADOS DA CICLOOXIGENASE
(COX) NO EFEITO DO SODIO SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR EM
ARTERIAS MESENTERICAS DE RATOS SHR

Tem se observado um aumento na sintese de fatores endoteliais contrateis
derivados de COX em determinados modelos de hipertenséo (Vanhoutte, 1995;
Taddei et al, 1997; Davidge, 2001), sendo esse aumento nos niveis dos fatores
vasoconstritores associada com o desenvolvimento e a manutencdo da

disfuncéo vascular (LUscher et al, 1986; dos Santos et al, 2003).

A expressédo vascular de COX-2 esta normalmente associada com processos
inflamatorios em muitas condicdes, tais como aterosclerose e hipertensao
(Antman et al, 2005; Alvarez et al, 2005; Adeagbo et al, 2005). Existem
evidencias substanciais de que a COX-2 desempenha um papel fundamental
no controle local do ténus vascular (Yang et al, 1998). Em modelos
experimentais de hipertensédo foi notada maior expressdo da COX-2 e maior
participacdo dos prostanodides contrateis derivados desta via na resposta

vascular a fenilefrina (Alvarez et al, 2005).

Sabendo-se disso, analisamos o0 envolvimento de prostandides nas respostas
vasoconstritoras induzidas pela restricdo de sodio, e observamos que a inibicéo
ndo seletiva da COX via indometacina reduziu a reatividade a fenilefrina em
artérias mesentéricas no grupo com dieta de baixo sal, sugerindo a

participacdo desta via nas alteracdes vasculares observadas.

Sabendo-se que a COX-2 é a isoforma induzida por estimulos pro-
inflamatorios, citocinas, fatores mitogénicos e endotoxinas e tem a expressao
relacionada principalmente com processos inflamatérios (Wu, 1995, Antman et
al., 2005), acreditamos que apdés uma dieta com restricdo de sal os
prostandides que estariam envolvidos numa maior resposta contratil a

fenilefrina seriam os derivados da COX-2.

Para isso, foram realizadas curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em

segmentos de mesentérica incubados com inibidor especifico da COX-2, 0 NS
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398. Nesse experimento, observou-se que na presenca do NS 398 ocorreu
reducdo da resposta contratil a fenilefrina somente no vaso dos animais do
grupo com dieta hipossddica, indicando que os prostandides que promovem
maior resposta contratil a fenilefrina nos animais do grupo que fizeram restricao

ao sodio sao derivados da via da COX-2.

Associado aos achados funcionais nossos resultados também demonstram um
aumento da expressdao de COX-2 em artérias mesentéricas de ratos que

receberam dieta hipossadica, corroborando os dados funcionais.

N&o foram encontradas publicagdes que relacionaram a dieta de restricdo de
sédio com maior participacédo de prostandides derivados da COX-2 na resposta
vascular a fenilefrina. Entretanto, Yang et al (1998) mostraram que uma dieta
com baixo teor de sal levou a um aumento da COX-2 no cértex renal,
particularmente nas células da méacula densa. Da mesma forma, outro estudo
também demonstrou que a dieta com restricdo de sal, levou a um aumento da
expressdo da COX-2 na macula densa, resultando na sintese de

prostaglandinas e a secrecédo de renina (P6schke et al, 2012).

O que pode explicar os motivos pelos quais as respostas a fenilefrina foram
semelhantes entre os grupos foram os achados de que conjuntamente ao
aumento da biodisponibilidade de NO que explica a resposta vasodilatadora
aumentada a acetilcolina na dieta hipossodica, ocorreu um aumento de COX-2,
confirmado pela vasoconstricdo aumentada a fenilefrina quando foi bloqueada

esta via.

6.6 O PAPEL DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NO EFEITO DO
SODIO SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR EM ARTERIAS
MESENTERICAS DE RATOS SHR

Dando prosseguimento as analises, sabe-se que no sistema cardiovascular, as
espécies reativas de oxigénio desempenham um papel crucial no controle da

funcd@o endotelial e do ténus vascular, sendo que o aumento da producéo de
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espécies reativas de oxigénio € um dos principais fatores que leva a reducao
da biodisponibilidade do NO e, assim, aumenta a contragcdo do musculo liso

vascular.

Para elucidar a maneira pela qual as espécies reativas de oxigénio influenciam
na resposta vascular a fenilefrina apés a administracdo a longo prazo de uma
dieta com restricdo de sal, analisou-se a participagcao da NADPH oxidase, com
um inibidor da mesma, apocinina. Também foi avaliada a participacdo do anion
superéxido na resposta vascular a fenilefrina através de um varredor de anion
superoxido, o tiron e a participacdo do H202, com a catalase, que é varredor
do peroéxido de hidrogénio. Como resultado, ndo foram observadas alteracées a
resposta contratil a fenilefrina apdés a dieta hipossodica. Estes resultados
sugerem que as ROS ndo estdo envolvidas nessas respostas, no modelo

estudado.

O principal fator que contribui para a reducao de biodisponibilidade do NO é o
aumento de EROs, em especial do anion superoxido, que ao interagir com NO
forma peroxido de nitrito, consumindo o 6xido nitrico e diminuindo assim a
biodisponibilidade do mesmo e, como consequéncia, ocorre diminuicdo do

relaxamento do musculo liso (Beckman e Koppenol, 1996).

Sabe-se que as dietas ricas em sal resultam em aumento da geracédo de EROs
na parede microvascular e, consequentemente, deprimem a regulacao
dependente do endotélio dos vasos (Lenda e Boegehold, 2002). Esse prejuizo
na dilatacdo dependente do endotélio ocorre através da reducdo da
biodisponibilidade do 6xido nitrico [NO] como resultado do estresse oxidativo
(Zhu et al, 2004; Nurkiewicz et al, 2007).

Em contrapartida, Jablonski et al (2013) demonstraram que a dieta com
restricdo de sodio melhora a funcdo endotelial nas artérias de conducgéo
(macrovascular) e nos vasos de resisténcia (microvascular) em homens e
mulheres de meia-idade e idosos com PAS elevada, sendo observado um

aumento dos niveis de NO e reducédo do estresse oxidativo, com um aumento
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modesto, porém significativo na circulacdo de atividade da SOD na condicdo de

baixo teor de sodio.

6.7 O PAPEL DO SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA NO EFEITO DO SODIO
SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR EM ARTERIAS MESENTERICAS DE
RATOS SHR

Conforme j& descrito na literatura, a angiotensina Il pode induzir a expressao
de COX-2 (Alvarez et al, 2007; Beltran et al, 2009) e, além disso, aumentar a
producdo de espécies reativas do oxigénio (Wolf, 2000), reduzir a
biodisponibilidade do NO e provocar disfuncdo endotelial (Doughan et al,
2008).

O papel da angiotensina na regulacdo dos volumes de plasma e,
especialmente, a homeostasia do sédio € também ja € bem conhecido. Sabe-
se também que alteracbes no sistema renina-angiotensina podem estar
relacionadas com a ingestdo de sdédio, estando esse sistema ativamente
envolvidos no remodelamento cardiaco e vascular induzidos pela sobrecarga
de sal (Drenjancevi¢-Peri¢ et al, 2011; Tikellis et al, 2012; Zeng et al, 2004, dos
Santos et al, 2006). Estudos mostraram que a restricdo da ingestdo de sodio
resultou em um aumento plasmatico de renina, angiotensina Il e aldosterona,

com melhora na reabsorcéo de sédio (Luchner et al, 1996).

Neste trabalho no grupo de dieta de baixo sal o bloqueio dos receptores AT1 e
ACE com losartan e enalapril, respectivamente, ndo afetou as respostas
vasoconstritoras induzidas por fenilefrina de artéria mesentérica dos SHRs que
receberam dieta pobre em sal. Além disso, a andalise de Western blot
demonstrou niveis semelhantes de expressao da proteina de AT1 nas artérias
mesentéricas de ambos 0s grupos. Esta constatacdo sugere que a dieta com
restricdo de sal em SHR quando analisada apds longo periodo de ingestao,
nao afetou a capacidade do sistema renina-angiotensina local para influenciar a

resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina.
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Dos Santos et al (2006) observaram que ratos jovens normotensos submetidos
a uma dieta rica em sal apresentaram maior reatividade vascular no leito
vascular caudal, o que foi atribuido ao aumento da atividade do sistema renina-
angiotensina-aldosterona. Durante a restricdo da ingestdo de sodio, Suematsu
et al (2010) demostraram que cées adultos que receberam dieta com baixo
sédio (0,05% NaCl) durante 2 semanas apresentaram um aumento da renina e
da angiotensina | e Il plasmaticos, evidenciando que a dieta com baixo sédio

induz a ativacdo do sistema renina-angiotensina.

Analisando a participagdo do sistema renina angiotensina local de outros
orgaos durante a restricdo de sodio, Berger et al (2015) demonstraram que a
restricdo cronica do consumo de sal em ratos SHR foi capaz de atenuar a
progressdo para hipertensdo e impedir a proteindria com o0 aumento na
expressao de cubilina, sendo assim associada a uma modulagdo de RAS local
do rim, com uma relacdo entre a baixa ingestdo de sal e protecdo renal na
hipertensdo. Também foi observado que os niveis de expressdo de Ang Il e do
receptor intra-renais para (pro) renina ((P) RR) no duto coletor interior medular
renal do rato aumentaram na dietas com restricdo de sal (Gonzalez et al,
2014). Hattori et al (2014) observaram que a expressao de genes do sistema
renina-angiotensina-aldosterona cardiaco estavam aumentados em ratos
obesos que receberam dieta normal, enquanto a restricdo de sal regulou para
baixo a expresséo destes genes. Schmid et al (1997) observaram aumento da
expressdo génica de AT1 nos rins, figado e pulm&o com uma dieta de baixo
sédio (0.02 %) que retornou ao basal apés 3 semanas de dieta, enquanto a
dieta de 4% de sal ndo influenciou a expressao deste receptor. Portanto, os
estudos ainda sdo controversos e demonstram uma modulacdo 6rgao

especifica que se apresenta de forma temporaria e transiente.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que a ingestdo de uma dieta com restricdo de
sal por 28 semanas foi capaz de modular as respostas vasodilatadoras e
vasoconstritoras das artérias mesentéricas de ratos SHR. Esta resposta é
endotélio-dependente e decorrente do aumento da biodisponibilidade de NO e
ao mesmo tempo de um aumento dos prostanoides vasoconstrictores via COX-

2.

A participacdo dos prostandides vasoconstrictores derivados da via da COX 2
pode explicar por que a reatividade vascular a fenilefrina ndo esta alterada,
apesar do aumento da biodisponibilidade de NO. Acreditamos estar ocorrendo
um equilibrio na resposta vasoconstrictora e vasodilatadora, devido a

participacédo dessas duas vias.

Os nossos resultados também mostram que uma dieta com restricdo de sal
nao altera a participagéo do sistema renina-angiotensina local e a producéao de
espécies reativas de oxigénio, indicando que nenhuma dessas vias esta
envolvida na modulacédo do ténus vascular, quando estas vias foram avaliadas

apos 7 meses de dieta muito restritiva em sal.

Em suma, a partir dos resultados apresentados seria possivel sugerir que além
do aumento da vasodilatacdo devido aumento da biodisponibilidade de NO,
existe a ativacdo de uma via inflamatdria em vasos de mesentérica apds a

ingestéo cronica de uma dieta com restricao de sal.
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