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RESUMO

Os acidos graxos poliinsaturados 6émega-6 sdo bem conhecidos por seu
importante papel em muitas funcbes fisiologicas e, também, na reducdo dos
riscos de doencas cardiovasculares, especialmente o acido linoleico (AL). Com
iISso, 0 objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do tratamento com AL
sobre a pressdo arterial e a fungéo das artérias de resisténcia mesentérica (AMR)
em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Os SHR machos foram tratados
diariamente com AL (15 mg/kg) ou veiculo (controle) por 15 dias. Comparado com
0s controles, o tratamento com AL diminuiu a presséo arterial (PAS (mmHg) -
Controle: 139 + 1,8 vs AL: 128,4 + 1,7; PAD (mmHg) - Controle: 78,6 + 1,1 vs AL:
70,1 £ 3,7) e mostrou: (1) aumento do limen e diametro externo, (2) diminuicao
da parede:limen e espessura da parede, (3) diminuicdo da rigidez e (4) menor
deposicdo de colageno em AMR. O tratamento com AL reduziu a resposta
contratil a fenilefrina, embora ndo tenham sido observadas alteragbes na AMR
guanto as respostas a acetilcolina e ao nitroprussiato de sodio. A incubacdo com
L-NAME alterou a reatividade a fenilefrina apenas no grupo tratado com AL,
sugerindo que o tratamento pode melhorar a biodisponibilidade de NO, o que foi
confirmado pela analise semiquantitativa “in situ” de NO. A incubacdo com tiron
diminuiu a reatividade vascular a fenilefrina em ratos tratados com LA,
acompanhada pela diminuicdo anion superoxido observada na AMR. Além disso,
a incubacgdo com indometacina (inibidor ndo seletivo de COX), NS 398 (inibidor
especifico de COX-2), furegrelato (inibidor da sintase de TXA;), SQ 29,548
(antagonista do receptor TP) e SC 19220 (antagonista do receptor EP1) reduziu
as respostas vasoconstritoras a fenilefrina no grupo tratado com AL. Estes
resultados foram acompanhados por uma reducédo na expressao da proteina de
COX-2. Em conclusao, estes achados mostram que o tratamento com AL diminui
a presséo arterial, acompanhado por alteragbes estruturais e funcionais nas
artérias de resisténcia de SHR. Estas alteragbes funcionais envolvem um
aumento na biodisponibilidade de NO e reducdo na producdo de &nion
superoéxido. Por fim, a melhora da disfuncdo endotelial e alteracdes estruturais
nesse modelo de hipertensdo podem ser responsaveis pela reducdo da pressao

arterial.



Palavras-chave: Acido linoleico; hipertensdo; artérias mesentéricas de

resisténcia; fungéo vascular; remodelamento vascular.



ABSTRACT

Omega-6 polyunsaturated fatty acids are well known for their important role in
many physiological functions and in reducing the risks of cardiovascular diseases,
especially linoleic acid (LA). Therefore, we aimed to investigate the effect of
linoleic acid (LA) treatment on the blood pressure and function of mesenteric
resistance arteries (MRA) in spontaneous hypertensive rats (SHR). Male SHR
were treated daily with LA (15 mg/kg) or vehicle (control) for 15 days. Compared
with controls, LA treatment decreased blood pressure (SBP (mmHg) - Control: 139
+1,8vsLA:128,4 + 1,7, DBP (mmHg) - Controle: 78,6 + 1,1 vs AL: 70,1 £ 3,7 and
showed the following in MRA: (1) increased lumen and external diameter, (2)
decreased wall:lumen ratio and wall thickness, (3) decreased stiffness and (4) less
collagen deposition. LA treatment reduced the contractile response to
phenylephrine, although there were no changes observed in MRA in regard to the
acetylcholine or sodium nitroprusside responses. Incubation with L-NAME left-
shifted the reactivity to phenylephrine only in the MRA treated group, suggesting
that LA treatment can improve NO bioavailability, which was confirmed by NO “in
situ” quantification analyses. Incubation with tiron decreased vascular reactivity to
phenylephrine in MRA in LA rats, which was accompanied by decreased
superoxide anion production. Moreover, incubation with indomethacin (non-
selective COX inhibitor), NS 398 (COX-2 specific inhibitor), furegrelate (TXA;
synthase inhibitor), SQ 29.548 (TP receptor antagonist) and SC 19220 (EP1
receptor antagonist) reduced the vasoconstrictor responses to phenylephrine in
MRA in the treated group. These results were accompanied by a reduction in
COX-2 protein expression. In conclusion, these findings show that LA treatment
decreases blood pressure, accompanied by structural and functional changes in
resistance arteries of SHR rats. These functional changes involve NO
bioavailability and reduction in superoxide anion production. At last, the
improvement of endothelial dysfunction and structural changes in this

hypertension model may be responsible for the reduction in blood pressure.

Keywords: Linoleic acid; hypertension; mesenteric resistance arteries; vascular

function; vascular remodeling.
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representativas da expressao. O numero de animais utilizados € indicado entre
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28

1 INTRODUCAO

1.1 HIPERTENSAO ARTERIAL

A hipertenséo arterial € uma condicédo clinica multifatorial, caracterizada por
elevacdo sustentada dos niveis pressoéricos. Esta patologia representa um
importante fator de risco para doencas cardiovasculares, incluindo doenca arterial
coronariana, doenca vascular periférica, acidente vascular encefélico,
insuficiéncia cardiaca e doenga renal crénica. No Brasil, a hipertensdo arterial
atinge 32,5% (36 milhdes) de individuos adultos, contribuindo direta ou
indiretamente para 50% das mortes por doenca cardiovascular (VII Diretriz
Brasileira de Hipertensao Arterial, 2016).

De acordo com as VII Diretrizes Brasileiras de Hipertensédo Arterial, a
American Heart Association e o VIII Joint National Comitee, 0s niveis pressoricos
considerados normais para adultos sdo inferiores ou iguais a 140 mmHg de
pressao arterial sistélica e a 90 mmHg de pressédo arterial diastélica. Contudo,
uma vez que nao existe um valor preciso a partir do qual os valores de pressao
arterial passam a aumentar o risco cardiovascular, a conceituacéo de hipertensao
arterial é arbitraria e definida operacionalmente por razdes préticas para avaliacao
de risco e tratamento de um individuo; e também por consideracdes em relacdo a
lesdo de drgaos-alvo e demais doencas associadas (PEREIRA & KRIEGER,
2005; JAMES et al., 2014).

Quanto a sua origem, a hipertensao arterial pode ser classificada como
primaria ou secundaria. A hipertensdo primaria é a forma mais prevalente na
populacao, contribuindo para aproximadamente 95% dos casos, e nao apresenta
causa definida, porém estad relacionada a interagcdo de fatores genéticos e
ambientais heterogéneos, como tabagismo, sedentarismo, estresse e consumo
excessivo de sal e alcool. Por sua vez, a hipertensdo secundaria tem prevaléncia
de 3 a 5% e esta associada a algumas condi¢des clinicas, como: hipertireoidismo,
hipotireoidismo, doencga renal crénica, sindrome da apnéia e hipopnéia obstrutiva
do sono, entre outros (VI Diretriz Brasileira de Hipertensao Arterial, 2016).

A pressao arterial sanguinea € mantida dentro de valores normais gragas
ao volume sanguineo e a capacitancia da circulacdo, que sdo resultantes da

interacédo entre o DC (débito cardiaco = frequéncia cardiaca x volume sistolico), a
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resisténcia vascular periférica (RVP) e a capacitancia venosa. Ao considerar a
relacdo Pressao Arterial = DC x RVP, conclui-se que fatores capazes de alterar o
DC e/ou a RVP, modificam consequentemente a pressao arterial. No entanto,
alteracbes na resisténcia vascular sdo as principais responsaveis por
modificacbes na pressdo arterial (BOHR; WEBB, 1984a; LUND-JOHANSEN,
1983a).

E importante considerar que a resisténcia vascular, principalmente em
artérias de resisténcia, pode ser modificada pela estrutura, pela mecanica e pela
funcdo vasomotora dos vasos sanguineos (INTENGAN; SCHIFFRIN, 2000a).
Alteracbes estruturais, como redugcédo do didmetro luminal e espessamento da
parede arterial, alteracbes mecanicas, como reducéo da elasticidade, bem como,
modificacdes nas respostas vasoconstritora e vasodilatadora dependentes do
endotélio, podem repercutir em aumento da resisténcia vascular e,
consequentemente, na hipertensdo arterial (LUSCHER; VANHOUTTE, 1986a;
MULVANY, Michael J, 2002a). Dentre as alteragcbes celulares que modificam a
resisténcia vascular, podem ser citados: o aumento intracelular de Ca®* que, por
sua vez, aumenta a reatividade do mauasculo liso vascular a agentes
vasoconstritores, como os agonistas a-1 adrenérgicos e noradrenalina
(HOROWITZ et al., 1996a); o aumento da sensibilidade as proteinas contrateis; o
aumento da permeabilidade da membrana aos ions calcio e sédio, entre outros
(BOHR; WEBB, 1984a; MARIN, 1993).

Em se tratando de modelos experimentais de hipertensdo, j& € bem
descrito que vasos sanguineos de ratos hipertensos apresentam maior
reatividade aos agentes pressores do que de animais normotensos (HOLLOWAY;
BOHR, 1973). Este aumento de reatividade pode estar associado a maior
sensibilidade do musculo liso vascular aos agentes vasoconstritores, sendo que
em estados cronicos de hipertensdo arterial, as modificagcbes estruturais
intensificam o aumento da reatividade (BERECEK; RASCHER; GROSS, 1979).

1.1.1 Caracterizagdo do modelo experimental

Os diversos fatores envolvidos na génese e/ou manutencdo da pressao
arterial foi o que levou pesquisadores a proporem modelos experimentais onde se

pudesse melhor caracterizar a doenca e, desta forma, compreender o quanto
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estes fatores separados ou associados poderiam atuar através de diferentes
mecanismos.

A cepa de SHR (ratos espontaneamente hipertensos) desenvolvida por
Okamoto & Aoki (1963) é um modelo de hipertensao arterial crbnica, determinada
geneticamente e com grandes semelhancas ao curso de desenvolvimento da
hipertensdo essencial humana, razao pela qual tem sido um modelo amplamente
utilizado na avaliagdo da hipertensdo essencial. Até a 42 semana de vida desta
cepa, 0s niveis pressoricos de ratos sdo normais. A partir da 42 semana, a
pressédo arterial do SHR sofre um rapido e importante incremento observado até a
122 semana de vida, alcancando niveis de pressao sistélica de aproximadamente
180-200 mmHg. Este incremento nos niveis pressoricos continua sendo
observado de maneira mais gradual até a 202 semana (MULVANY, M J;
NYBORG, 1980).

Adicionalmente, caracteristicas funcionais também podem aumentar a
resisténcia vascular periférica e, de fato, Mulvany & Nyborg (1980) demonstraram
gue as artérias mesentéricas de SHR apresentavam, previamente ao aumento da
pressdo arterial, maior sensibilidade a noradrenalina, a qual parece ter sido
causada por uma maior sensibilidade ao célcio.

O aumento da resisténcia vascular periférica associado com disfuncao
endotelial observado na hipertensédo arterial, bem como a perda da funcao
modulatéria exercida pelos fatores derivados do endotélio parece ter participacao
critica no desenvolvimento desta condicdo (BOHLEN, 1986). As alteracdes da
funcdo endotelial na hipertensédo tém sido atribuidas ao desequilibrio na geracéo
e/ou liberacdo de mediadores envolvidos na contragcéo e no relaxamento vascular
(SCHIFFRIN, E L, 2001).

E possivel observar ainda que, os SHR com quatro semanas de vida ja
apresentam alteracdes estruturais importantes em artérias mesentéricas de
resisténcia, tais como maior espessura da camada arterial média e razao
parede:limen (RIZZONI, D et al., 1994), além de maior rigidez vascular,
previamente ao aumento da pressdo arterial. Esta Ultima caracteristica esta
geralmente associada ao aumento na quantidade de colageno e alteracdes na
distribuicdo de elastina, levando a uma lamina elastica interna mais compacta
(GONZALEZ et al., 2006a).
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1.1.2 Remodelamento vascular e hipertenséo arterial

No sistema circulatério, 0s vasos sanguineos apresentam suas paredes
divididas basicamente em trés camadas: tanica adventicia, tinica média e tunica
interna (LAUGHLIN; NEWCOMER; BENDER, 2008). A estrutura dos vasos
sanguineos varia de acordo com seu papel fisiolégico. A parede arterial é
organizada em trés camadas concéntricas. Tunica intima, camada de células
mais interna que envolve o limen, delimitada pela camada elastica, composta por
um arranjo linear e longitudinal de células endoteliais e membrana basal; tlnica
média, tecido compreendido entre a lamina elastica interna e a externa, composto
de um arranjo de células musculares lisas dispostas em forma circunferencial
embebidas em matriz extracelular rica em coladgeno, elastina e proteoglicanos;
tunica adventicia, camada localizada externamente a lamina elastica externa, é
composta de fibroblastos organizados longitudinalmente, inseridos na matriz
extracelular rica em colageno e elastina, pequenos vasos e terminacdes nervosas
(Figura 1) (HILLEBRANDS et al., 2001).

Tecido Conjuntivo
Musculo Liso

A Fibras Elasticas
/. , Endotélio

4

N Endoteélio Veia

Tecido ) 9 Células
Conjuntivo 7 Endoteliais

Musculo Liso

Capilar
Fibras Elasticas

Células
Endoteliais

Artéria

Figura 1: Imagem ilustrativa das caracteristicas da parede arterial (adaptado de
Sherwood, 2011).
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De acordo com a Lei de Poiseuille, a resisténcia vascular periférica varia
inversamente ao raio do vaso a quarta poténcia (R = 8nL/mr®, onde n =
viscosidade; L = comprimento; r = raio). Dessa maneira, pequenas alteracbes do
diametro luminar podem influenciar grandemente na resisténcia vascular
periférica e, consequentemente, levar a uma modulacao significativa da pressao
arterial. Nesse sentido, mudancas na geometria do vaso, conhecidas como
remodelamento vascular, podem ocorrer devido a alteracbes na funcao
(reatividade vascular), na distensibilidade (rigidez vascular) ou na estrutura
vascular (ARRIBAS et al., 2006; INTENGAN; SCHIFFRIN, 2000; MARTINEZ-
LEMUS et al., 2009; MULVANY, 2008).

O remodelamento das artérias de resisténcia, observadas em condi¢ces
clinicas como na hipertensdo arterial, ndo ocorrem como consequéncia do
aumento na pressao sanguinea, mas sim para normalizar a tensédo da parede na
artéria. Sendo assim, com base na Lei de Laplace, o aumento da presséao arterial
observado na hipertensao arterial € mantido pelo aumento na razdo parede:limen
(razdo P/L) arterial. Nesse sentido, em um primeiro momento, 0 aumento na
guantidade de substancias neuro-humorais pode elevar a pressdo sanguinea,
alterando a tenséo da parede na artéria. No entanto, para normalizar a tensédo de
parede em longo prazo, a pressédo arterial elevada € mantida pelo aumento da
razdo P/L dos vasos (MULVANY, 1999).

As caracteristicas estruturais primarias dos vasos responsaveis pela razéo
P/L sdo o diametro e a espessura da parede vascular, estando o vaso submetido
a uma determinada pressado transmural. Nessa condicao, o diametro do lumen é
determinado pelas propriedades mecanicas passivas e ativas do vaso. As
propriedades passivas podem ser descritas pela relacdo entre a pressao
intraluminal e a medida do lumen sobre condigcbes em que as células do musculo
liso estdo totalmente relaxadas, enquanto que as propriedades ativas sao
determinadas pelo estado contratil das células musculares lisas, pelo seu niumero
e organizacdo (MULVANY, 1999).

As alteragcdes na estrutura vascular, conhecidas como remodelamento
arterial, sdo consideradas um processo complexo que pode envolver o aumento
(hipertrofia), a diminuicao (hipotrofia) ou o rearranjo (eutrofia) dos componentes

da parede vascular e, também, a reducdo (remodelamento para dentro) ou o
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aumento (remodelamento para fora) do diametro do Iimen vascular (Figura 2)
(MULVANY et al., 1996).

Hipotréfico Eutréfico Hipertrofico

Interno

Mdsculo Liso
_Vascular
Intima

Adventicia

Endotélio\

Normal

Externo

Figura 2: Classificacdo de artérias quanto ao tipo de remodelamento arterial. (A) O diagrama

mostra a maneira em que o remodelamento vascular pode modificar as sec¢des transversais dos
vasos sanguineos. O ponto de partida € o vaso no centro. O remodelamento pode ser
hipertréfico (maior area da camada média; vasos na coluna direita), eutréfico (sem mudancas na
area da camada média; vasos na coluna do meio) ou hipotréfico (menor &rea da camada média;
vasos na coluna esquerda). Essas formas de remodelamento podem ser interna (reducdo do
didmetro interno; vasos na linha superior) ou externa (aumento do didmetro interno; vasos na
linha inferior). (B) Detalhamento das camadas arteriais (adaptado de CARRETERO, 2005).

O remodelamento hipotrofico ocorre quando h& reducéo na area de seccao
transversa da parede vascular, representada pela mudanca observada na figura
1. Esse tipo de remodelamento arterial parece estar relacionado a reducéao de
componentes da parede vascular (MARQUEZ-MARTIN et al., 2012;
POURAGEAUD; DE MEY, 1997), sendo encontrado em arteriola aferente renal
de rato SHR (NGRRELUND et al., 1994).

Em artérias que apresentam um remodelamento eutrdéfico, a parede arterial

sofre uma reestruturacdo, porém, sem apresentar alteracbes no volume da
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camada média arterial. Este tipo de remodelamento predomina em pacientes que
apresentam hipertensdo essencial leve (SCHIFFRIN et al., 1993) e em modelos
experimentais como 2-rins-1-clipe (LI; SCHIFFRIN, 1996), com hipertenséo
induzida por angiotensina Il (BRIONES, Ana M et al., 2009) e especificamente em
artérias mesentéricas de resisténcia e pequenas artérias coronarias de modelos
experimentais como o0 SHR (MULVANY et al., 1978).

Por sua vez, no remodelamento hipertréfico ocorre o0 aumento da area de
seccao transversa da parede arterial, crescimento da tdnica média do vaso,
resultando em uma “invasdo” do lumen vascular. Esse remodelamento parece
predominar em modelos animais com hipertensdo arterial severa, como no
modelo DOCA-sal (DENG; SCHIFFRIN, 1992), 1-rim-1-clipe (DENG;
SCHIFFRIN, 1991) e no modelo Dahl-sal sensivel (D’USCIO et al., 1997).

Além da modificacdo da geometria arterial, na hipertensdo arterial o
remodelamento vascular também estd associado ao aumento da rigidez da
parede vascular (ARRIBAS et al., 2006; INTENGAN; SCHIFFRIN, 2000). Esse
tipo de modificacdo é resultante da somatdria da rigidez ativa (representada pelo
tbnus do musculo liso vascular) (AGABITI-ROSEI et al.,, 2009) com a rigidez
passiva, sendo essa Ultima, um efeito das propriedades visco-elasticas intrinseca,
principalmente das fibras de colageno e de elastina presente na matriz
extracelular (BRIONES et al., 2010).

O coladgeno € uma proteina muito rigida cuja funcéo é limitar a distensao do
vaso produzida pela pressédo, sendo que no sistema vascular predominam 0s
colagenos do tipo | e Il (BRIONES et al., 2010). O aumento na deposicdo de
coldgeno pode ser responsavel por alteracbes mecéanicas e pelo remodelamento
vascular observado com a hipertenséo. Ja esta bem estabelecido na literatura que
a hipertensédo estimula a producdo de colageno em artérias de resisténcia de
modelos experimentais de hipertenséo arterial tais como o SHR (GONZALEZ et
al., 2006), o induzido por ouabaina (BRIONES, Ana M et al., 2006a) ou por
infusédo de angiotensina Il (BRIONES et al., 2009).

A elastina constitui 90% das fibras elasticas, € um polimero insoluvel
constituido por moléculas sollveis de tropoelastina, e por uma glicoproteina
denominada fibrilina. A tropoelastina é a proteina precursora da elastina,
sintetizada principalmente pelas células musculares lisas, embora os fibroblastos

e as células endoteliais também apresentem capacidade elastogénica. As fibras
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de elastina formam laminas fenestradas que permitem o contato celular através
de seus orificios (BRIONES et al., 2010). A elastina é a proteina mais abundante
em artérias de grande calibre (JACOB, 1993), no entanto também € detectada em
artérias de resisténcia (BRIONES, Ana M et al., 2003).

As propriedades mecanicas passivas das artérias sdo principalmente
oferecidas pelas fibras elasticas e colagenas, e sdo facilmente afetadas por
alteracOes estruturais do vaso, como o remodelamento vascular. A rigidez e a
geometria dos componentes do vaso, assim como a pressao intraluminal, a qual
estdo expostos, determinam as alteracfes na distensibilidade vascular (BRIONES
et al., 2009; INTEGAN; SCHIFFRIN, 2000). Em particular, o coldgeno e a elastina
tém sido diretamente associados com a maior rigidez da parede vascular
observada em animais hipertensos (BRIONES et al, 2003, 2009).
Adicionalmente, alteracfes na elastina ja foram demonstradas em artérias de
condutancia (ARRIBAS et al., 2008) e artérias de resisténcia de SHR
(GONZALEZ et al., 2006), antes mesmo do desenvolvimento da hipertensio
arterial comprometendo a propriedade mecanica da parede arterial e,
eventualmente contribuindo para o desenvolvimento da hipertenséo arterial.

Diante desse contexto, existe uma grande associagao entre o processo de
remodelamento vascular induzido pela hipertensdo arterial e as alteragbes
mecanicas observadas em artérias de resisténcia, sendo 0s componentes da

matriz extracelular os principais responsaveis por esta associacao.

1.1.3 Disfuncao endotelial e hipertensao arterial

O endotélio pode ser considerado um verdadeiro sistema autocrino,
paracrino e enddécrino do organismo humano, capaz de promover sintese e
liberacdo de substancias metabolicamente ativas, participantes da regulacéo da
homeostase e do tbnus vascular (RUBANYI, 1993). Entretanto, o papel do
endotélio ndo se restringe ao controle do tdnus e a funcdo vasomotora, mas se
estende a regulacdo da proliferagdo e migracdo das células musculares lisas
vasculares e adesdo de leucécitos (MONCADA et al.,, 1977; MONCADA et al.,
1991).
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As células endoteliais vasculares formam uma camada monocelular que
reveste a superficie luminal de todos os vasos sanguineos e estdo
estrategicamente situadas entre a circulagdo e o restante da parede vascular,
com importante participacédo na ténus do musculo liso vascular, acao fundamental
para a manutencdo da pressao sanguinea em niveis normais. Considerado o
maior 6rgdo enddcrino no organismo, o endotélio vascular é capaz de liberar
substancias relacionadas a vasomotricidade que abrange a sintese de
substancias vasoativas denominadas fatores de relaxamento derivados do
endotélio (EDRF) e fatores constritores derivados do endotélio (EDCF)
(FELETOU; VANHOUTTE, 2009b; FROLICH; FORSTERMANN, 1989;
FURCHGOTT,; ZAWADZKI, 1980).

Dentre os EDRF, o oOxido nitrico (NO) é o mais potente agente
vasodilatador, inibidor da agregacao plaquetaria, da coagulacéo e da proliferacéo
celular. Entretanto, existem outros fatores mediadores da vasodilatagcdo como a
bradicinina, a prostaciclina (PGl;) e o EDHF (fator hiperpolarizante derivado do
endotélio). Dentre as substancias vasoconstritoras, podemos citar a angiotensina
Il, a endotelina-1 e os produtos do metabolismo do acido araquidénico como o
tromboxano A, (TXA;) (CARVALHO, Mhc et al., 2001). Além disso, as espécies
reativas de oxigénio geradas pelas trés camadas da parede vascular, participam
na modulacdo do tbnus vascular produzindo tanto vasodilatacdo como
vasoconstricdo em funcdo da espécie reativa de oxigénio e do leito vascular
(Figura 3) (PARAVICINI; TOUYZ, 2008).

Diante desse contexto, € importante considerar que, alteracdes na sintese
elou liberacdo desses fatores podem interferir na génese e/ou manutengdo da
hipertenséo arterial (LUSCHER; VANHOUTTE, 1986a). Aumento da sintese de
fatores vasoconstritores e de fatores de crescimento e, também, reducdo da
sintese ou liberacéo de fatores vasodilatadores sdo modificacfes importantes na
funcdo endotelial e podem promover elevacdo da resisténcia vascular e,
consequentemente, da presséo arterial. Essas variacbes da funcdo do endotélio
foram estudadas por diversos pesquisadores, levando a denominacao disfuncao
endotelial (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; TANG; VANHOUTTE, 2010).

A disfuncéo endotelial se tornou um preditor de doencas cardiovasculares,

sendo considerada uma caracteristica comum da hipertensdo (VANHOUTTE et
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al., 2009). Variacdes na funcédo endotelial sdo consideradas um dos principais

fatores responsaveis pelo incremento e manutencdo da pressao arterial.
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1.2 MUSCULO LISO E REGULACAO DO TONUS VASCULAR

O ténus do musculo liso vascular € um fator determinante de resisténcia
vascular. Sua regulacao € realizada pelos fatores derivados do endotélio, pressao
sanguinea, inervacdo e por estimulos hormonais. As células musculares lisas
vasculares requerem um aumento na concentracdo de Ca*? citoplasmatico, para
deflagrar a sua contragdo. Este aumento, por sua vez, pode resultar tanto do
influxo do Ca*™ através de canais especificos da membrana citoplasmatica,
guanto de liberacdo dos estoques intracelulares, como o reticulo sarcoplasmatico.
Deste modo, a oferta do Ca*? & maquinaria contrétil sera aumentada (LINCOLN
et al., 2001; TOUYZ et al., 2018).

E importante ressaltar que, a contracdo do musculo liso vascular é mediada
por dois mecanismos, sendo eles o acoplamento eletromecéanico e o acoplamento
farmacomecénico (LINCOLN et al., 2001).

O acoplamento eletromecanico promove a contracdo através de
modificacbes no potencial de membrana da célula. A despolarizacdo da
membrana induzida, por exemplo, pelo aumento da concentracdo de K
extracelular, promove influxo de Ca®" através da abertura de canais para célcio
operados por voltagem, causando contracdo (BULBRING; TOMITA, 1987;
GANITKEVICH; ISENBERG, 1991).

Por outro lado, o acoplamento farmacomecéanico baseia-se na contracao
induzida por agonistas contrateis, como norepinefrina, endotelina, angiotensina Il
e serotonina. Esses agonistas ligam-se a receptores especificos da membrana da
célula muscular lisa que sdo acoplados a proteina G. A interacdo agonista-
receptor ativa a subunidade a da proteina G, que por sua vez, ativa a fosfolipase
C (PLC) levando a sintese de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O IP3; interage com seus receptores na membrana do reticulo
sarcoplasmatico e estimula a liberacdo de Ca®". O DAG ativa a proteina quinase
C (PKC), que aumenta a mobilizagao de Ca®" através de canais da membrana,
além de aumentar a sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca®" e fosforilar a
cadeia leve da miosina (MLC).

Todos esses mecanismos contribuem para o aumento da oferta do Ca*? a
magquinaria contratil. Dessa forma, o Ca®" liga-se & calmodulina, formando o

complexo Ca?*-calmodulina. Uma vez formado o complexo Ca®*-calmodulina,
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ocorre ativacdo da quinase da cadeia leve da miosina (MLCK), viabilizando a
interacdo entre os miofilamentos de actina e miosina, portanto, a contracao
muscular (HOROWITZ et al., 1996b; KIM et al., 2008; STULL et al., 1991).

Diante desse contexto, fatores derivados do endotélio vascular, horménios,
neurotransmissores e agentes farmacologicos possuem capacidade regulatéria
sobre a atividade contratil das células do musculo liso vascular e, portanto, sobre
o tbnus vascular, fator determinante da resisténcia vascular periférica, e,

consequentemente, da pressao arterial.

1.2.1 Oxido Nitrico

O NO é o principal mediador do relaxamento vascular, um radical livre
gasoso, com uma meia-vida curta, mas extremamente difusivel pela membrana
celular, originado, principalmente, através da acéo da enzima oOxido nitrico sintase
(NOS) em uma reacao que implica a conversdo do aminoacido L-arginina para L-
citrulina. Em condicdes fisioldgicas, o relaxamento mediado pelo NO pode ser
induzido por diversos estimulos (fisicos e/ou quimicos) tais como: estiramento
vascular, alteracdes na velocidade de fluxo sanguineo (shear stress), agregacao
plaguetéaria, acetilcolina, adenosina difosfato (ADP), bradicinina, angiotensina II,
serotonina (5-HT), entre outras (MARIN; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1997;
MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991).

Apbs sua sintese e liberacdo pelo endotélio, o NO promove vasodilatalacao
difundindo-se para o musculo liso vascular e, através da ativagcdo da guanilato
ciclase soluvel (GCs) promove aumento da concentracao intracelular de GMPc (3,
5-monofosfato de guanosina ciclico). O GMPc ativa a proteina quinase G (PKG)
seguindo com o relaxamento vascular. Dentre os mecanismos pelos quais a PKG
produz o relaxamento, se encontram: 1) a ativacdo de canais de K* dependentes
de Ca®" que hiperpolarizam a membrana e inibem a entrada de célcio do meio
extracelular pelos canais de Ca* dependentes de voltagem promovendo
relaxamento; 2) inibicdo da producgéo de IP3 e fosforilagdo do receptor IP3, o qual
desestimula a liberagéo de Ca*? pelo reticulo sarcoplasmatico; 3) estimulacdo da
Ca’*ATPase da membrana plasmatica, estimulando a saida de Ca**, e do reticulo

sarcoplasmatico (SERCA) estimulando sua recaptacéo; 4) fosforilacdo da MLCK
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que inibe sua atividade e reduz a contragcdo muscular lisa vascular (CARVAJAL
et al., 2000; MARIN; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1997).

O fato do NO possuir meia-vida curta se deve a sua rapida oxidacdo a
nitrito e nitrato. Um dos mecanismos mais aceitos para explicar a disfungéo
endotelial associada com a hipertenséo € a diminuicdo na disponibilidade de NO.
Desse modo, menor disponibilidade de NO estd associada a diminuicdo na
sintese, no aumento da degradacdo ou na reducdo da ativagcdo da guanilato
ciclase (Figura 3). A menor sintese de NO pode resultar da deficiéncia de
substratos e co-fatores para a NOS, diminuida expressdo ou ativacdo da NOS,
tais como fosforilagdo da enzima ou interacdo com proteinas (hsp90 ou
calmodulina), ou ainda um aumento nos inibidores endégenos da enzima (ADMA).
A maior degradacdo de NO ocorre pela reacdo do NO com moléculas tais como
hemoglobina e albumina, e principalmente por reagir com radicais livres derivados
do oxigénio, principalmente &nion superdxido (resultando em peroxinitrito -
ONOO), resultando em inibicdo da sua atividade biol6gica e consequente prejuizo
na resposta vasodilatadora (HUIE; PADMAJA, 1993; TANG; VANHOUTTE, 2010).

¥ Substratos/co-fatores NOS
¥ ExpressioNOS

4 AtivagioNOS

4 Inibidores endogenos NOS

Célula endotelial
NO === Hemoglobina

NO === Albumina

NO +0, —> ONOO

Vasoconstricao
Prejuizovascular

Celula muscular lisa

Figura 3: Mecanismos de redugédo na disponibilidade de 6xido nitrico com a hipertensao.
ADMA: dimetil arginina assimétrica; BH4: tetrahidrobiopterina; hsp90: proteina de choque
térmico 90; NO: 6xido nitrico; NOS: 6xido nitrico sintase; O, anion superéxido; ONOO';
peroxinitrito (Adaptado de TANG & VANHOUTTE, 2010).
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1.2.2 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio - EDHF

O EDHF é um potente fator vasodilatador sintetizado pelas células
endoteliais com grande importancia nas artérias de resisténcia e arteriolas. Este
fator promove o relaxamento pela hiperpolarizacdo das células musculares lisas
através da ativacéo de canais de potassio dependentes de Ca*?, por exemplo, em
leito vascular mesentérico (ADEAGBO; TRIGGLE, 1993).

Na sintese de EDHF a hiperpolarizacédo das células endoteliais pode seguir
trés respostas: a) hiperpolarizacdo endotelial facilitando aumento de calcio
intracelular, resultando na sintese de EDHF; b) hiperpolarizacdo endotelial
conduzida para o musculo liso vascular através das gap junctions e c) liberacédo
de ions K* pelo endotélio ativando canais de K* de larga condutancia resultando
na hiperpolarizacdo do musculo liso vascular (SHIMOKAWA; MATOBA, 2004).

Diante da existéncia de mudanca do potencial de repouso da membrana
plasmatica do musculo liso vascular, concluiram que a hiperpolarizacdo da
membrana muscular lisa é outro mecanismo que explica o relaxamento
dependente do endotélio (GARLAND; MCPHERSON, 1992; NAGAO;
VANHOUTTE, 1991). A ativacdo dos canais para potassio do musculo liso
vascular, por EDHF, leva a hiperpolarizacdo da membrana por diminuir a
atividade dos canais de Ca®' tipo L voltagem dependente, reduzindo assim o
célcio intracelular [Ca®']; promovendo o relaxamento (NELSON; QUAYLE, 1995)

Atualmente, sabe-se que 0s canais para potassio envolvidos na
hiperpolarizagdo promovida pelo EDHF sdo: os canais para K' voltagem
dependentes (K,); os canais para K" retificador (K;); os canais para K* sensiveis
ao ATP (Katp) e 0s canais para K* ativados por alteracdes de Ca*? intracelular,
que podem ser subdivididos em: canais para K* ativados por célcio de larga
condutancia (BKca); 0s canais para K' ativados por calcio de intermediaria
condutancia (IKca); 0s canais para K™ ativados por calcio de baixa condutancia
(SKca). Todavia, a natureza quimica do EDHF ainda ndo esta bem estabelecida e
muitos sdo os estudos que especulam qual seria a substancia responsavel pela
hiperpolariza¢éo (FELETOU; VANHOUTTE, 2009).

Alguns trabalhos apontam como possiveis candidatos a EDHF os produtos
do acido araquiddnico pela via da citocromo P450, o ion potassio, o 6xido nitrico

de estoques intracelulares, o peroxido de hidrogénio ou mesmo o acoplamento
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elétrico entre as células endoteliais e musculares lisas através de juncdes
comunicantes (gap junctions) (FELETOU; VANHOUTTE, 2006; PRICKETT et al.,
2017; RABELO et al., 2003).

A contribuicdo dos EDHF é significativamente maior em vasos de pequeno
diametro que em artérias de grandes calibre (URAKAMI-HARASAWA et al., 1997;
WOOLFSON; POSTON, 1990).

1.2.3 Espécies reativas de oxigénio

O metabolismo aerdbico celular produz varias substancias
eletricamente instaveis e potencialmente reativas capazes de causar oxidacao,
denominadas espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo as de maior
relevancia: anion superoxido, peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila
(OH) (YUYUN; NG; NG, 2018).

A producdo de ERO no metabolismo celular é proveniente de diversos
mecanismos, entre eles: geracdo oxidativa de energia pela cadeia mitocondrial
(LEE, Hsin-Chen; WEI, 2007), producéo de radicais livres pelo citocromo P-450,
mecanismo de defesa dos fagécitos que produzem radical superéxido, a xantina
oxidase, mieloperoxidases, ciclooxigenases, lipooxigenases, NOS e as enzimas
da familia das NADPH oxidases (BEDARD; KRAUSE, 2007; MUELLER et al.,
2005; WESELER; BAST, 2010).

No sistema vascular, o anion superdxido (O,") assume destacada
relevancia entre as EROs, sendo formado pela reducdo univalente do oxigénio
gue € mediada por enzimas como a NADPH oxidase e xantinas oxidases, além da
NOS desacoplada (FORSTERMANN; SESSA, 2012; WESELER; BAST, 2010).
ApoOs ser formado, o anion superoxido pode dar origem a outros radicais livres,
como o peroxinitrito, produto da reacdo do O, e o0 OONO'. Por outro lado, através
da acdo da superoxido dismutase (SOD), o anion superoxido é dismutado em
peréxido de hidrogénio (H,O,), o qual pode ser convertido em agua por acao da
glutationa peroxidase (GPx) ou da catalase.

Em sistemas biologicos observa-se que a producdo de oxidantes €
balanceada pela producédo de antioxidantes, substancias que reduzem a
severidade do estresse oxidativo, e estdo presentes no N0sSso organismo através

de fontes enzimaticas ou ndo enzimaticas. Dentre as enzimas antioxidantes se
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incluem a superoéxido dismutase (SOD), catalase e a glutationa peroxidase e as
fontes ndo enziméaticas de antioxidantes incluem vitaminas A, C e E, flavondides,
entre outras. Portanto, a eficiéncia do sistema antioxidante depende das enzimas
antioxidantes, assim como da ingestao dietética e, pode ser modificado por
diversos fatores como a idade, a nutricdo e o exercicio fisico (FINAUD et al.,
2006).

O aumento na producdo de ERO promove diversos efeitos vasculares
como a regulacdo do crescimento e diferenciacdo celular, a modulacdo da
producado e degradacédo da MEC, a inativacdo do NO e a estimulacéo de diversas
quinases e genes proé-inflamatérios, que colaboram para o remodelamento
vascular e a disfungéo endotelial presentes na hipertensdo (BRIONES; TOUYZ,
2010; BRIONES; ARRIBAS; SALAICES, 2010; TOUYZ, R. M.; SCHIFFRIN,
2004). A maior producdo de ERO ja foi observada em pacientes com hipertensao
arterial essencial, em geral analisada através de biomarcadores de peroxidacao
lipidica e de estresse oxidativo no plasma (REDON et al., 2003). A producéo de
ERO através da NADPH oxidase também esta aumentada em células do musculo
liso vascular de artérias de resisténcia de pacientes hipertensos(TOUYZ,
SCHIFFRIN, 2001). Em estudos realizados em animais experimentais observa-se
qgue SHR apresentam maior producdo de O,” em aorta do que 0s ratos
normotensos (ALVAREZ, Y et al., 2008; TANITO et al., 2004).

Um mecanismo notério que influencia as doencas cardiovasculares € a
reacdo do anion superoxido com o 6xido nitrico, o que leva a diminuicdo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico e, portanto, aos efeitos vasodilatadores e anti-
inflamatoérios do oOxido nitrico, além da formacdo de peroxinitrito, que contribui
para o estresse oxidativo. Além disso, 0 anion superdxido também contribui para
0 processo inflamatorio, participando do aumento da expressdo de COX-2,
presente na hipertenséo arterial (ALVAREZ, Y et al., 2008; TANITO et al., 2004).

1.2.4 Cicloxigenase-2

Os prostandides derivados da via da ciclooxigenase s&o substancias
liberadas pelo endotélio com poder vasomotor, 0s quais desempenham

importante funcdo na regulacdo do tdnus vascular e participam das respostas a
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agressao vascular (ALVAREZ, et al., 2005, 2007). Por este motivo, estédo
diretamente relacionados ao controle do tonus e da reatividade vascular em
condicdes fisioldgicas e patoldgicas.

Existem duas isoformas principais da ciclooxigenase, denominadas
ciclooxigenase-1 (COX-1) e 2 (COX-2) que realizam a sintese das
prostaglandinas e do tromboxano A, (TXAz) (SMITH et al., 1996). A isoforma
constitutiva, COX-1, é expressa em muitos tecidos e sintetiza pequenas
quantidades de PGs e tem como principal funcdo a manutencdo das funcdes
fisiolégicas (LUO et al., 2016). A COX-2 é a isoforma induzida por estimulos pro-
inflamatorios, citocinas, fatores mitogénicos e endotoxinas e possui a expressao
relacionada, principalmente, com processos inflamatérios (PATRONO, Carlo,
2016).

Primeiramente, o acido araquiddnico, constituinte dos fosfolipidios de
membrana € liberado por acdo da fosfolipase A, (PLA;). Em seguida, o &cido
araquidonico pode ser oxidado por enzimas endoperoxidases, como a COX, onde
sera convertido em endoperoxido PGG, e, posteriormente a PGH,, o precursor
imediato de muitas outras prostaglandinas e tromboxanos. O ultimo estagio ocorre
com a conversao de PGH, para produtos finais de prostandéides, biologicamente
ativos, por acdo de sintases especificas. O perfil dos produtos gerados pelo
metabolismo do &cido araquidénico pode variar de acordo com cada tecido e é
determinado primariamente pela quantidade de sintases especificas de
prostaglandinas presentes no tecido (BOS et al., 2004).

Os prostanéides mais comuns sao PGl,, PGE,, PGD,, PGFy,, e 0
tromboxano A, (TXA). Estes prostandides vao ter seus efeitos mediados pela
unido a receptores acoplados a proteina G (Figura 4). A PGl,, PGE,, PGD,
produzem vasodilatacdo por unido a seus receptores especificos IP, EP,/EP4 e
DP, respectivamente, que estdo acoplados a proteina Gs. Apés esta unido, se
produz a ativacdo da adenilato ciclase (AC) que aumenta a concentracao de
AMPc (adenosina monofosfato ciclico) e produz vasodilatagdo. Em contra partida,
a PGE,, através da unido ao receptor EP3, acoplado a proteina Gi, produz
contracao por inibicdo da adenilato ciclase. Em adicéo, a prépria PGE;, a PGFyq €
o TXA, produzem contracdo por unido aos receptores EP;, FP e TP,
respectivamente, que estdo acoplados a proteina Gqg. Esta unido ativa a
fosfolipase C (PLC) formando os segundos mensageiros inositol trifosfato (IP3) e
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DAG, ativando a mobilizacdo de calcio intracelular e PKC (proteina quinase C),

dando lugar a contracéo (BOS et al., 2004).
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Figura 4: Sintese de prostanodides e mecanismos de sinalizacdo. AA: &cido araquidénico; AC:
adenilato ciclase; AMPc: adenosina monofosfato ciclico; CML: célula muscular lisa; COX:
ciclooxigenase; PLAZ2: fosfolipase A2; PLC: fosfolipase C.

E importante destacar que o TXA, embora possa contribuir para o ténus
vascular, tem papel fundamental em condicdes fisioldgicas e estimulacdo da
agregacao plaquetaria, onde o balanco entre o TXA; derivado das plaquetas e de
prostaciclina derivada do endotélio, a qual inibe a agregacao plaquetaria, é crucial
para a homeostase. Em contrapartida, em situacdes patologicas, o TXA, atua
ativamente na manutencdo de varias doencas cardiovasculares, dentre elas a
hipertenséo arterial (SELLERS & STALLONE, 2008). Estudos demonstraram que
a utilizacdo de inibidores da tromboxano sintase (ex: furegrelato) e bloqueadores
do receptor TP (ex: SQ 29,548) reduzem a pressao arterial e previnem o
desenvolvimento da hipertensdo em modelos de ratos hipertensos como o SHR e
2-rins-1-clipe (BOUSSAIRI et al., 1994; CARVALHO, M H et al., 1997; GALIPEAU
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et al.,, 2001). Esses estudos confirmam, portanto, que o TXA, e seu precursor
PGH, tem um importante papel na patogénese da hipertensao arterial.

Dessa forma, além da participacdo da COX na manutencao das condi¢des
fisioloégicas, atualmente €& bem conhecida a implicacdo dos prostandides
derivados desta via no processo patologico de varias doengcas que cursam com
inflamag&o, como as cardiovasculares e renais (SCHONBECK et al., 1999; VANE
et al,, 1994; WU, K K, 1995). Em modelos experimentais de hipertenséo foi
notada maior expressdo da COX-2 e maior participacdo dos prostanoides
contrateis derivados desta via na resposta vascular a fenilefrina (ALVAREZ et al.,
2005).

E importante considerar que os componentes estruturais de membrana
influenciam diretamente na sinalizacdo da cascata dos eicosandides. Com isso,
uma proporcdo adequada de acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 e 6mega-6
traduz a molécula precursora para a sintese de prostandides, 0s quais possuem
alta atividade biologica, atuando em fungBes homeostéticas, principalmente por
regular a atividade plaquetéaria, além de participarem da manutencdo do ténus
vascular, proliferacédo de células do musculo liso vascular, e como mediadores da
resposta inflamatéria e agente quimiotéxicos, além de outras fun¢des (PARKER,
1987; FEUERSTEIN; HALLENBECK, 1987; DUBOIS et al., 1998; OATES et al.,
1988; KAWABE; USHIKUBI; HASEBE, 2010).
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1.3 ACIDOS GRAXOS

Na alimentacéo, a gordura usualmente estd na forma de triacilgliceréis, que
consistem de trés diferentes acidos graxos acoplados a uma molécula de glicerol
e sao as principais formas de armazenamento de gordura no organismo. A
hidrélise &cida dos triacilgliceridios leva aos correspondentes &cidos carboxilicos
— conhecidos como &cidos graxos.

Os acidos graxos constituem componentes estruturais de membranas
celulares, interagindo em cascatas bioquimicas importantes para produzir acdes
fisiologicas, além de cumprir funcdes energéticas e de reservas metabdlicas
(CONNOR, 2000; WANG, 2018). Assim, a adequacdao dietética de seu consumo é
importante para o equilibrio do funcionamento do organismo.

Os acidos graxos sao espécies quimicas que caracterizam-se por
apresentarem cadeia de carbonos e hidrogénios ligados entre si, que podem ter
tamanhos variados. Ao longo da cadeia podemos encontrar dois tipos de ligacbes
quimicas, originando assim as diferentes familias de acidos graxos que sao
encontradas na natureza. Sendo assim, podem ser classificados como saturados
ou insaturados, dependendo da auséncia ou presenca de ligacdes duplas
carbono-carbono, respectivamente. Os insaturados séo facilmente convertidos em
saturados através da hidrogenacdo catalitica (reducdo). A presenca de
insaturacdo nas cadeias de acido carboxilico dificulta a interacdo intermolecular,
fazendo com que, em geral, estes se apresentem, a temperatura ambiente, no
estado liquido; jA os saturados, com uma maior facilidade de empacotamento
intermolecular, séo sélidos. De acordo com estes critérios podemos classificar 0s

acidos graxos em saturados, monoinsaturados e poliinsaturados.

1.3.1 Acidos graxos poliinsaturados (PUFAs)

Os PUFAs sao os mais importantes componentes dos fosfolipideos que
formam as membranas das células e podem ser sub-divididos em duas familias
de acordo com a posicdo da primeira insaturacdo da cadeia carbonica, sendo
entdo chamadas familia 6mega-6 (w-6 ou n-6) e familia 6mega-3 (w-3 ou n-3). As

diferentes posicbes e numero de duplas ligacbes dao aos acidos graxos
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diferentes propriedades quimicas, nutricionais e funcionais (SPECTOR, 1999;
LAU et al., 2013).

Os é&cidos graxos das familias n-6 (linoleico) e n-3 (a-linolénico) sao
classificados como essenciais, Vvisto que o corpo humano é incapaz de sintetiza-
lo, sendo sua ingestdo obrigatoria (RATNAYAKE; GALLI, 2009). Apds ingeridos,
0os PUFAs podem sofrer os processos de dessaturacao (oxidacdo com formacéao
de duplas ligacdes) e elongacdo (aumento da cadeia carbdnica com atomos de
carbono) no reticulo endoplasmatico, especialmente no figado (CALDER &
GRIMBLE, 2002). A metabolizacdo do AL resulta na formacdo do acido
araquidénico (AA), enquanto que, EPA (acido eicosapentaendico) e DHA (acido
docosaexaenoico) sdo os produtos finais da metabolizagdo do acido a-linolénico
(Figura 5).
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Figura 5: Via de biossintese dos PUFAs dmega-3 e dmega-6 e via da COX (adaptado de
Larsson al., 2004).

Os PUFAs sao incorporados a membrana plasmatica das células

desempenhando funcdes indispensaveis a fisiologia celular (ALEXANDER, 1998),
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como a homeostase e fluidez de membrana, assim como 0S processos de
sinalizacdo e de expressdo génica (DAS, 2006). Além disso, alguns sé&o
precursores de substancias fisiologicamente ativas, os eicosandides, como o AA e
0 EPA (LEE, Je et al., 2016).

As principais origens dietéticas do n-6 sdo os 6leos de origem vegetal, tais
como, o 6leo de soja, 6leo de milho, éleo de canola e éleo de girassol (YOUDIM
et al., 2000). J& os PUFAs n-3 sdo encontrados, principalmente, em 6leo de peixe
e em peixes de aguas frias e profundas, como salméo, arenque, atum, sardinhas,
e, em menor proporcdo, nos 0Oleos vegetais como linhaca e azeite de oliva. Este
acumulo em peixes ocorre devido a expressiva quantidade desses PUFAs n-3 no
fitoplancton, os quais sintetizam EPA e DHA, que prové a sua distribuicdo ao
longo da cadeia alimentar marinha (CONNOR, 2000).

Um balanco dietético adequado na proporgcdo de n-6/n-3 € essencial ao
metabolismo do organismo humano, uma vez que desempenham papel
importante na prevencao de doencas cardiovasculares e aterosclerose (AYALA et
al., 2009), manutencdo da integridade das células endoteliais (ROSS, 2018)
(TOBOREK et al., 2002), na inibicdo da vasoconstricdo e agregacao plaquetaria
(AYALA et al, 2009), no crescimento fetal e desenvolvimento neural (Kim, 2007),
na acdo anti-inflamatoria e antitrombaética (CHAPKIN et al., 2009), na acao sobre
a prevencao do cancer (CALVIELLO et al.,, 2007), além de participar das funcdes
imunomoduladoras (ANDRADE; CARMO, 2006).

1.3.2 Acido linoleico (AL)

Os PUFAs n-6 sdo bem conhecidos por seu importante papel em muitas
fungbes fisiologicas e, também, na redugdo dos riscos de doencgas
cardiovasculares, especialmente o AL. No entanto, alguns estudos sugerem que 0
consumo excessivo de PUFA n-6 pode levar a efeitos adversos para a saude
(ANDER et al., 2003; PATRONO; CIABATTONI; 1990), sugerindo aumento na
sintese de TXA,, o0s quais elevam o0s riscos de hipercolesterolemia,
hiperlipoproteinemia, infarto do miocardio e doencas aterosclerdticas (PATRONO
et al, 1990; HIRAFUJI et al, 2003).
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No entanto, estudos esclarecem que o aumento da taxa de AL em
humanos néo esta associado ao aumento da inflamagédo (KLEIN-PLATAT et al.,
2005; VAUGHAN et al.,, 2015). Ferrucci et al., (2006) observaram que
concentracfes plasmaticas totais de PUFA n-6 estavam inversamente associadas
a proteina C reativa sérica, IL-6 e TNF-a. Além disso, Pischon et al. (2003)
observaram que os niveis mais baixos de inflamagdo foram encontrados em
individuos que tiveram o maior consumo de n-3 e n-6 PUFAs, entre 405 homens
saudaveis e 454 mulheres saudaveis.

O AL é o PUFA mais amplamente encontrado na dieta dos individuos.
Apds consumido, o AL pode ser usado como fonte de energia, ser esterificado
para formar lipidios neutros e polares tais como fosfolipidio e triacilglicerol e,
ainda, servir como componente estrutural para manter um certo nivel de fluidez da
membrana. Além disso, quando liberado dos fosfolipidios de membrana, pode ser
oxidado enzimaticamente em uma variedade de derivados envolvidos na
sinalizacao celular (Figura 6). Reforcando essas acdes, estudos evidenciam que a
ingestdo de AL ndo aumenta significativamente os niveis de AA no organismo
(LANDS, 1992; LIOU et al., 2007; WHELAN; FRITSCHE, 2013).
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Figura 6: Caminhos envolvidos no metabolismo do AL e AA. - AL é metabolizado por 5- e 15-
lipoxigenase (LOX) para formar &cido 9-hidroxioctadecadiendico (9-HODE) e 13-HODE,
respectivamente. O acido linoléico também pode ser metabolizado em AA. Por sua vez, o acido
araquidonico é usado para formar prostaglandinas (por ciclooxigenases) e epoéxidos (pelo
citocromo p450 epoxigenasecaminho) (SHARMA et al., 2016).
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Como destacado por Farvid e colaboradores (2014), grandes variacdes na
ingestdo de AL ndo foram capazes de afetar os niveis de AA circulante e
celulares. E ainda, em revisdo sistemética, a qual foi utilizada diferentes
concentragbes de AL (reduzida em <90% ou aumentada) na dieta, ndo foram
observadas alteracbes nos niveis plasmaticos e nos eritrécitos de AA nos
participantes do estudo (RETT; WHELAN, 2011).

Os estudos que buscaram atribuir o efeito inflamatério ao AL, ndo foram
capazes de comprovarem com seus achados. Baseado nisso, Johnson & Fritsche
(2012), apo6s avaliarem 15 ensaios populacionais 0s quais aumentaram oS niveis
de LA na dieta, concluiram que esta suplementacdo ndo alterou a concentracao
de marcadores inflamatorios. Em estudos utilizando células endoteliais
vasculares, o PUFA n-6 apresentou propriedades anti-inflamatérios, suprimindo a
producdo de moléculas de adesao, quimiocinas e interleucinas (DE CATERINA,
2000).

Reforcando estes achados, Asp e colaboradores (2011), ao introduzirem,
por 16 semanas, 6leo de cartamo (rico em LA) na dieta de 35 mulheres pos-
menopausicas com diabetes mellitus do tipo 2, foram capazes de obter reducfes
significativas nas taxas de proteina C-reativa, hemoglobina glicada e aumento na
lipoproteina de alta densidade (HDL). Além disso, alguns trabalhos demonstram
gue a alta ingestdo de AL pode melhorar a sensibilidade a insulina (KUROTANI et
al., 2012; SUMMERS et al., 2002) e reduzir os niveis de colesterol LDL (BJERMO
et al., 2012; RASSIAS; KESTIN; NESTEL, 1991).

O desenvolvimento da hipertensdo e de doenca cardiovascular tem sido
associado ao desequilibrio e deficiéncia de &cido graxo poliinsaturado,
principalmente o AL (HORROBIN, 1995; NAFTILAN; DZAU; LOSCALZO, 1986).
Diversos estudos tém atribuido uma relacdo benéfica entre a pressao arterial
elevada e o tratamento com AL, como restauracdo da presséo arterial em ratos
hipertensos (KAWAHARA et al., 1990; GRIMSGAARD et al., 1999; MIURA et al.,
2008); anti-hipertensivos em SHR (ST LOUIS et al., 1992); melhora da presséao
arterial em humanos hipertensos (IACONO; DOUGHERTY, 1993); melhora nas
pressoes sistolica e diastolica (MIURA et al., 2008).

Além dos beneficios supracitados, o AL também esta associado aos efeitos
cardioprotetores. Ribeiro-Junior e colaboradores (2010), demonstraram que o
tratamento com Oleo de soja, rico em AL, por 15 dias em ratos, foi associado a
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uma melhora da funcéo inotrépica do ventriculo esquerdo, com aumento das
atividades enzimaticas da Na'K*, ATPase e da miosina cardiaca, e da expressao
proteica da SERCA 2a e do trocador sédio-calcio. Este efeito nédo foi
acompanhado de hipertrofia cardiaca ou de alteracbes na pressdo arterial (in
Vivo).

Diante desses fatos, fica evidente a importancia do AL no desempenho da
regulacdo da pressao arterial e na funcdo vascular. Entretanto, os mecanismos
pelos quais ocorrem estas melhoras ainda ndo foram esclarecidos. Baseado no
papel fundamental da artéria mesentérica na resisténcia vascular periférica e no
controle da pressao arterial, a hipotese do presente estudo configura-se que o AL
€ capaz de melhorar as desordens vasculares e 0s niveis presséricos elevados
em SHR.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se o tratamento por quinze dias com &cido linoleico melhora a

hipertenséo arterial e as alterac6es vasculares observadas em SHR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar o efeito do tratamento com acido linoleico sobre a presséo arterial
sistolica, através de medida indireta;

» Analisar o efeito do tratamento com acido linoleico nos parametros
hemodinamicos, tais como a pressao arterial sistélica, diastdlica e média e,
frequéncia cardiaca, em animal anestesiado;

» Investigar, em artérias mesentéricas de resisténcia de SHR tratados com &cido
linolénico:

a. A reatividade vascular a agentes vasoconstritores e vasodilatadores;

b. A liberacdo de fatores vasodilatadores e vasoconstritores derivados do
endotélio, especificamente, o 6xido nitrico e os prostandides derivados da
ciclooxigenase.

= Verificar a influéncia do tratamento com acido linoleico sobre os parametros
estrutural, tais como diametro do vaso, do lumen, espessura de parede e
relacdo parede/limen, e mecénico, tais como estresse de parede, tensdo de
parede e relacdo stress/strain em artéria mesentérica de resisténcia de SHR.

» Detectar a producdo in situ de anion superoxido em artérias mesentéricas de
resisténcia de animais tratados com acido linoleico por quinze dias.

» Mensurar a producdo in situ de oOxido nitrico em artérias mesentéricas de
resisténcia de animais tratados com &cido linoleico por quinze dias.

» Quantificar o contetdo de colageno e elastina em cortes histolégicos em
artérias de resisténcia de animais apés tratamento com acido linoleico.

» |nvestigar a expressao proteica da isoforma da ciclooxigenase-2, eNOS e
PPARy em artérias de resisténcia de animais tratados com acido linoleico por

guinze dias.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos, com trés meses de
idade, cedidos pelo biotério do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Fisiologicas da Universidade Federal do Espirito Santo - UFES. Os animais foram
mantidos em gaiolas sob condi¢cfes de controle de temperatura e um ciclo claro e
escuro de 12/12 horas, com livre acesso a agua e a ragao.

A cepa SHR caracteriza-se por um modelo de hipertensao arterial crénica
determinada geneticamente (OKAMOTO; AOKI, 1963). Tem sido largamente
utilizada para investigacbes sobre a hipertensdo devido as semelhancas do
desenvolvimento da hipertensao arterial humana essencial primaria.

O uso e cuidado dos animais experimentais foram realizados de acordo
com 0s principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA-1991). Todos o0s protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo e Uso
de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES 41/2013).

3.1.1 Modelo Experimental

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em dois grupos
experimentais: grupo controle e grupo tratado com &cido linoleico (AL). Os
animais tratados receberam acido linoleico (15 mg/kg, im) diluido em salina (30%)
mais etanol (absolut, PA), enquanto que, 0s animais controle eram expostos ao

veiculo do tratamento (volume final administrado - 0,1 mL, im).

E importante ressaltar que a via intramuscular de administracéo foi para
assegurar que todos os ratos recebessem a mesma dose diaria. Além disso, a
escolha pela dose diaria foi determinada com base em dados anteriores da
literatura, os quais mostraram que 35 mg/kg ndo apresentou efeitos cardiotoxicos

durante a exposicdo aguda (MITCHELL et al., 2002). Diferentes doses foram
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testadas e, de acordo com nossos dados preliminares, 15 mg/kg é a quantidade

minima de AL que mostrou efeitos benéficos sobre a funcdo vascular.

Na Figura 5 foram esquematizados os protocolos experimentais realizados.
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Figura 7: Esquema representativo das etapas e protocolos experimentais desenvolvidos no presente estudo.
Grupo controle: SHR Controle; Grupo tratado: SHR AL-



56

3.2 AVALIACAO DOS NIVEIS PRESSORICOS

3.2.1 Medida indireta da presséo arterial sistolica

A pressdo arterial sistélica (PAS) foi realizada nos animais controle e
tratados com LA, antes do inicio do tratamento e ao final dos quinze dias, pelo
meétodo de pletismografia de cauda (Insight — Medidor de pressao, versao 2.11).
Os animais foram previamente climatizados, durante trés dias antes da
mensuracdo para adaptarem-se ao pletismografo e, desta forma, prevenir

alteracdes pressoéricas devido ao estresse do animal frente ao procedimento.

Para o registro pressoérico, 0os animais eram colocados em um contentor
cilindrico de acrilico e este transferido para um aparato que promovia um
ambiente escuro e aquecido a 37 °C, por um peridio de 15 minutos a 20 minutos,
a fim de promover dilatagdo da artéria caudal. Em seguida, a cauda dos animais
era conectada ao manguito inflavel dotado de sensor de fluxo que, por sua vez,
estava conectado ao amplificador e este ao computador, para obtencdo dos
dados pressoéricos. A média de trés medidas, que ndo variassem mais que 4
mmHg, foi utilizada.

A medida indireta de presséao arterial com este método é similar ao método
utilizado em humanos, com esfigmomanémetro, ou seja, a PAS é detectada
através da onda de pulso que surge apdés o colapso da artéria dado pela

insuflagdo do manguito de pressao.

3.2.2 Medida direta de parametros hemodinamicos

Ao final dos quinze dias de tratamento, os animais foram anestesiados com
uretana (1,2 g/kg de peso corporal) atravées de injecdo intraperitoneal, e
submetidos a cirurgia para cateterizagdo da artéria cardtida direita para
mensuracdo dos parametros cardiovasculares in vivo. O plano anestésico foi
avaliado pela responsividade ao estimulo doloroso, e quando necessério, houve
suplementacdo na dose utilizada. Com o0s animais mantidos aquecidos e

oxigenados, a artéria carétida direita foi cateterizada com um micromanémetro
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Millar (MikroTip® 2F, Millar Instruments Inc., Houston, TX, USA). O cateter foi
conectado ao hardware ligado a um computador que permitiu aquisi¢cao online dos
sinais pelo software AcgKnowledge® 3.7.5 (Biopac Systems Inc., CA, USA). Os
parametros hemodinamicos de presséo arterial sistdlica (PAS), pressao arterial
diastolica (PAD), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram

coletados apoés periodo de estabilizacdo de no minimo 10 minutos.

3.3 ESTUDO DAS PROPRIEDADES ESTRUTURAL E MECANICAS DE
ARTERIAS MESENTERICAS DE RESISTENCIA

3.3.1 Mibgrafo de presséo

Para a técnica de artérias pressurizadas foram utilizadas artérias
mesentéricas de terceiro ramo montadas em um mibégrafo de pressdo (Danish
Myo Tech, model P110, J. P. Trading, Aarhus, Dinamarca), com segmentos de
aproximadamente 2 mm.

Inicialmente, as extremidades da artéria foram canuladas com
microcanulas de vidro e fixada com fios de sutura de nylon cirdrgico. Em seguida,
o comprimento da artéria foi ajustado aumentando a pressao intraluminar até
aproximadamente 140 mmHg até que as paredes arteriais estivessem paralelas e
sem estiramento. Com esse procedimento, foi possivel verificar se a artéria
estava adequadamente pressurizada. Assim, o seguimento foi perfundido com
solucdo de krebes henseleit na auséncia de célcio (KHS 0Ca®") (em mM: 130
NaCl, 14,9 NaHCOg3, 3,7 KCI, 1,2 KH,PO,4, 1,2 MgS0O,4-7H,0, 11 glicose, 10
HEPES e 10 EGTA, pH 7,4), por 30 minutos. A solugcao de KHS 0Ca?*, utilizada
para determinar as propriedades passivas do vaso, foi preparada omitindo o
CaCl, e adicionando EGTA 10 mM.

Apbs o periodo de estabilizagéo, a artéria foi ajustada de modo que suas
paredes ficassem paralelas sem tencionar. A presséo intraluminal, entdo, foi
aumentada para 140 mmHg de modo que a artéria se ajustasse na canula. Em
sequéncia, o seguimento foi ajustado para uma pressao de 45 mmHg e mantido

em periodo de estabilizagdo por 30 minutos, a 37°C, em solu¢édo de KHS. Ao final
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deste periodo, a pressao intraluminal foi reduzida para 10 mmHg e uma curva de
pressédo de diametro foi obtido pelo aumento gradual da presséo intraluminal de
20 mmHg, até que se atingisse 140 mmHg. Para cada valor de presséo
intraluminar, ao final dos 3 minutos, foram medidos o diametro interno (D)) e

externo (De) e, também, foram medidos em condicéo passiva (Dipca € Deoca)-

3.3.2 Calculo das propriedades mecanicas e estruturais

Para a medida do didametro interno e externo em condi¢cdo passiva, 0S

seguintes parametros estruturais foram calculados:

1) Espessura da parede (EP)

EP = (Deoca = Dioca)
2

2) Relacéo Parede/Lumen (P/L)

P/L = (Deoca = Dioca)
(2 x Dioca)

Os parametros mecanicos foram calculados segundo a metodologia de
Baumbach & Heistad (1989):

3) Strain (¢) — Representa a variagao nas dimensdes de um corpo (deformagao, €)

em consequéncia de uma dada pressao aplicada.

€ = (Dioca = Dooca)

Dooca

Onde: Dgoca € 0 didmetro interno a 10 mmHg e Dipca € 0 didmetro interno
observado para uma dada pressao intravascular sob condicdo de completo

relaxamento, ambos medidos em meio 0Ca?*.
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4) Stress de parede (0) — Tensdo (medida por unidade de area) produzida na
parede arterial frente a alteracdes da pressao intraluminar, do diametro interno

e da espessura da parede.

0 = (P XDjoca)
(2EP)

Onde: P é a press&o intraluminal (1 mmHg = 133.4 N/m?) e EP é a espessura da

parede em cada pressao intraluminal em meio 0Ca®".

Independente da geometria, a rigidez arterial € determinada pelo modulo
de elasticidade de Young o qual pode ser expresso pela relacdo entre tensdo e
deformacéo (E = Stress/Strain). A relacéo stress-strain exibe um comportamento
curvilineo, assim, torna-se mais apropriado o célculo da relagcdo tangencial ou
modulo elastico incremental (Einc), 0 qual pode ser determinado pela inclinagao (B)
da curva de stress-strain (Ej,c = 60/6¢) (DOBRIN, 1978). Einc foi obtida por ajuste
dos dados de stress-strain de cada animal a uma curva exponencial usando a
equacao o = oorige‘“, onde Ouig € a tenséo no diametro original (diametro a 10
mmHg). Considerando a equacdo acima, nota-se que Ej,c = fo. Para um dado
valor o, Ejc € diretamente proporcional a . Um aumento em [ implica um

aumento no Ej., 0 que significa um aumento de rigidez.

3.4 AVALIACAO DA FUNCAO VASCULAR

Para estudar a reatividade vascular em artérias mesentéricas de
resisténcia, foi utilizado o método descrito por Mulvany & Halpern (1977). Apos
analise dos parametros hemodindmicos nos animais anestesiados, 0s mesmos
foram eutanaziados e exsanguinados.

O leito mesentérico foi removido e posto em uma placa de petri contendo
solucdo de Krebs-Henseleit a 4° C (composicdo em mM: NaCl 118; KCI 4,7;
NaHCOj3; 25; CaCl,.2H,0 2,5; KH,PO,4 1,2; MgS0,4.7H,0 1,2; EDTA 0,01 e glicose
11). Ramos de terceira ordem da artéria mesentérica superior foram dissecados e

cortados em segmentos de 2,0 mm de comprimento com o auxilio de um
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microscopio de dissecacdo. Dois fios de tungsténio (40 um de diametro) foram
inseridos no lumen das artérias e montados em um miografo para vasos de
resisténcia para estudos de tenséo isométrica (Danish Myo Tech, Modelo 410A e
610M, JP-Trading I/S, Aarhus, Dinamarca). Um dos fios foi acoplado a um
transdutor de tensdo e o outro a um micrébmetro que permite o estiramento das
artérias. O miografo, por sua vez, foi conectado a um sistema para aquisi¢cao
(Powerlab/800 ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Austrélia) de dados e este a um
computador (Figura 6).

Posteriormente, as artérias foram estabilizadas por um periodo de 30
minutos em solucdo de Krebs-Henseleit, gaseificada com mistura carbogénica
(95% de O, e 5% de CO,, pH 7,4) e mantida a temperatura de 37 °C. Transcorrido
o periodo de estabilizacdo, as artérias foram estiradas a uma tensdo de repouso
considerada Otima em relacdo ao seu diametro interno. Para isso, em cada
segmento arterial a relacdo tensdo:diametro interno foi calculado e a
circunferéncia interna correspondente a uma pressao transmural de 100 mmHg
para um vaso relaxado in situ (Ligo) foi determinada (Mulvany & Halpern, 1977).
Para a realizacdo dos experimentos, as artérias foram mantidas com uma
circunferéncia interna L, calculado como L; = 0,90 x Ligg, circunferéncia na qual o

desenvolvimento de forca € maximo (Mulvany & Halpern, 1977).

5 ma < »
suporte \{J X K\/ suporte
e Jro—
5 \g 4

) — /; artéria mesentérica
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P ¢ Powerlab
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Registro

transdutor —
de forga

95% de O: e 5% de CO: miografo
pH7,4 37°C

Figura 8: Esquema representativo da preparacdo experimental dos anéis de artéria mesentérica
para a realizacdo de estudos de reatividade vascular in vitro.
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3.4.1 Avaliacéo da integridade do musculo liso vascular

Apoés o periodo de estabilizacdo em sua tensdo de estiramento ideal, foi
administrado ao banho KCI 120 mM para verificar a atividade contratil do masculo
liso vascular induzida por despolarizacdo. Ao atingir o platd nos registros de
contracdo maxima do musculo liso vascular, periodo de aproximadamente 30
minutos, os anéis foram lavados trés vezes com solucdo de Krebs Henseleit e
apos retorno a sua tensdo basal, determinou-se a presenca de endotélio (Figura
9).

3.4.2 Avaliacéo da integridade funcional do endotélio

Com intuito de verificar se o tratamento com acido linoleico altera a funcao
endotelial, esta foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista
muscarinico acetilcolina (ACh). Para tal, os anéis foram pré-contraidos com
fenilefrina (Fe) suficiente para atingir 50% da contracdo produzida pela solucéo de
Krebs-Henseleit com KCI 120 mM, e entdo, o relaxamento foi obtido por
exposicao a 10 uM de ACh. As artérias que nao alcancavam 70% do relaxamento

foram descartadas (Figura 7).

Avaliagdo da integridade Teste do
| do musculo liso vascular | endotélio

KCl (120 mM)

15 -
Fenilefrina —> ACh (10 M)
10 -

[+ mN [4]

J:00 4000 L0000 1:20:00  (minuto/hora)

Figura 9: Registro com curvas do teste da viabilidade do musculo liso vascular com KCI e da
avaliacdo da integridade funcional do endotélio. (KCI: cloreto de potassio; ACh: acetilcolina).
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3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.5.1 Efeito do tratamento por quinze dias com acido linoleico sobre a

resposta vasoconstritora a fenilefrina, dilatadora a acetilcolina e ao

nitroprussiato de sédio em artérias mesentéricas

Apoés a avaliacdo da integridade do musculo liso e do endotélio, utilizando-
se fenilefrina, agonista alfa-adrenérgico, em concentracfes crescentes (0,1 nM —
0,3 mM) aplicadas ao banho, foi verificado se o tratamento com acido linoleico
afeta a responsividade vascular constritora. O efeito frente a esta concentragéo
crescente de fenilefrina foi normalizado em funcéo da resposta contratil maxima
induzida pelo KCI (120 mM) (Figura 8).

Para estudar o efeito do tratamento sobre a resposta vasodilatadora
dependente do endotélio, foram realizadas curvas concentracdo-resposta a
acetilcolina (0,01 nM a 0,3 mM), nos anéis previamente contraidos com fenilefrina
1 uM apébs obtido o platdé (Figura 8). Os mesmos critérios foram seguidos para
avaliar a vasodilatacdo nao mediada pelo endotélio através do relaxamento

induzido pelo nitroprussiato de sédio (0,01 nM a 0,3 mM).
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Figura 10: Esquema representativo das curvas concentracdo-resposta a fenilefrina (Fe), em que
pode ser observada a vasoconstricdo em artérias mesentéricas (A) e vasodilatagdo frente a
acetilcolina (ACh) (B). (adaptado de Batista, 2014).
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3.5.1.1 Influéncia tratamento por quinze dias com acido linoleico na liberacao de

oxido nitrico em resposta a fenilefrina

Com a finalidade de estudar a participacdo do 6xido nitrico (NO) na
resposta contratil a fenilefrina, as artérias mesentéricas foram incubadas com um
inibidor ndo seletivo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), o N G -nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME, 100 uM). Para estimar a biodisponibilidade de NO, foi
calculada a diferenca das areas abaixo da curva de fenilefrina, na auséncia e na

presenca AL, associada ao L-NAME em relagdo a situacdo controle (Figura 9).

3.5.1.2 Efeito do tratamento com &cido linoleico na producdo de espécies

reativas em resposta a fenilefrina

Estudos mostram que o aumento da producdo de EROs contribui para a
disfuncéo endotelial na hipertensdo arterial (BARADARAN; NASRI; RAFIEIAN-
KOPAEI, 2014; LASSEGUE; SAN MARTIN; GRIENDLING, 2012; PELLEGRINO,
2016; SINHA; DABLA, 2015). Sendo assim, foram realizados experimentos de
reatividade vascular in vitro na presenca de antioxidantes para investigar se o
tratamento com AL melhora a disfungdo endotelial através da modulacdo da
producédo de EROs.

Para isso, 0s experimentos em artérias mesentéricas foram desenvolvidos
na auséncia (controle) e na presenca de um varredor de anion superoxido, acido
4,5-dihiidroxi-1,3-benzeno-dissulfonico (tiron, 1 yM) o qual foi adicionado ao
banho por 30 minutos antes da realizacéo da curva com fenilefrina (Figura 9).

3.5.1.3 Envolvimento dos prostandides derivados do acido araquiddnico sobre a

resposta contratil a fenilefrina apés tratamento com &cido linoleico

Para avaliar a participacdo dos prostandides derivados da via do acido
araquidénico-ciclooxigenase na resposta contratil a fenilefrina, os anéis foram

incubados com indometacina (10 uM), inibidor ndo especifico da ciclooxigenase;
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NS 398 (1 uM), inibidor especifico da COX-2; furegrelato (1 uyM), inibidor da
sintase de TXA,; SQ 29,548 (1 uM), antagonista do receptor TP (tromboxano A,
(TXA2) e SC 19220 (10 pM), antagonista do receptor EP1 (prostaglandina E2)
(Figura 9).
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Figura 11: Esquema representativo dos protocolos das curvas concentra¢éo-resposta a fenilefrina
(Fe) ap6s a incubacéo por 30 minutos com os farmacos estudados. (adaptado de Batista, 2014).

3.6 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO E DE OXIDO
NITRICO IN SITU

3.6.1 Fluorescéncia produzida pela oxidacdo do dihidroetideo

Para verificar a influéncia do tratamento por quinze dias com acido linoleico
sobre a producédo de O, foi utilizada a técnica de fluorescéncia produzida pela
oxidagcdo do corante fluorescente oxidativo dihidroetidio (DHE). Este & um
derivado do etidio que entra em contato com O, oxida-se, transformando-se em
brometo de etidio e posteriormente se liga ao DNA das células emitindo
fluorescéncia vermelha.

Os segmentos de artéria mesentérica foram limpos e mantidos por 1 hora
em solucédo Krebs-HEPES (em mM: 130 NaCl, 5.6 KCI, 2 CaCl,, 0,24 MgCl,, 8,3

HEPES e 11 glicose, pH 7,4) com sacarose 30%. Posteriormente, estes
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segmentos foram transferidos para um meio de inclusdo (Tissue-Plus® OCT
Compound) para cortes em criostato e mantidas a —80 °C.

As seccdes arteriais foram cortadas no criostato em anéis com 10 pm de
espessura e fixadas em laminas gelatinizadas. Em seguida, as laminas foram
mantidas em estufa a 37 °C por uma hora para retirar o meio de inclusdo. Apos
este procedimento, as laminas contendo os cortes foram incubadas com tampé&o
Krebs-HEPES em idénticas condigbes por 30 min a 37 °C. Apds 0 excesso de
solucdo ser escorrido e seco, foi realizada a incubacdo com DHE (2uM) em
camara umida protegida da luz, a temperatura de 37 °C por 30 minutos.

As imagens das sec¢bes de artéria mesentérica foram detectadas com
microscépio de fluorescéncia invertido (Leica DM 2500, objetica 40x) e camara
fotografica (Leica DFC 310 FX) com filtro 568 nm. As imagens foram quantificadas

pelo software MetaMorph.

3.6.2 Deteccdo da producao de 6xido nitrico

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

Em sequéncia, as artérias mesentéricas foram incubadas com tampéao
fosfato (0,1 M) contendo CaCl, (0,45M) em estufa a 37 °C por 30 minutos para
remover o0 meio de inclusdo. Em seguida, as laminas foram secas e incubadas
com DAF-2 (8 uM) diluido solugdo tampao nas mesmas condigbes de tempo e
temperatura. Imagens digitais foram coletadas no microscépio de fluorescéncia
Leica DM 2500 com a objetiva de 40x e camera Leica DFC 310 FX, usando a
mesma configuracdo de imagem para controle e grupo tratado com AL. A

densidade de fluorescéncia média foi calculada usando o software MetaMorph.
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3.7 ANALISE HISTOLOGICA DE ARTERIAS MESENTERICAS DE
RESISTENCIA

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

Sendo assim, para determinar o conteudo de colageno e de elastina no
modelo experimental do presente estudo, os segmentos arteriais foram removidos
do mesentério e transferido para um meio de inclusdo (Tissue-Plus® OCT
Compound) e, em seguida, congelados. Apds obtencao dos cortes em criostado
(10 pm), as seccdes arteriais foram coradas utilizando o kit Verhoeff (EasyPath)
especifico para colageno e elastina.

As imagens foram capturadas com um microscépio (Leica, objetiva 40x)
usando uma camera digital acoplada. As andlises quantitativa e qualitativa do
conteudo e distribuicdo de colageno e elastina foram realizadas com o software

ImageJ Fiji.

3.8 EXPRESSAO PROTEICA DA COX-2, eNOS E PPAR-y

Este protocolo foi desenvolvido com o objetivo de analisar a influéncia do
tratamento com AL na expressao protéica da isoforma da COX-2, eNOS e PPAR-
y em ratos hipertensos. Para isso, as amostras das artérias mesentéricas foram

coletadas e armazenadas a -80 °C até serem homogeneizadas.

3.8.1 Preparacao do tecido e quantificacdo das proteinas

A extracdo de proteinas foi procedida com a homogeneizacdo dos
segmentos arteriais por trituracdo em tampao de lise RIPA (Sigma), em banho de
gelo. Depois de homogeneizadas as amostras eram centrifugadas (Eppendorf-
Neitheier- Hinz GmbH 22331, Alemanha) durante 10 minutos, 6.000 rpm a 4° C e,
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em seguida, o sobrenadante era retirado e feita entdo a quantificacdo protéica
(Fotdmetro Bioquimica, Bio 2000, Brasil) pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976).

Posteriormente, foi calculado o volume necessario para uma carga de 50 ug
de proteina, sendo este volume de amostra aliquotado e acrescido igual volume
de de solugdo de Laemmli 2X (0,5 mM de uréia, 0,177 mM de SDS, 39 uM de
ditiodiol, 0,01 M de Tris e azul de bromofenol 0,5%).

3.8.2 Eletroforese e transferéncia das amostras

As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 10% (1,5 M
Tris HCI pH: 8.8, acrilamida 40%, glicerol 100%, SDS 10%, APS 10% e Temed)
previamente imersos em um tampéao para eletroforese (25 mM de Tris HCI, 190
mM de glicina e 0,1% de SDS) e submetidas a uma voltagem constante de 80V
por aproximadamente 2 horas e 30 minutos (PowerPacTM HC, BioRad,
Singapura) a 4° C. Apos o término da eletroforese, foi feita a transferéncia elétrica
das proteinas para uma membrana de Nitrocelulose (Amersham, UK) previamente
ativada por agua durante 20 segundos. Para a transferéncia, foi realizado o
método de transferéncia liquida na qual o gel, a membrana e o papel Whatman
foram montados em um sistema de sanduiche em suporte Holder Cassete e
acoplados a auma cuba (Trans-Blot SD Cell Bio-Rad, USA) contendo uma
solucéo tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 190 mM e Metanol 20%) a

4° C com uma corrente de 60 V por 2 horas.

3.8.3 Incubagé&o com Anticorpos

Ao final da transferéncia, as membranas foram incubadas por 2 horas, a
temperatura ambiente, com solugao bloqueadora (leite desnatado 5%, Tris HCI 10
mM, NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,5) para evitar a unido nao-especifica
com reativos nao-imunolégicos. Em seguida, as membranas eram incubadas
durante toda a noite a 4° C, sob agitacdo, com solucédo de 5% de albumina em
tampdo TBS-T (Tris HCI 10 mM, NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,5)
adicionados aos anticorpos primarios: anti-eNOS (1:250; Santa Cruz
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Biotechnology), anti-COX-2 (1:1000, Cayman), anti-PPAR-y (1:250, Cell
Signaling).

Ao final da incubagcdo dos anticorpos primarios, as membranas eram
lavadas, sob agitacdo, com solucdo TBS-T durante 15 minutos para remocao do
excesso do anticorpo primario, sendo trocada a solucdo de TBS-T a cada 5
minutos. Posteriormente as membranas foram incubadas por 1 hora com
anticorpo secundario, Imunoglobulina 1gG anti-camundongo ou anti-coelho
conjugado com peroxidase (1:5000, StressGen, Victoria, Canada). O excesso
desse anticorpo secundario foi descartado por 20 minutos de lavagem das
membranas com TBT-T sob agitacéo, trocando a solu¢do a cada 5 minutos.

Para atestar que todas as amostras apresentavam a mesma carga de
proteina nas membranas, estas foram incubadas com um anticorpo primario para

a alfa-actina (1:15.000, Sigma Aldrich), como controle de carga de cada amostra.

3.8.4 Deteccdao das Proteinas

As proteinas foram detectadas por uma reacao de gquimioluminescéncia por
meio da exposi¢cdo da membrana, durante 22 minutos, a um sistema de deteccao
(ELC Plus, AmershamTM GE Healthcare, UK). Em seguida, as membranas foram
fotografadas pelo equipamento ChemiDoc™XRS+ (Bio-rad), cujo uso foi
gentilmente cedido pelas professoras Rita Gomes Wanderley e Cristina Martins e
Silva, do departamento de Farmacologia e Bioquimica da UFES. Este aparelho
detecta a quimiolumiscéncia obtida ap0s catalise da reacdo entre os substratos do
reagente ECL Plus pela enzima peroxidase presente nos anticorpos secundarios
ligados as proteinas especificas na membrana de nitrocelulose. Esta reacao
forma bandas quimioluminescentes em locais da membrana de acordo com o
peso molecular da proteina de interesse.

A andlise densitométrica foi utilizada para quantificar as bandas das
proteinas e, para isto asas imagens das membranas foram analisadas com auxilio
do software Image Lab 6.0 (Bio-rad).). Os valores de densitometria 6ptica foram

normalizados pelos valores da alfa-actina de cada amostra em cada membrana
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analisada, de forma a minimizar a influéncia erros de pipetagem das amostras

sobre os resultados finais da expresséo das proteinas.

3.9 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados e aplicacdo dos testes estatisticos foram utilizados os
programas Microsoft Office Excel e GraphPad Prism Software 6.0 (San Diego,
Califérnia, EUA). Os resultados encontram-se expressos como média + erro
padrdo da média (EPM) do niumero de animais usados em cada experimento (n).

As respostas vasoconstritoras e vasodilatadoras foram normalizadas pela
resposta contratil ao KCI (120 mM) e expressa em percentagem da contracao.
Para cada curva de concentracdo-resposta, a resposta maxima (Rmax) © a
sensibilidade (pD,: -log ECsp), foram calculados usando analise de regresséo nao
linear de cada curva individualmente

Para comparar os efeitos da incubacdo dos farmacos nas respostas
contrateis a fenilefrina, os resultados foram expressados através da diferenca da
area abaixo da curva (dAAC) de concentracdo-resposta nas situacdes controle
(sem farmaco) e nas situacdes experimentais (presenca de farmacos).

Para variaveis de distribuicdo normal, as diferencas foram analisadas usando
o teste t de Student pareado ou ndo pareado para comparacdo de duas médias.
Para comparar trés médias ou mais, foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA)
duas vias. Quando o teste ANOVA detectava significancia estatistica, foi realizado
0 pobs-teste (pos-hoc) de Fisher. Os resultados foram considerados

estatisticamente significantes para valores de p<0,05.
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3.10 FARMACOS, REAGENTES e ANTICORPOS

- Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

- Acido aminoacético (Glicina) (Sigma)

- Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Merck)

- Acido tiobarbittrico (Sigma)

- Acido tricloroacético (Merck)

- Albumina bovina (Sigma)

- Anticorpo produzido em camundongo para a-actina (Sigma)

- Anticorpo monoclonal produzido em coelho para anti-COX-2 (Cayman Chemical)

- Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para anti-eNOS (Sigma,
Aldrich, Germany)

- Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para anti-PPAR-y (Sigma,

Aldrich, Germany)

- Azul de bromofenol (Sigma)

- Bicarbonato de sodio (Vetec)

- Cloreto de célcio dihidratado (Merck)

- Cloreto de potassio (Merck)

- Cloreto de sodio (Merck)

- DAF-2 (4,5-diaminofluoresceina) (Sigma)
- Dihidroetideo (Sigma)

- Dodecil-sulfato de sédio (SDS) (Sigma)

- Furegrelato (Sigma)



- Fosfato de potassio monobasico (Merck)

- Glicerol (Sigma)

- Glicose (Merck)

- Heparina (Roche)

- Hidréxido de soédio (Sigma)

- Indometacina (Sigma)

- Kit Verhoeff (EasyPath)

- Leite desnatado (Nestlé)

- L-Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)

- Metanol (Sigma)

- N,N, N’,N’- Tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma)

- N,N’- Metilenbisacrilamida 40% Solucéo 37, 5:1 (Acrilamida) (Sigma)
- N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)

- Nitroprussiato de sodio, dihidratado (Fluka)

- NS 398(N-(2-ciclohexiloxi-4-nitrofenil) metanosulfonamida) (Sigma)
- OCT tissue-tek (Sakura)

- Persulfato de amonio (APS) (Sigma)

- Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (Sigma)

- Reagente para deteccao de Western Blot (ECL Plus) (Amersham)
- Sacarose (Merck)

- Superoxido dismutase de eritrocito bovino (SOD) (Sigma)

- Sulfato de magnésio heptahidratado (Merk)

71
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- SQ 19,548 (Acido [1S-[1 alfa,2 beta (5Z),3 beta,4 alpha]-7-[3-[[2-

[(fenilamino) carbonillhidrazin]metil]-7-oxabiciclo[2.2.1]hept-2-il]-5-heptenoico)
(Sigma)

- SC 19220 (acido 2-acetilhidrazida 10(11H)-carboxilico) (Sigma)
- Tiron (Sigma)
- Tris HCI (Sigma)

- Uretana (Sigma)

Todos os farmacos foram diluidos em agua destilada mantidas no

congelador a -20° C.
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4 RESULTADOS

4.1 VALORES DE PESO CORPORAL

Os animais dos grupos controle e AL apresentaram peso semelhante no
inicio e ao término do tratamento, demonstrando que o tratamento por 15 dias
com AL ndo influencia no ganho de peso corpéreo, como representado na Tabela
1.

Tabela 1: Valores do peso corporal (g) dos animais dos grupos Controle e Acido
Linoléico (AL).

Peso Corporal ()

SHR Controle (n=8) SHR AL (n=8)
Dia 1 255+ 2,2 262 £ 4,0
Dia 15 275+1,6 280 +4,3

Valores expressos como média £ EPM. p>0,05 vs SHR controle, teste t de Student.

4.2 AVALIACAO DOS NIVEIS PRESSORICOS

4.2.1 Tratamento com &acido linoleico reduz pressao arterial sistélica de

ratos acordados

A medida indireta da PAS por pletismografia da artéria caudal permitiu
verificar a reducdo da pressdo arterial sistolica diante do tratamento com AL
(Figura 12), o qual foi mensurado no inicio e no final dos 15 dias de tratamento
(Tabela 2).
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Figura 12: Comparacdo da Pressdo Arterial Sistélica (PAS) (em mmHg) entre os grupos
SHR controle e SHR AL, no inicio (dia 1) e no final do tratamento (dia 15) com &cido
linoleico. Resultados expressos como média £+ EPM. *p<0,05 vs SHR controle; teste t de

Student. Nimero de ratos expresso por n.

Tabela 2: Valores de pressdo arterial sistélica (PAS), em mmHg, obtidos por

pletismografia da artéria caudal dos animais dos grupos Controle e Acido Linoleico (AL).

Pressao Arterial Sistolica (mmHQ)

SHR Controle (n=8) SHR AL (n=10)
Dia 1 212,9+5,7 218,7+ 6,0
Dia 15 201,1+2,8 183,4 + 4,2*

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 vs SHR controle, teste t de Student.

4.2.2 Influéncia do tratamento com &cido linoleico sobre as medidas

hemodinamicas

As medidas hemodindmicas diretas confirmaram que os animais SHR
tratados com acido linoleico apresentam reducdo da presséo arterial (sistolica,
diastolica e média) quando comparado aos animais SHR controles. Porém, os
valores de frequéncia cardiaca permaneceram inalterados entre 0s grupos

experimentais. (Figura 13). Os valores encontram-se na Tabela 3.
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Figura 13: Pressédo Arterial Sistélica (A), Pressdo Arterial Diastélica (B), Pressédo Arterial Média
(C) e Frequéncia Cardiaca (D) dos ratos dos grupos SHR Controle e SHR AL. Resultados
expressos como média £+ EPM. *p<0,05 vs SHR controle; teste t de Student. Nimero de ratos

expresso entre parénteses.

Tabela 3: Valores de pressédo arterial sistolica (PAS), pressao arterial sistolica (PAD),
pressao arterial sistélica (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC) dos animais dos grupos

Controle e Acido Linoleico (AL).

Parametros Hemodinamicos

SHR Controle (n=8) SHR AL (n=8)
PAS (mmHg) 139 +1,8 128,4 + 1,7*
PAD (mmHg) 78,6+ 1,1 70,1+ 3,7*
PAM (mmHg) 108,2+1,7 99,2 + 2,7*
FC (bpm) 301,5+ 19,0 295,91+ 6,0

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 vs SHR controle, teste t de Student.
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4.3 PROPRIEDADES ESTRUTURAIS E MECANICAS VASCULARES

4.3.1 Parametros morfolégicos arteriais de ratos hipertensos sao

melhorados apdés tratamento com &cido linoleico

O parametro morfolégico das artérias mesentéricas de resisténcia foi
determinado através de varios parametros estruturais como o didmetro do vaso e
do limen, a espessura da parede e a relacdo parede:limen entre 0s grupos
experimentais estudados.

Como pode ser observado na Figura 14, o aumento na presséo intraluminal
produziu um aumento no didmetro do vaso, no didmetro do limen, assim como
uma reducdo na espessura de parede e na relacdo parede:limen em todas as
artérias mesentéricas de resisténcia, como esperado. No entanto, apoés
tratamento com AL, observou-se aumento no didmetro do vaso (A) e do lumen
(B), diminuicdo na espessura de parede (C) e na relacdo parede:limen (D) nas
pressfes impostas, quando comparados ao grupo controle.

Diante desses resultados, o tratamento com AL foi capaz de melhorar as
condicdes estruturais avaliadas das artérias de ratos hipertensos apos tratamento
por 15 dias.
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Figura 14: Medidas de diametro interno (A) e externo (B), espessura de parede (C) e relagdo média/lumen (D) em
artérias mesentéricas de resisténcia de ratos controle e AL induzidas por crescentes mudancas de pressao
intravascular. Os dados sdo expressos como média + SEM dos valores frente as alteracbes de pressao
intravascular. NUmero de animais é indicado entre parénteses. *p <0,05 vs. Controle; ANOVA duas vias e pos-teste
de Fisher.



78

4.3.2 Tratamento com acido linoleico modifica os parametros mecanicos

arteriais de ratos hipertensos

A Figura 15 expde os resultados dos parametros mecéanicos induzidos por
crescentes mudancas de pressdo intravascular em artéria mesentérica de
resisténcia de ratos tratados com acido linoleico comparado ao grupo controle.

A rigidez de um vaso € calculada em funcdo de sua capacidade de se
ajustar (strain) em diferentes intervalos de pressdo (stress) em que € imposta a
sua parede. Na Figura 15A e 15B, a tensao e o estresse de parede mostraram-se
significativamente maior no grupo AL, como ja era esperado, visto que o diametro
interno dos animais tratados com AL estd aumentado, o que significa que um
maior diametro leva a um aumento de tensao e estresse na parede do vaso.

As curvas de stress-strain dos animais controle e tratados com AL
demonstraram significante deslocamento para a direita, o que indica menor

rigidez vascular (Figura 15C).
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Figura 15: Medidas de estresse de parede (A), tensdo de parede (B) e relacdo stress/strain (C) em
artérias mesentéricas de resisténcia de ratos controle e AL induzidas por crescentes mudancas de
pressdo intravascular. Os dados s&o expressos como média + SEM dos valores frente as
alteracdes de pressao intravascular. Nimero de animais é indicado entre parénteses. *p <0,05 vs.
Controle; ANOVA duas vias e pés-teste de Fisher.
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4.3.3 Avaliacdo das proteinas da matriz extracelular em artérias

mesentéricas de resisténcia

As respostas vasculares dependem da organizagdo da matriz extracelular,
a qual envolve propriedades de elasticidade e de resisténcia ao estiramento do
vaso, podendo alterar a rigidez vascular. Sendo assim, as proteinas colageno e
elastina foram quantificadas em segmentos arteriais dos grupos experimentais.

Observou-se uma diminui¢do significativa do conteudo de colageno (Figura
16A) nas artérias mesentéricas dos animais tratados com AL. No entanto, a
deposicdo do conteudo de elastina ndo foi estatisticamente diferente entre os

grupos experimentais (p = 0,22) (Figura 16B).
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Figura 16: Quantificacdo do conteldo de colageno (A) e elastina (B). Imagens histologicas
representativas de se¢des arteriais microscopicas coradas utilizando o kit Verhoeff obtida de artérias de
resisténcia mesentérica de ratos controle e tratados com AL. Os dados sdo expressos como média +
SEM dos valores frente as alterages de pressao intravascular. *p <0,05 vs. Controle pelo teste t de
Student. Nimero de ratos expresso entre parénteses.
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4.4 REATIVIDADE VASCULAR

4.4.1 Resposta contrétil ao cloreto de potassio (KCI) em artérias

mesentéricas de resisténcia

Com a finalidade de verificar a capacidade contratil das artérias utilizadas,
foi testado o componente funcional do musculo liso vascular com uma solucdo
rica em KCI (120 mM). Diferencas na contracdo ao KCIl nos grupos experimentais
podem ser um indicativo de lesao/alteracdo do musculo liso vascular.

Diante do tratamento com acido linoleico, a resposta ao KClI foi similar entre
0S grupos experimentais (Controle: 20,02 £ 0,9 mN vs AL: 21,59 + 0,7 mN, (n=10);
teste t — p>0,05). Estes resultados indicam que o tratamento ndo prejudicou a

capacidade contratil do musculo liso vascular.

4.4.2 Tratamento com &acido linoleico reduz a vasoconstricdo em artérias

mesentéricas de ratos hipertensos sem alterar o relaxamento

Mediante a realizacdo das curvas concentracdo-resposta desenvolvidas
com fenilefrina, foi observado que os ratos hipertensos tratados com AL
apresentaram menor responsividade contratil a fenilefrina, em comparacdo com
0os SHR controles, deslocando a curva para a esquerda e para baixo (Figura 17A;
Tabela 4).

Do mesmo modo, mediante o desenvolvimento das curvas concentragao-
resposta a acetilcolina e ao nitroprussiato de sodio as artérias mesentéricas de
ratos hipertensos nao apresentaram diferenca no relaxamento dependente e
independente do endotélio (Figura 15B e 17C); Tabela 4).
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Figura 17: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina (A), Curvas concentracdo resposta a
acetilcolina (B) e ao nitroprussiato de sédio (C) em anéis de artérias mesentéricas de ratos dos
grupos SHR controle e SHR AL. Resultados expressos como média £+ EPM. *p<0,05 vs SHR
controle; ANOVA duas vias e pés-teste de Fisher. NUmero de ratos expresso entre parénteses.

Tabela 4: Valores de pD, e Ry Obtidos das curvas concentracao-resposta a fenilefrina,
a acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato de sédio (NPS) em artérias mesentéricas de ratos
dos grupos Controle e Acido Linoleico (AL).

SHR Controle SHR AL
pD, Rimax pD» Rmax
Fenilefrina 6,4+0,1 92,4+ 24 59+0,1* 84,3+ 2,3*
ACh 72+0,1 99,1+0,9 7,3+0,06 99,8+ 1,3
NPS 6,9 £ 0,03 91,9+0,8 70+0,2 91,4+273

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 vs SHR controle, teste t de Student.
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4.4.3 Tratamento com acido linoleico melhora a biodisponibilidade de 6xido

nitrico em ratos hipertensos

Para avaliar o papel do Oxido nitrico na resposta vasoconstritora a
fenilefrina, curvas concentracdo-resposta foram construidas em segmentos
arteriais pré-incubados com um inibidor da sintase de 6xido nitrico, o L-NAME.

L-NAME promoveu menor resposta contratil nos segmentos de aorta de
SHR controle quando comparados aos SHR AL (dAAC - Controle: 7,3 + 4,1 vs AL:
38,7 = 8,2*; teste t — *p>0,05), visto que a hipertensdo cursa com reducdo da
biodisponibilidade de éxido nitrico, sugerindo uma modulacdo aumentada de NO
apos tratamento por 15 dias com acido linoleico (Figura 18A).

As comparacgfes entre pD, e Ryax das curvas concentracdo-resposta a
fenilefrina realizadas na auséncia (curva controle) e na presenca de L-NAME
encontram-se na Tabela 5.

Para confirmar esta questao, a disponibilidade local de NO foi determinada
nas artérias mesentéricas do grupos experimentais. Os segmentos arteriais do
grupo SHR AL apresentaram maior a producao local de NO (DAF - Controle: 1,3 +
0,05 vs AL: 2,4 + 0,2*; teste t — *p>0,05) (Figura 18B), corroborando com os dados
obtidos com bloqueio farmacolégico. No entanto, ndo foi detectada mudancas
significativas na expressdo protéica da eNOS entre 0s grupos experimentais
(Figura 22A).

Em resumo, esses resultados demonstram que o tratamento por 15 dias
com AL aumenta a producgao e/ou a biodisponibilidade de NO em SHR.

E importante considerar que a disfuncéo endotelial presente na hipertensio
arterial esta frequentemente associada a reducéo da biodisponibilidade de 6xido
nitrico causada pela producédo de EROs. Diante disso, a proxima investigacao foi

estudar a influéncia do tratamento com AL e 0 estresse oxidativo.
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Figura 18: Efeito do L-NAME (100 yM) e dAAC na presenga e auséncia do tratamento com
(A); Imagens fluorescentes representativas de se¢des arteriais microscopicas marcadas com
4,5-Diaminofluoresceina (DAF) e quantificacdo de 6&xido nitrico obtida de artérias de
resisténcia mesentérica de ratos controle e tratados com AL (B). Resultados expressos como
média £ EPM. *p<0,05 SHR AL vs SHR AL L-NAME; ANOVA duas vias e pds-teste de Fisher e
*p <0,05 pelo teste t de Student. Nimero de ratos expresso entre parénteses.

Tabela 5: Valores de pD, e Rnax Obtidos das curvas concentracdo-resposta a fenilefrina e

ao L-NAME em artérias mesentéricas de ratos dos grupos Controle e Acido Linoleico
(AL).

SHR Controle SHR AL
pD> Rimax pD, Rimax
Fenilefrina 6,4+0,14 924+24 5,9+0,12 84,3+2,3
L-NAME 6,6 0,12 91,3+3,4 6,4 +0,14* 89,1+3,1

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 vs Fenilefrina AL; teste t de Student.
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4.4.4 Estresse oxidativo é reduzido em ratos hipertensos apdés tratamento

com &cido linoleico

Curvas concentracédo-resposta a fenilefrina em anéis de artéria mesentérica
foram realizadas na auséncia (curva controle) e na presenca de antioxidante,
incubado previamente com tiron - 1 yM, varredor de anions superoxido, por 30
minutos.

Os seguimentos arteriais dos SHR controle assim como dos SHR AL
apresentaram deslocamento da curva concentragdo-resposta. No entanto, este
deslocamento foi menor no grupo tratado com acido linoleico (dAAC - Controle:
100,7 £ 24,3 vs AL: 46,1 + 12,4*, teste t — *p>0,05) (Figura 19 A), demonstrando
reducdo na participacao de anion superoxido na resposta contratil a fenilefrina.

As comparagfes entre pD, e Ryax das curvas concentracdo-resposta a
fenilefrina realizadas na auséncia (curva controle) e na presenca de tiron
encontram-se na Tabela 6.

Para confirmar os resultados funcionais obtidos, foi utilizada a técnica de
fluorescéncia produzida pela oxidagdo do dihidroetideo (DHE) para verificar a
influéncia do tratamento com &acido linoleico sobre a producdo vascular local de
O,". Corroborando com os resultados funcionais encontrados, a producéo de O,"
foi significativamente maior nas seccdes arteriais dos animais controle quando
comparado aos animais tratados (DHE: - Controle: 13,9 £ 1,5 vs AL: 9,7 £ 0,7%;
teste t — *p>0,05) (Figura 19B).



Contracdo (%)

86

—O— Controle (n=9)

—®— Controle Tiron (n=9)

-~ AL (n=7)
100 -

—®— AL Tiron (n=7)
75
50+

Controle

254

Fenilefrina (log M)

150+
100+
B
8} -
< 20
<
o *
504 [ g 154 T
el
o
=
@ 10
o
0+ n
o
—— o
3 54
Controle AL w
6 6
0 (6) (6)
i

Controle AL
Figura 19: Efeito do tiron (1 uM) e dAAC na presencga e auséncia do tratamento com (A); Imagens
fluorescentes representativas de sec¢bes arteriais microscopicas marcadas pela oxidacdo do
dihidroetideo (DHE) e quantificacdo de &nions superdxidos obtida de artérias de resisténcia
mesentérica de ratos controle e tratados com AL (B). Resultados expressos como média + EPM.
*p<0,05 SHR AL vs SHR AL Tiron; *p<0,05 SHR Controle vs SHR Controle Tiron; ANOVA duas vias
e poOs-teste de Fisher e *p <0,05 pelo teste t de Student. NUmero de ratos expresso entre

Tabela 6: Valores de pD2 e Rmax obtidos das curvas concentracdo-resposta a fenilefrina

e ao tiron em artérias mesentéricas de ratos dos grupos Controle e Acido Linoleico (AL).

SHR Controle SHR AL
pD2 Rmax pD; Rmax
Fenilefrina 6,4+0,14 92,4+24 59+0,12 84,3+23
Tiron 5,2 + 0,04* 96,8 + 1,7 5,3 +0,03 89,09 + 3,13

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 vs Fenilefrina Controle; teste t de Student.
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4.45 Tratamento com acido linoleico reduz participacdo dos prostandides

derivados da via da ciclooxigenase (COX)

Para estudar a influéncia dos prostandides derivados da via da COX sobre a
resposta contratil a fenilefrina em segmentos de artéria mesentérica dos grupos
Controle e AL, foi realizada uma sequéncia de experimentos de reatividade
vascular apds incubacéo farmacoldégica.

Inicialmente, as artérias mesentéricas foram incubadas com um inibidor n&o
seletivo da ciclooxigenase (COX): indometacina (10 pM). A indometacina reduziu
as respostas vasoconstritoras a fenilefrina apenas nas artérias mesentéricas dos
ratos controle (dAAC - Controle: 85,3 £ 20,08 vs AL: 15,4 + 2,5*, teste t — *p>0,05)
(Figura 20A), demonstrando que o tratamento com AL diminuiu a participagao de
prostandides vasoconstritores.

Diante desse resultado, foi investigado se esta resposta poderia estar
associada a participacdo dos prostanoides derivados da COX-2. Para isso, 0s
seguimentos arteriais foram incubados com o inibidor especifico da COX-2: NS
398 (1 pM). Observou-se que na presenca do NS 398 ocorreu reducdo da
resposta contratil a fenilefrina em ambos os grupos, porém esta reducédo foi maior
no grupo controle (dAAC - Controle: 53,2 + 3,2 vs AL: 39,1 + 3,2* teste t —
*p>0,05) (Figura 20B), indicando que os prostandides contrateis sdo derivados da
via da COX-2. Corroborando estes resultados, a expressao proteica da COX-2 foi
maior no grupo controle comparado ao grupo AL (Figura 22B).

Em sequéncia, foi estudado o envolvimento dos prostanoides
vasoconstritores derivados da via da COX-2: furegrelato (1 pM - inibidor da
sintese do TXA;), SQ 29,548 (1 uM - antagonista do receptor TP) e SC 19220 (10
UM - antagonista do receptor EP;). Os resultados obtidos destes ultimos blogueios
foram semelhantes aos encontrados com o NS 398: reducdo na contracao
induzida pela fenilefrina nos segmentos arteriais do grupo controle e tratado, mas
esse efeito foi menor nos ratos tratados com AL, conforme indicado pelo dAAC
(dAAC furegrelato - Controle: 101,8 + 29,2 vs AL: 36,1 * 7,6*%, teste t — *p>0,05);
(dAAC SQ 29,548 - Controle: 73,3 + 13,7 vs AL: 33,3 = 11,4*, teste t — *p>0,05);
(dAAC SC19220 - Controle: 101,8 + 15,8 vs AL: 66,9 + 8,07*, teste t — *p>0,05);
(Figura 21A, 21B e 21C).
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Por fim, foi investigada a participacdo de PPARY, visto que o acido linoleico
€ um ligante natural deste fator de transcricdo nuclear que controla as moléculas
sinalizadoras anti-inflamatérias e esta associado a uma reducao na expressao de
COX-2. Como mostra a Figura 22C, ndo houve diferenca na expressao protéica

entre 0s grupos experimentais (p = 0,20).
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Figura 20: Curvas concentracdo-resposta com os bloqueios na presenca e auséncia do
tratamento com AL: indometacina (10 uM) e dAAC (A); NS 398 e dAAC (B) Resultados
expressos como média =+ EPM. *p<0,05 SHR AL vs SHR AL NS 398; #p<0,05 SHR
Controle vs SHR Controle indometacina/NS 398; ANOVA duas vias e pOs-teste de
Fisher e *p<0,05 pelo teste t de Student. NUmero de ratos expresso entre parénteses.
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Figura 21: Curvas concentracdo-resposta com os bloqueios na presenca e auséncia
do tratamento com AL: furegrelato (1 uM) e dAAC (A); SQ 29,548 e dAAC (B); SC
19220 e dAAC. Resultados expressos como média + EPM. *p<0,05 SHR AL vs SHR
AL furegrelato/SQ 29,548/SC 19220; "p<0,05 SHR Controle vs SHR Controle
furegrelato/SQ 29,548/SC 19220; ANOVA duas vias e pés-teste de Fisher e *p<0,05
pelo teste t de Student. Niamero de ratos expresso entre parénteses.
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Tabela 7: Valores de pD2 e Rmax obtidos das curvas concentracdo-resposta a
fenilefrina, & indometacina, ao NS 398, ao furegrelato, ao SQ 29,548 e ao SC 19220 em

artérias mesentéricas de ratos dos grupos Controle e Acido Linoleico (AL).

SHR Controle SHR AL
pD; Rmax pD: Rmax
Fenilefrina 6,4 +0,14 92,4+24 59+0,12 84,3123
Indometacina 5.75+0.13* 81.85 + 2.81* 6.34 £ 0.07 82.83+4.15
NS 398 5.38 £ 0.083* 78.78 + 3.64 5.53+0,11* 84.10 + 4.44
Furegrelato 5.26 £ 0.09* 89.57 + 2.13* 5.29 £ 0.08 90.08 + 3.56
SQ 29,548 5.22 £ 0.06* 87.75 + 2.19* 5.20 £ 0.09 83.0+ 2,68
SC 19220 5.30 £ 0.10* 83.83 + 1.84* 4.95 + 0.09* 83.83+291

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 vs Fenilefrina Controle ou AL; teste t de Student.
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Figura 22: Analise densitométrica da expresséao protéica da eNOS (A), COX-2 (B) e PPARy (C) em artérias de
resisténcia mesentérica de ratos controle e tratados com AL. Na parte superior da figura estdo demonstradas as
bandas representativas da expressdao. O nimero de animais utilizados é indicado entre parénteses. *p<0,05
pelo teste t de Student.
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5 DISCUSSAO

A hipertenséo arterial é considerada uma doenca inflamatéria crénica de
elevada prevaléncia mundial. Geralmente, € acompanhada por alteracdes
vasculares estruturais, mecéanicas e funcionais, como aumento da relagao
parede:limen, rigidez vascular (MONTEZANO et al., 2015) e aumento as
respostas vasoconstritoras aos diferentes agonistas (DRUMMOND et al., 2011;
SCHIFFRIN, E. L., 2012), que resultam no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (PERTICONE et al., 2001; RIZZONI et al., 2003; SCHIFFRIN,
Ernesto L., 2018). Além disso, o desenvolvimento da hipertensdo arterial e de
doenca cardiovascular tém sido associado a deficiéncia de PUFA, principalmente
0 AL (TSUKAMOTO; SUGAWARA, 2017; WU, Jason H.Y. et al., 2014).

Os resultados obtidos neste estudo mostram os efeitos do tratamento por
15 dias sobre os niveis pressoricos e as alteracdes vasculares em SHR. O AL foi
capaz de reduzir os niveis pressoricos e de melhorar dos parametros estruturais e
mecéanicos nas artérias mesentéricas de resisténcia. Além disso, foi observada
menor deposi¢cdo de colageno, o que pode ser responsavel pela diminuicdo da
rigidez vascular. Associado a estes efeitos, a resposta vasoconstritora provocada
pela fenilefrina foi reduzida em artérias mesentéricas de resisténcia dos animais
hipertensos. Essa resposta € decorrente do aumento da biodisponibilidade de NO,
provavelmente como resultado da reducdo da producdo de anion superéxido e
diminuicao da participacdo de prostandides vasoconstritores derivados da COX-2.

Com intuito de esclarecer os possiveis mecanismos envolvidos na resposta
promovida pelo AL, os resultados encontrados neste trabalho serdo discutidos
adiante.
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5.1 INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM ACIDO LINOLEICO SOBRE AS
MEDIDAS HEMODINAMICAS DIRETA E INDIRETA EM RATOS HIPERTENSOS

As importantes alteragfes estruturais e funcionais nas pequenas artérias
mesentéricas foram capazes de melhorar a PAS, PAD e PAM apo6s 15 dias de
tratamento com AL. As artérias de resisténcia desempenham um papel crucial na
regulacdo da pressao arterial, do fluxo sanguineo local e da perfusédo tecidual
(DAVIS; HILL, 1999; MULVANY, M J; HALPERN, 1977).

O desenvolvimento de hipertensdo e de doenca cardiovascular tem sido
associado a deficiéncia de acido graxo poliinsaturado, principalmente o AL
(HORROBIN, 1995; NAFTILAN; DZAU; LOSCALZO, 1986). De fato, varios
estudos sugerem que o metabolismo anormal dos &cidos graxos esta presente
durante a hipertensdao (MILLANVOYE-VAN BRUSSEL; SIMON; FREYSS-
BEGUIN, 1994; POISSON et al., 1993). AL demonstrou restaurar a hipertenséo
induzida pelo acetato de desoxicorticosterona em ratos (KAWAHARA et al.,
1990). Além disso, evidéncias reforcam que o &cido gama-linolénico, um
metabdlito do acido linoleico, tem efeitos anti-hipertensivos em SHR (ST LOUIS et
al., 1992). Ao mesmo tempo, dietas enriqguecidas com gama-linolénico ou AL
melhoraram a pressdo arterial em humanos hipertensos (IACONO;
DOUGHERTY, 1993) e atenuaram o desenvolvimento de hipertensdo em SHR
(ENGLER et al., 1992; HOFFMANN et al., 1986).

Refor¢cando a importancia dos beneficios do AL na hipertensdo, Kawahara
e colaboradores (1990), alimentaram por quatro semanas ratos hipertensos
(DOCA sal) com dieta rica em AL e observaram reducéao significativa na pressao
arterial sistélica e na concentracdo de sodio nos eritrocitos. Corroborando com
esses dados, um estudo epidemiolégico demonstrou que populacdes que
incluiam AL em suas dietas, apresentaram melhora nas pressfes sistblica e
diastolica (MIURA et al., 2008).

Sabe-se que o0 aumento da PAD tem importante relacdo com o aumento da
resisténcia vascular periférica, enquanto que o aumento na PAS esta mais
relacionado ao maior débito cardiaco e rigidez da aorta, refletindo o aumento do
sistema nervoso simpatico. Além disso, fatores que influenciam o débito cardiaco,
como contratilidade miocardica e volemia, contribuem para a elevacao da pressao

arterial, bem como fatores que aumentam a resisténcia vascular periférica, sendo



93

as alteracbes na resisténcia vascular umas das principais responsaveis por
modificacdes na pressao arterial (BOHR; WEBB, 1984; FOLKOW, 1982; LUND-
JOHANSEN, 1983). Dentre as alteragbes que podem contribuir para 0 aumento
de resisténcia vascular periférica, podem ser citadas as modificacfes vasculares
estruturais, mecanicas e funcionais, como por exemplo: remodelamento vascular
com diminui¢céo do didmetro do vaso e aumento da area de seccéo transversa da
camada média (MULVANY, 2002); aumento da sintese de matriz extracelular,
como colageno e fibronectina; reducdo da atividade das metaloproteinases,
reduzindo a degradacdo da matriz extracelular na camada média (TOUYZ, 2005);
maior redugdo do relaxamento ou aumento da liberagdo de fatores
vasoconstritores derivados do endotélio; aumento da contracdo do musculo liso; e
aumento da atividade simpatica (BOHR; WEBB, 1984; FOLKOW, 1982; JOYNER
et al., 2010; LUSCHER; VANHOUTTE, 1986).

E importante considerar que a reducdo nos valores de presséo arterial
obtida no presente estudo pode ser justificada pela presenca de fatores
determinantes para diminuicdo da resisténcia vascular periférica, como a
diminuicdo de fatores vasoconstritores, como EROs e COX-2, aumento do fator
vasodilatador 6xido nitrico e remodelamento vascular, processos observados em

nosso trabalho diante do tratamento com AL, discutidos a seguir.
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5.2 ACIDO LINOLEICO MELHORA OS PARAMETROS ESTRUTURAIS E
MECANICOS EM RATOS HIPERTENSOS

7z

Na hipertensdo, a aumentada resisténcia periférica € consequéncia de
alteracdes estruturais e funcionais em pequenas artérias e arteriolas que regulam
o fluxo e a pressao. O diametro luminal de artérias de resisténcia é determinado
pelo nivel de vasoconstricdo exercida pela contracdo ativa de células do musculo
liso vascular e por caracteristicas estruturais do vaso (SUN et al., 2008). Portanto,
a maior espessura de parede, junto da reducdo no Ildmen arterial e,
consequentemente, a maior relacao parede:limen assumem um importante papel
na vasoconstricdo periférica (RIZZONI et al., 2003).

O remodelamento vascular e 0 aumento da rigidez na hipertensdo estao
associados a alteragbes estruturais e mecanicas vasculares (INTENGAN;
SCHIFFRIN, 2000; MULVANY, 2012). O aumento da razdo parede:limen é a
principal caracteristica do remodelamento vascular nesta patologia, e esse
parametro tem valor prognéstico para eventos cardiovasculares (MATHIASSEN et
al., 2007; RIZZONI et al., 2003). Além disso, mudancas passivas no diametro
luminal dos vasos obtidas por pressdes intravasculares sdo a base para o
estabelecimento da ocorréncia do remodelamento. Portanto, quando o diametro
luminal passivo esta diminuido, o remodelamento classifica-se como “inward” ou
para o interior, e quando esta aumentado classifica-se como “outward” ou para o
exterior (MULVANY et al., 1996). E ainda, esta classificacdo de remodelamento
foi refinada para incluir mudancas na area de secg¢do transversa do vaso, definido
como hipertrofico, eutrofico ou hipotrofico, em situacées em que a area de seccao
transversa é aumentada, inalterada, ou diminuida, respectivamente (HONG et al.,
2015; SUN et al., 2008).

O presente estudo avaliou as alteracdes estruturais e mecanicas em
artérias mesentéricas de resisténcia, que contribuem ativamente e passivamente
para a manutencdo e regulacdo da resisténcia e do fluxo sanguineo intestinal
(CHRISTENSEN; MULVANY, 2001). Apés tratamento com AL, observou-se
modificacdes nos parametros morfoldgicos destas artérias quando comparado ao
grupo controle, onde podemos observar uma reducdo nos didametros do limen e
do vaso, associado a um aumento na espessura da parede e na relacdo

parede:limen, caracterizando um remodelamento do tipo eutrofico interno do
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vaso. O tipo de remodelamento vascular observado em artérias mesentéricas de
resisténcia de SHR pode variar entre o eutréfico e o hipertrofico principalmente
devido ao didmetro das artérias. Entretanto, o0 aumento na relagdo parede:limen
€ observado em todos os vasos arteriais (FEIHL et al., 2008; RENNA et al.; 2013).

Ao final dos 15 dias de tratamento, mostramos que o AL foi capaz de
modificar as alteracbes morfoldgicas induzidas pela hipertensdo em artérias
mesentéricas de resisténcia, onde podemos observar um aumento no diametro
interno e externo do vaso, o qual ocorreu associado a uma reducdo do
espessamento de parede e da relacdo parede:limen, sugerindo remodelamento
hipotrofico externo (MULVANY, 2002, 2012).

Os mecanismos responsaveis pelo remodelamento vascular observado em
artérias mesentéricas de ratos hipertensos e submetidos ao tratamento com AL
nao foram avaliados neste estudo. Entretanto, o crescimento da camada média do
vaso pode envolver processo de hipertrofia ou hiperplasia das células do musculo
liso vascular, assim como aumento na deposicdo de proteinas da matriz
extracelular (INTENGAN; SCHIFFRIN, 2000; KORSGAARD; MULVANY, 1988;
MULVANY et al.,, 1985). Neste contexto, proteinas da matriz extracelular, tais
como o coldgeno e a elastina, além de estarem envolvidas na modulagéo
estrutural das artérias, também regulam as propriedades mecanicas do vaso
(BRIONES etal., 2010; HERRERA et al., 2018).

Neste estudo, avaliamos o efeito do tratamento com AL sobre as duas
principais proteinas de matriz em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos
hipertensos, o colageno e a elastina. Mudancas na quantidade ou na organizacao
destes dois maiores componentes da matriz extracelular podem modificar a
complacéncia vascular e, como consequéncia, influenciar no diametro dos vasos
em diferentes pressoes intravasculares (BRIONES et al.,, 2010; MARTINEZ-
LEMUS et al., 2008).

O colageno é uma proteina muito rigida e que tem o papel fisiolégico de
limitar a distensdo do vaso, entretanto coladgeno excessivo € deletério para a
parede vascular, aumentando a rigidez (BRIONES et al, 2010). A hipertenséo
arterial € uma das condicdes patologicas associada com excessiva deposicao de
colageno tanto no coracdo (THENAPPAN et al.,, 2018), como em artérias de
condugdo e de resisténcia (BRIONES et al.,, 2010). De fato, neste estudo

observamos que as artérias mesentéricas de resisténcia dos ratos hipertensos
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apresentaram reducdo na quantidade de colageno e, estes dados estdo de
acordo com estudos prévios (BRIONES et al., 2006; GONZALEZ et al., 2006;
INTENGAN et al., 1999).

A elastina também é considerada um importante determinante da
propriedade mecéanica da parede arterial e é essencial para a integridade e funcéo
estrutural vascular (DOBRIN, 1978; JACOB et al., 2001). Um desequilibrio entre a
sintese e a degradacdo de proteinas da matriz extracelular pode afetar a rigidez
vascular. A rigidez arterial depende basicamente de um equilibrio entre os
componentes distensiveis, como a elastina, e elementos menos distensiveis,
como o colageno e a fibronectina (INTENGAN et al., 1999a). A elastina constitui
90% das fibras elasticas que formam laminas fenestradas que permitem o contato
celular. Estas fibras elasticas estdo desenhadas de maneira que permita que a
tensao se distribua uniformemente através da parede arterial. A sintese das fibras
elasticas esta mais restrita ao periodo fetal e neonatal, entretanto esta bem
estabelecido que o desenvolvimento da hipertensdo esta associado com um
aumento das proteinas da matriz extracelular incluindo a elastina, na parede
arterial, o que significaria uma reacdo ao aumentado estresse mecanico imposto
pela hipertensdo (ARRIBAS et al., 2006).

Neste estudo, observamos que o tratamento com AL melhora a rigidez
arterial acompanhada pela diminuicdo da deposi¢cao de colageno, um importante
resultado, j& que a rigidez vascular aumentada na hipertensdo tem sido
geralmente atribuida a um aumento do conteddo desta proteina (LAURANT;
TOUYZ; SCHIFFRIN, 1997). Parte deste efeito poderia estar ocorrendo
justamente porque o tratamento com AL neste estudo reduziu a quantidade de
anion superoxido que se encontrava aumentada nas artérias mesentéricas dos
ratos hipertensos, diminuindo, portanto o efeito das espécies reativas de oxigénio
sobre estes vasos, 0 que leva a uma redugao na sintese de colageno (FARRAR;
HUNTLEY; BUTCHER, 2015; ROQUE et al., 2013). Por outro lado, o contetudo de
elastina depositada nédo foi estatisticamente significativo entre 0s grupos
estudados (p = 0,22).

Sabe-se que a composicdo da matriz extracelular na parede vascular &
considerada como grande contribuidora das caracteristicas visco-elasticas dos
vasos sanguineos (BRIONES et al., 2003, 2009). A relagdo stress-strain dos

vasos ndo € linear devido a acdo conjunta do coldgeno e da elastina. Em uma
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curva de relacdo stress-strain, a parte inicial da curva que corresponde a
pressdes mais baixas, e € determinada pela deformacéo das fibras de elastina,
sdo muito distensiveis. Em contrapartida, a parte final da curva, que corresponde
a pressbes mais altas, esta determinada pelas fibras de elastina totalmente
estiradas e pela contribuicdo das fibras de colageno, que sdo mais rigidas
(DOBRIN, 1978). Neste estudo, observamos que apés o tratamento com AL nos
ratos hipertensos, houve uma melhora na deposi¢cdo de coldgeno e na rigidez
arterial quando comparada aos SHR controles, como indicado através do

deslocamento para a esquerda da curva de relacao stress-strain.
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5.3 RESPOSTAS VASOMOTORAS ENVOLVIDAS NO TRATAMENTO COM DO
ACIDO LINOLEICO

O modelo experimental de hipertensdo arterial utlizado, o SHR,
desenvolvido em 1963 (OKAMOTO & AOKI, 1963) apresenta caracteristicas
intrinsecas responsaveis por alteracbes estruturais, mecanicas e funcionais,
prévias ao aumento da pressao arterial, as quais muito possivelmente resultam
em aumento da resisténcia vascular periférica levando ao desenvolvimento e
manutenc¢ao da hipertensao arterial.

A hipertensdo é um processo multifatorial que inclui disfuncdo endotelial e
resulta principalmente no prejuizo da biodisponibilidade de NO devido a uma
diminuicdo na producdo deste gas e/ou aumento da sua degradacdo associado a
producdo de O," (TANG; VANHOUTTE, 2010). Portanto, a consequéncia final
pode ser aumento das respostas contrateis e/ou diminuicdo das respostas
vasodilatadoras.

As células do mdasculo liso vascular, assim como as demais células
musculares, dependem diretamente de um aumento na concentragdo de célcio
citoplasmatico para deflagrar sua contragcdo. A fenilefrina € um agonista a1-
adrenégico que atua sobre receptores no musculo liso vascular levando a
contracdo e, consequentemente, reducdo da luz dos vasos sanguineos. Os
receptores a-1-adrenérgicos quando ativados, ativa a proteina G que, por sua
vez, ativa a fosfolipase C (PLC), a qual hidrolisa a fosfatidilinositol bifostato (PIP>),
resultando em 1,4,5-trifosfato de inositol (IPs) e diacilglicerol (DAG). O IP3
estimula a liberac&o de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico, enquanto que o DAG
ativa a proteina quinase C (PKC) resultando em maior mobilizacdo de calcio
através de canais da membrana, o que aumenta a sensibilidade das proteinas
contrateis ao célcio e fosforilagdo da cadeia leve da miosina. A fosforilagdo desta
dltima ativa a ATPase miosinica que permite a formacdo das pontes cruzadas
entre actina e miosina promovendo assim, a contracdo do musculo liso
(BLAUSTEIN & HAMLYN, 2010).

No presente estudo, observamos que o tratamento com AL afetou a
resposta contratil em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos hipertensos,
confirmada pela diminuicdo da reatividade vascular apds curvas concentragao-

resposta a fenilefrina.
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A acetilcolina se liga ao receptor muscarinico (M3) levando ao aumento da
concentracdo intracelular de calcio por meio da acdo de IP3 e DAG, os quais
ativam as vias de producédo de mediadores como o NO, a prostaciclina e EDHF.
Estes mediadores se difundem para o mduasculo liso vascular e ativam a
hiperpolarizacdo dessas células (RATTMMAN, 2009). Em contrapartida, o
nitroprussiato de sédio age como um doador de NO ao estimular a GCs que, por
diversos mecanismos leva a hiperpolarizagdo das células musculares lisas
(GEWALTIG & KOJDA, 2002).

Considerando a modulacdo do tbénus vascular diante do tratamento com
AL, as respostas vasodilatadoras dependente e independente do endotélio por
meio de curvas concentracao-resposta a acetilcolina e ao nitroprussiato de sédio
foram investigadas. Os relaxamentos ndo foram alterados entre 0s grupos
experimentais. Estes resultados sugerem que o tratamento com AL n&o alterou a
producdo de NO estimulada pela ACh, tdo pouco modificou a capacidade de
relaxamento do musculo liso vascular.

Alteracbes decorrentes da disfuncdo endotelial nos processos
hipertensivos sdo multifatoriais e em muitos casos, parecem depender do tipo de
hipertensdo desenvolvida, de sua duracdo e do leito vascular estudado. Ha
controvérsias na literatura em relagdo ao relaxamento vascular dependente do
endotélio na hipertensao arterial, podendo estar diminuido, inalterado ou até
mesmo aumentado (ANGUS; COCKS, 1989; BRIONES, et al., 1999; LEE et al.,
1987; LUSCHER et al., 1987; TADDEI et al., 1997).

As células endoteliais sdo importantes reguladores do tdnus vascular
através da producdo de agentes vasoativos, como NO, ROS e prostandides
(FORSTERMANN, U, 1986). Tendo em vista que o tratamento com AL reduziu a
reatividade vascular de artérias mesentéricas, sugere-se que haja uma melhora
na modulacdo vascular diante da disfuncdo vascular descrita por trabalhos
prévios no modelo experimental estudado. Nesse sentido, o estudo propés
investigar algumas vias que poderiam esclarecer a acdo vascular do AL em

segmentos arteriais.
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5.3.1 Efeitos do tratamento com acido linoleico sobre a via do 6xido nitrico

Dentre os componentes vasoativos do endotélio, o NO se destaca pelo seu
efeito vasodilatador, além de um potente inibidor da adesdo e agregacao
plaguetaria e da proliferagdo de células do musculo liso vascular (CANNON,
1998). Sua sintese é estimulada por varios fatores, como receptores endoteliais e
pelas forcas de cisalhamento produzidas pelo fluxo sanguineo no vaso (shear
stress) (PALMER et al., 1987).

A biodisponibilidade de NO tem sido frequentemente associada a disfuncao
endotelial, inclusive em modelos experimentais de hipertensdo, diabetes e
aterosclerose (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991b). Nossos estudos mostraram
que o AL é capaz de melhorar a modulacdo do NO em resposta a fenilefrina,
sugerindo que o tratamento com AL pode aumentar a biodisponibilidade do NO.
Corroborando com os dados funcionais, os resultados obtidos através da a
producdo local de NO também se mostrou aumentada no grupo AL. Em contra
partida, a expressdo protéica da eNOS nédo foi estatisticamente diferente em
artérias mesentéricas dos grupos controle e tratado.

Estudos prévios demonstram que a exposicdo ao AL pode modificar a via
do Oxido nitrico. Ramasamy e colaboradores (1998) demonstraram, apds vinte e
quatro horas de tratamento com &cido linoléico oxidado (13-HPODE), que as
células endoteliais de aorta bovina apresentavam niveis significativamente
aumentados de RNAm da eNOS. Por outro lado, AL também tem mostrado inibir
a atividade de NOS via ativagcdo de PKC (MURAKAMI; CHAN; ROUTTENBERG,
1986) e diminuir a producdo de NO em células endoteliais de artéria bovina
(DAVDA et al., 1995). Portanto, existe alguma controvérsia em relagéo aos efeitos

modulatérios do AL nas células endoteliais.

5.3.2 Envolvimento do anion superoxido na reatividade vascular de artérias

mesentéricas de ratos hipertensos

O endotélio vascular pode ser considerado um importante 6rgao-alvo da
hipertenséo arterial (RIZZONI, D et al., 1996), sendo cada vez mais crescentes as

evidéncias de que a disfuncédo endotelial esta envolvida tanto na génese quanto
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no desenvolvimento da hipertensao arterial. Diversos autores descreveram que na
hipertensdo arterial ocorre um desequilibrio entre a produgcdo aumentada dos
fatores vasoconstritores e reducédo dos vasodilatadores produzidos pelo endotélio
(BAUTISTA, 2003; LUSCHER et al., 1988).

A hipertensdo arterial, nas artérias mesentéricas de resisténcia de ratos,
esta associada ao aumento da oxidacdo de NO pelo O,", no entanto, alterar a
producéo e liberacdo de NO (TADDEI et al., 1997b). Além disso, o aumento do
estresse oxidativo, a disfuncdo endotelial, o remodelamento vascular e a
inflamacé&o tém sido observados nessa patologia (BRIONES et al., 2011).

No presente estudo, o AL reduziu a participacdo do anion superdxido em
resposta a fenilefrina, o qual foi confirmada através da fluorescéncia de DHE.
Portanto, sugerimos uma associa¢ao direta na reducdo da oxidacao entre o NO-
0O,", com a diminuicdo da rigidez vascular e as alterac6es na deposi¢do de matriz

extracelular observadas apés o tratamento com AL.

5.3.3 Modulacao da vasomotricidade pelos prostandides derivados da via

da ciclooxigenase (COX) ap6s tratamento com &cido linoleico

O tdnus vascular é regulado, entre outros fatores, pelos prostandides
produzidos pelo endotélio (LUSCHER; NOLL, 1995). Os prostanoides s&o
formados em vasos sanguineos saudaveis predominantemente pela isoforma
constitutiva da enzima ciclooxigenase, COX-1, embora seja expressa
constitutivamente, pode ter sua expressdao aumentada por diversos fatores, a
exemplo do estresse de cisalhamento (DOROUDI et al., 2000). Entretanto, esses
mediadores também podem ser sintetizados pela isoforma induzivel, COX-2
(FELETOU; HUANG; VANHOUTTE, 2011), expressa constitutivamente em alguns
tecidos, incluindo o endotélio vascular, além de ter sua expresséo induzida em
sitios inflamatorios (CANNON, C. P.; CANNON, 2012) e em doencas inflamatorias
cronicas, como a hipertensdo (CHOU et al., 1998).

Sabe-se também que ha um sinergismo entre as vias que ligam a formacéo
de EROS e prostanoides derivados da COX-2 e que, ambos, por sua vez, podem
comprometer a funcédo endotelial em doencas como hipertensdo (BRIONES, M.;
TOUYZ, 2010b; MARTINEZ-REVELLES et al., 2013a; TADDEI et al., 1997b).
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Além do sinergismo entre EROS e COX-2, também € descrito que o aumento do
estresse oxidativo pode induzir alteracdes na liberacdo de Ca?* do reticulo
endoplasmatico, na ativacdo da COX, nos receptores TP para tromboxano e IP
para prostaciclina nas células endoteliais e masculo liso, podendo contribuir para
o aumento de reatividade vascular observado na hipertensdo (FELETOU et al.,
2010; SELLERS; STALLONE, 2008).

Os prostandides vasoconstritores produzidos pela COX-2 estao
aumentados em diferentes modelos animais de hipertensdo e sdo os principais
responsaveis pela disfuncdo endotelial e pelo aumento das respostas
vasoconstritoras observadas nessa patologia (MARTINEZ-REVELLES et al.,
2013b). No presente estudo, observou-se diminuicdo da participacdo dos
prostandides vasoconstritores da COX-2 e, também dos receptores de TXA; (TP)
e de PGE; (EP1), além da sintase de TXA,, principais mediadores pro-
inflamatérios do dano vascular.

Corroborando com este achado, a expressao da proteina COX-2 foi
diminuida nas artérias mesentéricas de ratos tratados com AL. Estudos anteriores
demonstraram que AL € metabolizado em 13-HPODE por COX-1 e COX-2, e
quando formado, o 13-HPODE pode ser um potente inibidor da formacdo de
prostaglandinas a partir de &cido araquidénico (FUJIMOTO; YONEMURA,;
SAKUMA, 2008; RINGBOM et al., 2001).

Em diferentes modelos inflamatoérios, como a hipertenséo, foi demonstrado
que o efeito anti-inflamatério dos agonistas de PPARYy est4 associado a reducéo
da expressdo de COX-2 (COLLINO et al., 2006). Um fator de transcricdo nuclear
que controla a diferenciagdo celular, o PPAR €& expresso em todos os
componentes do sistema vascular, incluindo células endoteliais, células do
musculo liso vascular e mondcitos/macréfagos.

O AL é um ligante natural de PPARY, envolvido na producdo de moléculas
sinalizadoras e anti-inflamatérias (HARRIS; SHEARER, 2014), contribuindo para a
reducdo da inflamagédo e do estresse oxidativo (HARRIS; SHEARER, 2014,
IVANOVA et al.,, 2015). Além disso, os agonistas do PPARy podem inibir a
expressao de varios componentes da NADPH oxidase, a principal fonte de O," a
nivel vascular, e consequentemente, a producdo de espécies reativas de
oxigénio, contribuindo para as acdes anti-inflamatoérias e de protecdo vascular

(HWANG et al., 2005). E importante considerar que uma diminuicdo na expressio
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de PPARs vascular poderia participar na proliferacdo exacerbada da migracéo
celular e inflamacgao observada na hipertensdo (ZHANG et al., 2010). No presente
estudo, embora a expressao da proteina PPARy ndo tenha sido alterada, ela ndo
reflete a atividade do receptor, o que pode contribuir para as propriedades

antiinflamatoérias do AL.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusao, os resultados apresentados neste estudo mostram que o
tratamento do AL induz alteragcbes estruturais e funcionais nas artérias de
resisténcia de SHR, provavelmente pela redugdo da producdo de &anion
superéxido, podendo contribuir para o aumento da biodisponibilidade do NO e
menor participacdo de prostandides vasoconstritores derivados da COX-2,
acarretando em melhora da disfuncéo endotelial apds o tratamento com AL nesse
modelo de hipertensao.

Todas essas alteracdes benéficas para as artérias de resisténcia podem
contribuir para a reducdo da rigidez vascular e melhora da pressao arterial,

atribuindo ao AL um grande potencial para o tratamento da hipertenséao.
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