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RESUMO

COSTA, Milton Vieira. Papel do antioxidante (vitamina C) na modulacdo da pressao
sanguinea em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). 2015. 71f. Tese (Doutorado em
Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A hipertensdo essencial humana, bem como a hipertensdo desenvolvida em Ratos
Espontaneamente Hipertensos (SHR), sdo caracterizadas pelo desenvolvimento de Presséo
Arterial (PA) elevada na medida em que a idade avanca, sem identificacdo da causa primaria.
Estd bem estabelecido que este modelo animal apresenta estresse oxidativo (EOX)
concomitante a hipertensdo. O mecanismo pelo qual o antioxidante reduz a pressdo nao esta
claro, por essa razdo, é necessario avaliar 0 comportamento destas enzimas envolvidas na
homeostase da PA. Ratos Wistar-Kyoto (WKY) e SHR machos receberam acido ascorbico,
200 mg / kg / dia por sonda orogastrica durante cinco semanas. A PA, a Hipertrofia
Ventricular Esquerda (HVE), o Sistema Renina-Angiotensina (SRA), o Peptideo Natriurético
Atrial (ANP) e o EOx foram comparados entre 0s grupos por pletismografia, estereologia,
microscopia confocal de varrimento a laser, microscopia eletrénica de transmissdo, western
blotting e andlise do RT-qPCR. Os SHR tratados com &cido ascorbico reduziram a PA e a
HVE. Além disso, as enzimas envolvidas na homeostase da PA, a renina e a Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA) normalizaram-se, bem como o0s Receptores tipo 1 de
Angiotensina 1l (AT1). A grande quantidade de granulos de ANP no grupo SHR foi reduzida
pelo tratamento com &cido ascorbico. O balango oxidativo foi restabelecido nos SHR tratados
com este antioxidante. O EOx nos SHR eleva os niveis de renina e de PA. Estas espécies
reativas de oxigénio podem ser envolvidas no mecanismo de sinalizagdo para aumentar a
expressdo de ANP nos midcitos atriais. Estes dados também mostram que o tratamento com o
antioxidante (vitamin C) reduz o EOx e normaliza a PA ao menos parcialmente pela reducgéo
de taxas de renina.

Palavras-chaves: Vitamina C. Estresse oxidativo. Hipertensdo essencial. Rato

espontaneamente hipertenso. Sistema renina-angiotensina.



ABSTRACT

COSTA, Milton Vieira. The role of antioxidant (vitamin C) in the modulation of the blood
pressure in spontaneously hypertensive rats (SHR). 2015. 71f. Tese (Doutorado em Biologia
Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

The essential hypertension, as well as the Spontaneously Hypertensive Rat (SHR), is
characterized by the development of high BP (BP) with advancing age, with no identified
primary cause. It is well established that this animal model presents OxS concomitant
hypertension. The mechanism, by which the antioxidant reduces the pressure, is not clear, for
this reason, it is necessary to evaluate the behavior of enzymes involved in the homeostasis of
BP. Male Wistar-Kyoto (WKY) rats and SHR received ascorbic acid, 200 mg / kg / day by
orogastric gavage with lasted five weeks. The BP, Left Ventricular Hypertrophy (LVH),
renin-angiotensin system (RAS), Atrial Natriuretic Peptide (ANP) and OxS results have been
extensively compared among groups by plethysmography, stereology, confocal laser scanning
microscopy, transmission electron microscopy, western blotting and RT-qPCR analysis. The
SHR treated with ascorbic acid reduced BP and LVH. Also, the enzymes involved in the
homeostasis of BP, renin and Angiotensin Converting Enzyme (ACE) normalized, as well as
Angiotensin Il type 1 receptor (AT1R). The large amount of ANP granules in SHR group was
reduced by treatment with ascorbic acid. Oxidative balance was reestablished in SHR treated
with this antioxidant. OxS in SHR elevates renin levels and BP. These reactive oxygen
species may be involved in the signaling mechanism for increased expression in ANP atrial
myocytes. These data also show that treatment with antioxidant (vitamin C) reduces OxS and
normalizes BP at least partly by reducing rates of renin.

Keywords: Vitamin C. Oxidative stress. Essential hypertension. Spontaneously hypertensive

rat. Renin-angiotensin system.
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INTRODUCAO

A hipertensdo é um importante fator de risco que contribui consideravelmente para
morbidade e mortalidade por acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca, doenca
coronariana e insuficiéncia renal [1]. As orientacGes nacionais e internacionais enfatizam a
importancia do tratamento efetivo da hipertensdo arterial. Além disso, a maior dificuldade no
tratamento da hipertensdo € o reconhecimento da causa primaria, ou ao menos a identificacdo
do mecanismo fisiopatoldgico presente que possa indicar um tratamento apropriado. O uso de
modelos animais tem sido particularmente importante no exame dos mecanismos que
envolvem o desenvolvimento e a manutencdo da Pressdo Arterial (PA) elevada. Os ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) sdo um modelo genético de hipertensédo que se assemelha
a hipertensdo essencial em humanos [2].

Alguns mecanismos importantes que envolvem diretamente a hipertensdo essencial
sdo mudancas no Sistema Renina-Angiotensina (SRA) [3], no Peptideo Natriurético Atrial
(ANP) [4] e no Estresse Oxidativo (EOx) [5].

No estudo do SRA, o0 aumento da expressao da enzima renina, da Enzima Conversora
de Angiotensina (ECA) e do Receptor tipo | de Angiotensina Il (AT1R) estdo em consonancia
com a elevacédo da PA, e podem indicar que o SRA induz, ao menos parcialmente, a elevagéo
da PA na cepa de ratos estudados. Alguns experimentos encontraram um aumento nos niveis
de renina no SHR, admitindo a contribuicdo do SRA para a hipertensdo e para a inducgéo da
Hipertrofia Ventricular Esquerda (HVE) em SHR [6, 7]. Outros estudos, no entanto, tém
nestes animais (SHR) um modelo de hipertensdo com niveis de renina normais ou até
diminuidos [8].

O ANP € um horménio peptidico produzido, armazenado e liberado pelas células
musculares nas camaras superiores (atrios) do coracdo (midcitos atriais) em resposta ao
estiramento atrial induzido pela hipovolemia ou aumento na PA [9], uma situacdo esperada na
hipertensdo essencial. Falta ser observado, no entanto, se a distensdo na parede atrial direita —
por si s6 — pode aumentar a secrecdo deste horménio. Uma possibilidade é a sugestdo de que
0 EOx seja um fator indutor (pelo menos parcialmente) da hipersecrecdo de ANP.

O EOx pode estar envolvido na génese da hipertensdo, desde que a causa primaria da
Hipertensdo Arterial Sistolica (HAS) seja uma disfuncdo endotelial. Conceitualmente, o EOx
é um desequilibrio entre as enzimas antioxidantes e 0s sistemas pro-oxidantes, o que

geralmente causa efeito deletério nas células, tecidos e 6rgdos em virtude do excesso das
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espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERN). A avaliacdo do EOx pode ser
feita pela expressdo de algumas enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) [10] e glutationa reductase (GR) [11].

Muitos estudos tém sugerido um possivel envolvimento do &cido ascorbico para a
regulacdo da PA, tanto em humanos [12, 13] como em SHR [14]. Portanto, é necessario
investigar 0 mecanismo preciso que regula a PA pelo &cido ascorbico. Verificar se este
antioxidante, por ser um potente regulador do perfil oxidativo, pode estar envolvido na
protecdo dos danos teciduais, modificando a expressdo de enzimas determinantes do SRA e
modulado a HAS.



19

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Hipertensao Arterial Sistdlica

A hipertensdo arterial € uma doenca cronica, altamente prevalente em humanos, de
elevado custo econémico e social, principalmente em decorréncia de suas complicacdes, e
com grande impacto na morbi-mortalidade [15]. O maior fator de risco de doencas
cardiovasculares, a HAS acomete aproximadamente 50 milhdes de individuos nos Estados
Unidos e aproximadamente um bilhdo de pessoas pelo mundo inteiro [16, 17]. A HAS é
diagnosticada em 50% dos individuos acima de 55 anos de idade nos paises industrializados
[18]. As consequéncias das HAS sdo as principais causas de morte no mundo, muito embora
sO tenha causa primaria identificavel em apenas 5% dos casos [19].

A HAS pode provocar ruptura dos vasos sanguineos cerebrais, dos vasos renais ou dos
vasos de outros 0rgaos vitais, insuficiéncia renal, perda da visdo e infarto agudo do miocardio.
Por outro lado, também pode representar sobrecarga excessiva para o coragdo, levando-o a
uma insuficiéncia cardiaca congestiva. Por essas razdes, um dos mais importantes problemas
da fisiopatologia humana é determinar as causas da HAS e seu tratamento eficaz [20].

Estudos clinicos e experimentais demonstram que a HAS provoca alteragdes adversas
na estrutura cardiaca, como dilatacdo do atrio esquerdo, hipertrofia do ventriculo esquerdo,
fibrose miocéardica e alteragdes funcionais do ventriculo esquerdo induzidas por fatores
hemodinamicos e ndo hemodinamicos [21].

Quanto a sua patogenia, a HAS é resultante principalmente da elevacao da resisténcia
periférica. Isso ocorre pela reducdo do calibre das arteriolas ou pelo aumento do volume
circulante. A reducdo do diametro arteriolar é determinado pela combinacdo, em grau variado,
de fatores funcionais e fatores estruturais. A vasoconstricdo pode ser causada pela produgéo
excessiva de fatores pressores (angiotensina, vasopressina, endotelina e sistema nervoso
simpatico etc.), ou pela deficiéncia dos fatores depressores (6xido nitrico, prostaciclina e
ANP) [22].

O componente estrutural é, geralmente, representado pela hipertrofia da camada média
que passa a ocupar parte do espaco intravascular. Importante ressaltar que os fatores que,
ativamente, contraem ou dilatam os vasos tém, também, efeitos troficos sobre a camada

muscular, estimulando ou inibindo o seu espessamento. A reducdo da luz das arteriolas pode
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resultar, igualmente, de “remodelagem”, quando ocorre reducdo tanto do didmetro interno
como externo, sem modificagbes da massa. O componente genético é responsavel pela
producdo dos complexos fatores pressores e depressores que regulam a pressao arterial (PA)
[23].

Em um estudo populacional, a PA apresenta uma distribuicdo normal, com um desvio
da curva para a direita. Existe uma forte e positiva correlacdo continua entre hipertensédo e
risco de doenca cardiovascular — DCV (acidente vascular encefalico, infarto agudo do
miocardio e doenca coronariana), doenca renal e mortalidade, mesmo em individuos
normotensos. Esta correlacdo é mais robusta com a pressdo sistélica (PS) do que com a
diastolica (PD) [24]. N&o existe nivel especifico de BP no qual as complicacGes
cardiovasculares e renais comecem a ocorrer, entdo, a definicdo de hipertenséo € arbitréria.
Mesmo assim, esta definicdo precisa existir por razdes praticas para avaliacao e tratamento de
pacientes.

O Sétimo Relatoriodo norte-americano entitulado Comité Misto Nacional de
Prevencdo, Deteccdo, Avaliacdo e Tratamento da Hipertensdo Arterial (do, inglés, JNC 7)
define e classifica hipetensdo em adultos, como mostrado na Tabela 1 [25]. O diagndstico de
hipertensdo é feito quando a média de duas ou mais mensuracGes de pressdo diastolica (PD) €
> 90 mm Hg ou quando a média de duas ou mais mensuragoes de pressao sistolica (PS) > 140
mm Hg. Hipertensdo sistolica isolada é definida como PS > 140 mm Hg e PD < 90 mm Hg.
Individuos com PA normal que tendem a manter a pressdo elevada apresentam a média da
pressdo acima da média da populacdo em geral e tém um risco maior para o desenvolvimento

de hipertensdo definitiva e demais eventos patolégicos cardiovasculares [25].



Tabela 1. Classificagéo e intervencdo na pressao arterial para adultos* [25].
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Classificacéo PAS* PSD* I\c/ilgglsftlitlzggdaeo < Terapia Imtedlcamentgsa inicial —
da PA mmHg mmHg - em completa om completa
vida indicacéo indicacéo
Normal <120 e <80 Encorajamento | Terapia -
! . Indicacédo
Pré- . medicamentosa anti- medicamentosa
hipertenso 120-139 ou 80-89 Sim ?r:gfcr;zr;swa nédo obrigatoria,***
Diuréticos tipo
tiazidicos na maioria
Estagio 1 da . dos casos. Pode Drogas de
hipertenséo 140-159 | 0u90-99 Sim considerar IECA, indicacdo
BRA, BB, BCC ou obrigatéria.***
combinacoes. Outras drogas anti-
Combinagdo de duas hipertensivas
drogas para a (diuréticos, IECA,
Estagio 2 da . maioria** (usualmente | BRA, BB, CCB)
hipertenséo 2160 2100 Sim diuréticos tipo S80 necessarios.
tiazidicos e IECA ou
BRA ou BB ou BCC).

Legenda: PSD, Pressdo Sanguinea Diastolica; PAS, Pressdo Arterial Sistolica.
Abreviacdo das drogas: IECA, Inibidor da Enzima Conversora de Angiotensina; BRA, Bloqueador do
Receptor de Angiotensina; BB, Betablogueador; BCC, Blogueador do Canal de Calcio.

* Tratamento determinado pela categoria da PA mais elevada.

** O tratamento combinado inicial devera ser aquele que represente o menor fator de risco para a
hipotensdo ortostatica.

*** Tratamento de pacientes com doenca renal cronica ou diabetes para manter a PA < 130/80 mmHg.

1.1.1 Hipertensao Essencial (HE)

A Hipertensdo Essencial (HE) ou hipertensdo priméria é a forma de hipertensdo onde
ndo hd uma causa primaria atribuivel e identificavel. Trata-se de uma doenga multifatorial
desencadeada pela associacdo de diversos fatores genéticos e ambientais [26]. Estudos
epidemioldgicos indicaram que variantes genéticas, inclusive variantes dos genes do
angiotensinogénio (ANG) [27], da renina [28], da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)
[29], do AT1 [30] e da aldosterona sintetase [31], aumentam o risco de HE. Esta continua
sendo um grande risco para as doengas cardiovasculares, apesar de importantes avan¢os no
entendimento de sua fisiopatologia e da variabilidade de estratégias de tratamento. A HE
aumenta o risco de DCV em milhdes de pessoas em todo 0 mundo e ha evidéncias de que o
problema esta piorando cada vez mais. Nas Ultimas décadas, a incidéncia de acidente vascular
encefalico (AVE) e de doencas coronarianas tem acometido pessoas cada vez mais jovens.

Também tem aumentado em pessoas de menos idade a incidéncia de doengas renais terminais
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e a prevaléncia de insuficiéncia cardiaca. O principal fator que contribui para gerar esses
problemas é o controle inadequado da PA na populacédo hipertensa. O seguimento de pesquisa
que trata das bases genéticas da hipertensdo e da interacdo gene e ambiente que pode levar a
HAS ainda esta em progresso. As informacg6es obtidas a partir do projeto genoma humano e a
partir dos estudos em curso de bases genéticas da hipertensdo, tanto nas popula¢fes humanas
como em modelos animais, podem como revolucionar o tratamento da hipertensdo através da

substituicdo da terapéutica atual por tratamentos mais especificos e adequados [32].

1.1.2 Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR)

Existe uma busca extenuante, por parte dos pesquisadores, de um modelo
experimental que possa melhor caracterizar uma patologia tdo importante para o ser humano
como a HE. Dentre os modelos genéticos de hipertensdo sdo analisados os ratos com
hipertenséo espontanea (SHR).

Desde o desenvolvimento do SHR, por Okamoto e Aoki em 1963, na Nova Zelandia
[33], esta cepa, se ndo é o modelo mais estudado na literatura pertinente, certamente esta entre
0s mais estudados. A sua importéncia tem sido creditada a similaridade da sua fisiopatogenia
com a hipertensdo essencial (priméaria) do homem. Trippodo e Frohlich [34], ao afirmarem
que o SHR é um excelente modelo da HE no homem, o fazem com as seguintes ressalvas: 1)
reconhecimento da improbabilidade de que ambas as formas de hipertensdo espontanea (rato e
homem) sejam expressoes idénticas de uma doenca hipertensiva determinada geneticamente;
2) ambas tém origem poligénica e sdo influenciadas por fatores ambientais; 3) sendo o
controle cardiocirculatério multifatorial, certos mecanismos pressores ndo se expressam,
necessariamente, em ambas as situacbes. Os SHRs comegcam a desenvolver hipertenséo
arterial com 5 semanas de vida, ja apresentando um nivel de pressdo considerado como
hipertensdo espontanea entre a 7 e a 15 semanas, atingindo um platé entorno da 20? semana,
ndo havendo influéncia sexual nesse desenvolvimento. Entretanto, fatores ambientais, tais
como ingestdo exagerada de sodio, estresse, alteracbes sociais e alteracbes do ciclo
claro/escuro, afetam o desenvolvimento da hipertensdo. A hipertensdo do SHR adulto esta
associada a um aumento da resisténcia periférica total e um débito cardiaco normal ou
diminuido [35].
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Com o desenvolvimento da hipertensdo arterial, 0 SHR desenvolve uma progressiva
hipertrofia cardiaca [36]. O débito cardiaco permanece em niveis normais com o progresso da
hipertenséo, até que nos estagios finais a funcéo cardiaca comeca a ser comprometida, quando
entdo, o débito cardiaco comeca a reduzir em funcdo de uma insuficiéncia cardiaca congestiva
[37]. Com relacdo a frequéncia cardiaca, esta se encontra mais elevada que nos ratos Wistar
Kyoto (WKY) j& na 32 semana de vida e se correlaciona, positivamente, com os niveis de
pressdo atingidos até a 6% semana de vida [38]. A taquicardia é considerada como resultado de
um aumento na frequéncia intrinseca do marcapasso cardiaco. E interessante que as elevacoes
precoces da frequéncia cardiaca nos SHR se constituem num indice altamente preditivo da
ocorréncia de hipertensdo na populacdo estudada [38]. Um achado consistente nos SHRs € o
aumento da resisténcia periférica total [39, 40]. Parece que as pequenas artérias, arteriolas e,
possivelmente, os esfincteres pré-capilares sejam o0s principais responsaveis pelo aumento da
resisténcia vascular periférica. Acredita-se que tanto processos ativos quanto estruturais sejam
responsaveis pelo aumento da resisténcia periférica. Por exemplo, alteracdo da geometria
vascular [41], alteracdes da membrana celular da musculatura lisa vascular [42] ou entéo
diminuicdo da densidade arteriolar da musculatura esquelética [43].

Outros estudos [44] ainda mostraram que nos SHRs as alteracfes das propriedades
funcionais precedem o desenvolvimento da hipertensdo arterial e que a reducdo da
distensibilidade e da complacéncia vascular nos animais jovens resulta de uma hipertrofia da
camada média, em vez de alteracOes intrinsecas das propriedades elasticas dos vasos. A
importancia dos fatores neurais no desenvolvimento do SHR foi demonstrada por meio da
reducdo da pressdo arterial, em resposta a ablacdo cirdrgica ou farmacoldgica do sistema
nervoso autbnomo simpético, da prevencdo do desenvolvimento da hipertensdo por
imunossimpatectomia, da simpatectomia quimica e outros métodos [34]. Existe, portanto,
uma ampla documentacdo de uma hiperatividade simpética no modelo SHR [45]. Entretanto,
a similaridade das respostas pressoricas e de resisténcia periférica ao hexametonio entre 0s
SHR e os normotensos WKY, sugere algum outro mecanismo, além do simpaético,

participando na manutencao da hipertenséo arterial de SHR jovens e velhos [46].
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1.1.3 Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

Em 1898, Tiegerstedt e Bergman iniciaram as descobertas do SRA, e, trabalhos
posteriores, mais precisamente em 1940 e 1950, reconheceram e demonstraram a sua agédo. O
SRA foi pensado como um sistema enddcrino pelo qual o rim influencia a regulacéo
cardiovascular sistémica e o balanco hidroeletrolitico [47]. No inicio da década de 1970 foram
descobertos peptideos que inibem a formacéo de angiotensina Il (ANG II), assim revelando
importantes fungdes fisioldgicas e fisiopatoldgicas desempenhadas pelo SRA, 0 que permitiu
se estender muito além do conceito inicial.

O conceito atual é que o SRA desempenha um importante papel na regulacdo da
pressdo arterial (PA), equilibrio hidroeletrolitico, estruturacdo e funcéo cardiovascular [48]. A
maior parte de suas a¢es fisioldgicas € exercida pela ANG Il, um potente peptideo bioldgico,
que esta relacionado com a etiologia da hipertensdo arterial e outras formas de doencas
cardiovasculares e renais [49]. Varias consequéncias hemodindmicas e humorais tém sido
relacionadas a ativacdo do SRA, como isquemia miocardica, hipertrofia ventricular esquerda,
arritmias, aumento do estresse oxidativo, insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertrofia
vascular, além, é claro, das alteragdes renais [50].

Esse sistema corresponde a um mecanismo complexo hormonal e paracrino cujo
principal componente, a Ang I, é potente vasoconstrictor que desempenha papel importante
na manutencdo da homeostasia hidroeletrolitica do organismo e no controle da pressao
arterial. O SRA ¢ considerado sistema enddcrino cuja substancia ativa, o Ang 1l, é produzida
por clivagem sequencial enzimatica dupla a partir do substrato angiotensinogénio (AGT) de
origem hepatica. A producdo de renina, uma protease altamente especifica, se da no aparelho
justaglomerular renal e sua liberacdo se faz principalmente em resposta a reducfes de pressao
arterial na circulagéo renal, alteracfes de sal na dieta (queda da concentracdo de NaCl nas
células da mécula densa) e variacOes da intensidade da estimulagdo simpatica no rim. Na
circulacdo sanguinea a renina converte o Angiotensinogénio (AGT) circulante no
decapeptideo Angiotensina | (ANG I). A conversdo de Ang | em Ang Il (octapeptideo) ocorre
pela acdo da ECA presente, principalmente, nas membranas das células endoteliais da
circulacdo pulmonar [51, 52].

Estdo identificados no corpo humano dois diferentes tipos de sistemas renina-

angiotensina: o circulante, descrito ha ja bastante tempo (a partir de Tiegerstedt e Bergman,
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no final do séc. XIX) e o local, descrito mais recentemente, que parece desempenhar papel
crucial na manutengdo da homeostase circulatdria [53-55].

No SRA circulante, o AGT é produzido pelo figado, que requer glicocorticdides do
cortex adrenal e estrégeno das génadas; a renina € liberada pelos rins, enquanto que a ECA ¢
encontrada no endotélio vascular de varios 6rgdos. Uma vez ativada a cascata, surgem a ANG
I e a ANG II, que circulam pelo sangue ativando suas estruturas-alvo: vasos sanguineos
(sobretudo arteriolas e veias sistémicas), rins, coracdo, adrenais e 0 Ssistema nervoso
simpatico. A logica fundamental que preside o funcionamento do sistema € responder a uma
instabilidade hemodinamica e evitar reducéo na perfusdo tecidual sistémica. Atua de modo a
reverter a tendéncia a hipotensdo arterial através inducdo de vasoconstriccdo arteriolar
periférica e aumento na volemia por meio de retencéo renal de sodio (através da aldosterona)
e agua — através da liberacdo de vasopressina (ADH). Portanto, o sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) se soma ao sistema simpético e ao ADH, compondo o trio de sistemas
neuro-hormonais de compensacéo cardiovascular [56, 57].

1.1.3.1 Renina

A Renina merece uma atencdo especial por ser responsavel pela etapa limitante da
sintese de angiotensinas. E a enzima proteolitica que converte AGT em ANG |
(transformando uma substancia de 411 aminoacidos em outra de 10 aminoéacidos) [58]. A pro-
renina € o precursor inativo da renina, que usualmente é encontrado em baixas concentragdes
plasmaticas mas, em diabéticos (tipo I e Il) tém sido encontrados niveis elevados a ponto de
ter sido proposto como marcador de nefropatia diabética [59-61].

A quantidade de renina liberada pelos rins é o principal determinante da taxa de
producdo de ANG II. A renina é sintetizada, armazenada e secretada na circulacéo arterial
renal pelas células justaglomerulares situadas nas paredes das arteriolas aferentes. Vale
salientar que outros 6rgdos como cérebro, coracdo e utero podem produzir renina. A forma
ativa da renina é uma glicoproteina que contém 340 aminodacidos [62].

A secrecdo de renina pelas celulas justaglomerulares € controlada por trés
mecanismos, dois que agem predominantemente no rim, e o terceiro, que age através do SNC

e € mediado pela liberacdo de noradrenalina pelos nervos noradrenérgicos renais.
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O primeiro mecanismo intra-renal que controla a liberacdo de renina ¢ denominado
mecanismo da mécula densa. Aumentos do fluxo de NaCl através da mécula densa inibem a
liberacdo de renina, e reducdes do fluxo de NaCl estimulam a liberacdo de renina [63].

O segundo mecanismo intra-renal que controla a liberacdo de renina é denominado
mecanismo barorreceptor intra-renal. Aumentos e redugdes da pressao sanguinea nos vasos
pré-ganglionares inibem e estimulam a liberacéo de renina, respectivamente. Acredita-se que
0 estimulo imediato para a secrecdo seja uma reducdo da tensdo da parede da arteriola
aferente o que, talvez, controle, em parte, 0 mecanismo barorreceptor intra-renal [64].

O terceiro mecanismo, denominado mecanismo do receptor B-adrenérgico, € mediado
pela liberagdo de noradrenalina das terminagdes dos nervos simpaticos pos-ganglionares.
Ativacdo dos receptores B1 adrenérgicos por esta catecolamina, nas células justaglomerulares,
aumenta a secrecdo de renina. Vale a pena salientar que receptores B-adrenérgicos renais
também podem mediar a secrecao de renina [65].

Os trés mecanismos que regulam a secrecdo de renina estéo interligados constituindo
rede fisioldgica. ElevacOes na secrecdo de renina aumentam a formacdo de ANG Il que,
interagindo com seus receptores renais, inibe nas celulas justaglomerulares a liberacdo de
renina. Este sistema foi denominado mecanismo de feedback negativo de alca curta. Além
disso, aumentos da pressdo sanguinea inibem a liberacdo de renina: (1) ativando o0s
barorreceptores carotideos e aorticos, portanto reduzindo o ténus simpatico renal; (2)
aumentando a pressdo nos vasos pré-ganglionares; e (3) reduzindo a absor¢do de NaCl no
tubulo proximal (natriurese pressorica), o que aumenta a liberagdo tubular de NaCl pela
mécula densa. A inibicdo da liberacdo de renina devida a aumentos da pressdo sanguinea
induzidos pela Ang Il foi denominada de mecanismo de feedback negativo de alca longa [66].

1.1.4 Peptideo Natriurético Atrial

O peptideo natriuretico atrial (ANP), fator natriurético atrial, horménio natriurético
atrial ou peptideo atrial € um hormdnio protéico (polipeptideo) secretado pelas células
musculares atriais. Estad envolvido no controle homeostatico de sdédio, potassio e agua
corporal [67]. O ANP ¢ liberado pelas células musculares da cdmara superior direita (atrio

direito) do coracdo (midcitos atriais) em resposta a elevacdo da pressdo sanguinea ou
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hipervolemia [68]. A principal funcdo do ANP é reduzir sodio e 4gua do organismo, e como

consequéncia diminuir a presséo arterial sanguinea [69].

1.1.4.1 Descoberta

Em 1964, Jamieson e Palade [70] publicaram seus estudos de caracterizacdo
morfoldgica de granulos atrais especificos, concluindo que fibras musculares atriais “formam
e armazenam uma populacdo de granulos”. Mais adiante foi postulado que o &trio estd
envolvido na regulacdo de volume extracelular [71]. A partir de entdo, trabalhando em
diferentes linhas de evidéncia, varios pesquisadores foram procurando por um hormdénio
natriurético [72]. Mais de 15 anos se passaram até que De Bold et al [67] relataram o
experimento decisivo mostrando que o atrio de mamiferos realmente continham um fator
natriurético. Neste experimento foi verificado que a administracdo intravenosa em bolus de
extrato atrial leva a uma brusca natriurese, caliurese e diurese de inicio muito rapido (1 a 2
min) e de duracdo relativamente curta (10 a 20 min). O pico da excre¢do de sodio alcangado
foi de 30 a 40 vezes o nivel basal, uma magnitude de acdo que imediatamente situou o
peptideo natriurético atrial como a mais poderosa substancia natriurética endogena descrita
até a data. Alem disso, um outro estudo [73] verificou que a administracdo de extrato atrial
diminui a pressdo sanguinea logo apds ao efeito natriurético. Subsequentemente, o0 ANP foi
identificado no coracdo de diversos mamiferos, incluindo o homem. A descoberta de granulos
em células musculares cardiacas atriais que continham o peptideo natriurético atrial deu ao
coracdo a importancia endécrina, além daquela de simples bomba propulsora de sangue [74].

Nos anos seguintes a descoberta, os estudos se concentraram principalmente em
identificacdo, funcédo e propriedades do ANP. Num curto periodo de tempo de 3 anos, 0 ANP
foi identificado como um peptideo ou um grupo de peptideos com acbes vasculares diretas,
bem como efeitos natriuréticos. Esse peptideos foram purificados, sequenciados e sintetizados
e a sequéncia inteira do precursor do ANP foi estabelecida [75]. Seguiram-se entdo pesquisas
buscando identificar os efeitos do ANP no rim [76, 77], musculatura lisa [78, 79] e até no
tecido adiposo [80]. Os ultimos estudos tém avaliado a acdo molecular dos receptores do ANP
[81, 82], com uma busca incessante da produ¢do de um farmaco que aumentem os niveis de
ANP plasmatico [83, 84].
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1.1.4.2 Estrutura

Depois que foi estabelecida a natureza peptidica do ANP, diversos laboratérios
trabalharam independentemente para obter preparagdes altamente purificadas de peptideos
atriais com propriedades natriuréticas e vasoativas similares aquelas do extrato atrial.
Diversos grupos purificaram peptideos de humanos e ratos para obter um homogenado e
determinar sua sequéncia de aminoacidos. Baseado na sequéncia de aminoacidos, peptideos
sintéticos foram obtidos, um desenvolvimento que teve um impacto consideravel nos estudos
da natureza quimica e funcional do ANP. O gene codificador do ANP est4 localizado no
cromossomo 1 em humanos. O hormdnio possui originalmente 151 aminoacidos, sendo
chamado de pre-pro-ANP. Apos a retirada de 25 aminoacidos de sua sequéncia sinal, a cadeia
passa a se chamar pr6-ANP, que sera levada ao complexo de Golgi. Antes de ser exocitada, 0
ANP ¢é novamente clivado por proteinas de membrana, em uma cadeia funcional de ANP,
com 28 aminoacidos e um fragmento aminoterminal de 58 aminoacidos, o NT-pro-ANP.
Apenas 0 ANP na sua forma ativa, com 28 aminoacidos, é exocitado para a circulagdo. Esse
horménio, em fetos e neonatais, é produzido em grande parte pelos ventriculos, sendo essa
atividade diminuida gradativamente apds o nascimento, e 0s atrios assumindo esse papel [75].
A Figura 1 mostra a sequéncia de diversos peptideos atriais, varios nomes foram sugeridos
para estes peptideos, incluindo cardionitrina 1 [85], auriculina [86] ou atriopentina [87]. Os
estudos tem entdo avancado a fim de mapear a estrutura do ANP em diversas espécies animais

[88-90] ou na busca de estruturas similares [91].
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Figura 1 - Sequéncias de aminoacidos (ANP)

Met Gly Ser Phe Ser lle Thr Lys Gly Phe Phe Leu Phe Leu Ala Phe Trp Leu Pro Gly His lle Gly Ala
20
AsnPro Val Tyr Ser Ala Val Ser AsnThr Asp Leu Met Asp Phe Lys Asn Leu Leu AspHis Leu Glu Glu

40
Lys MetPro Val Glu Asp Glu Val MetPro Pro GIn Ala Leu Ser Glu Gln Thr AspGlu Ala Gly Ala Ala
60

Leu Ser Ser Leu Ser Glu Val Pro Pro Trp Thr Gly Glu Val AsnPro Ser GIn Arg Asp Gly Gly Ala Leu
80

Gly Arg Gly Pro Trp AspPro Ser Asp Arg Ser Ala Leu Leu Lys Ser Lys Leu Arg Ala Leu Leu Ala Gly
120

100
Pro Arg Ser LeufArg Arg|Ser Ser Cys Phe Gly Gly Arglle AspArglle Gly Ala GIn Ser Gly Leu Gly

140
Cys Asn Ser Phe Arg Tyr|Arg Arg

152
Atrial Peptides

122 130 * 140 150 152
ArgSerLeuArgArgSerSerCysPheGlyGlyArglieAspArglleGlyAlaGInSerGlyLeuGlyCysAsnSerPheArgTyrArgArgoy

| CARDIONATRIN | |

*HUMAN ANP |

—

AURICULIN A |

AURICULIN B i

L ATRIOPEPTIN | i

ATRIOPEPTIN || ]
ATRIOPEPTIN NI

Legenda: Precursor do peptideo natriurético atrial (acima) e o peptideo natriurético atrial isolado
por diversos laboratorios (abaixo). Os retangulos indicam a segmentagéo que isola 0 ANP
ativo e o asterisco mostra a possivel substituicdo do aminoacido metionina pelo isoleucina
no ANP humano [75]. A porcdo superior da figura mostra a sequéncia inteira do precursor
de ANP em ratos, enquanto que na parte inferior nota-se algumas sequéncias do peptideo
ativo.

1.1.4.3 Sintese

Esse horménio peptidico é produzido principalmente pelos atrios e auriculas do

coracdo de uma variedade de espécies animais, incluindo homens, e € armazenado na forma

de granulos secretores. Os cardiomidcitos produtores sdo dotados de propriedades enddcrinas

e contrateis, sendo por isso caracterizadas como células mioenddcrinas [92]. Estd bem

estabelecido que muitos horménios protéicos e peptidicos sdo convertidos em suas formas

maduras durante seu transporte intracelular, do sitio de sintese via complexo de Golgi para 0s

granulos secretores ou vesiculas. Foi verificado que o tecido atrial de ratos possui

principalmente o pré-pr6-ANP, enquanto que o ANP propriamente é encontrado em menor

guantidade neste tecido. Estudou-se a enzima que converte a pré-forma do ANP em sua
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molécula ativa, bem como o local preciso onde esse fendmeno ocorre. E sugerido que uma
enzima lisossomal denominada de catepsina B seja a responsavel pela clivagem da pro-forma
de ANP, originando o ANP na sua forma ativa [93]. A catepsina B € uma protease cisteina
densamente localizada nas células mioenddcrinas atriais. A evidéncia da participacdo dessa
enzima protease na clivagem do ANP foi bem caracterizada através de dupla marcacdo
imunocitoquimica onde as particulas de ouro indicaram coexisténcia de ANP e catepsina-P
nas celulas mioenddcrinas atriais.

Além de produzido, o ANP também é armazenado e liberado pelos midcitos dos
atrios cardiacos. E liberado em resposta ao estiramento atrial [94], & hipertensio [95] e a uma
variedade de outros sinais que induzem hipervolemia, como exercicios [96] ou restricdo
caldrica.

Podemos dizer que o ANP é produzido principalmente em resposta a:

Distensé&o atrial [94];

Hipdxia [97];

Aumento da concentracao de sodio (hipernatremia) [98];

Elevacéo dos niveis de Angiotensina 11 [99];

Endotelina, um importante vasoconstrictor [100].

1.1.4.4 Receptores

Trés receptores de superficie de membrana foram relacionados com os peptideos
natriuréticos (ANP, BNP e CNP). Estes receptores sdo: NPR-A, NPR-B e NPR-C. Tratando-
se do ANP em especifico, os dois receptores que atuam neste peptideo sdo o NPR-A e o NPR-
C [101].

A acdo fisiologica do ANP é exercida por acdo do receptor NPR-A. Este foi localizado
principalmente na vasculatura de coracdo, rins, glandulas adrenais e pulmdes [102]. Como
outros peptideos, 0 ANP liga-se a sitios estereoespecificos da superficie celular para evocar
respostas fisiologicas nas células alvo. Essa interagdo hormdénio-receptor, por sua vez, ativa a
guanilato ciclase associada & membrana celular, convertendo o monofosfato de guanosina
(GMP) em monofosfato de guanosina ciclico (cGMP). O cGMP por sua vez, estimula
“proteinas kinases” dependentes de cGMP, que sdo as responsaveis pela fosforilacdo de um

grande numero de proteinas intracelulares, evento bioquimico que é essencial para a
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expressdo das acdes fisiologicas do ANP. Além disso, o0 ANP também inibe a atividade da
adenilatociclase em alguns tecidos, o que indica a possibilidade que alguns efeitos fisioldgicos
do ANP sejam devidos a interacdo com agonistas estimuladores de AMP ciclico (CAMP)
[103].

A degradacdo do ANP se d& por intermédio do NPR-C. Este tem a funcdo de
sequestrar o peptideo da circulagdo, reduzindo sua taxa séria. O NPR-C é uma enzima de
superficie de membrana que internaliza o ANP e depois o degrada [82]. A endopeptidase
neutra também faz parte da inativacdo dos peptideos natriuréticos. O conhecimento do
mecanismo de acdo desse receptor ainda é limitado e uma enorme atencdo tem sido dada a
este tema, visto que um grande investimento vem sendo feito na industria farmacéutica na

tentativa de inibir a agdo desse receptor [83].

1.1.4.5 Efeitos Fisiolégicos

O ANP liga-se aos seus receptores e causa reduc¢do do volume sanguineo, reducdo do
débito cardiaco e, portanto, da pressdo arterial sanguinea. A lipdlise ¢ aumentada e a
reabsorcdo renal de sédio é diminuida. Os efeitos gerais do ANP sobre o corpo tendem a
conter o aumento do volume e da pressdo sanguinea causados pelo SRA.

Montamos um esquema para ilustrar as acdes fisioldgicas do ANP (Figura 2). Tal
esquema pode ser comparado com o texto que segue, além dos conhecimentos abordados até

entdo.



32

Figura 2: Esquema com acdes fisioldgicas do ANP.
Distensao das fibras
cardiacas atriais por

hipervolemia

{ANP  —————p |Renina =——p 1TFG
Vasodilatagdo } Angio Il lAldo
| \\A
| Pressio | Volume Natriurese e
Arterial ‘ Sanguineo ¢ Diurese

Legenda: O ANP pode tem sua producdo estimulada por mecanismos que distendem
suas fibras produtoras. A elevacdo sérica atua de diversos modos, na maioria
deles aumentando a natriurese e a diurese. Todos os sentidos apresentam um
fim comum, a diminuigdo da Pressdo Arterial.

A partir da figura, podemos entender varias a¢cdes do ANP:

Aumento da taxa de filtragcdo glomerular (TFG) — através da dilatacdo da arteriola
glomerular aferente, constricdo da arteriola glomerular eferente e relaxamento das células
mesangiais. Isto aumenta a pressdo dos capilares glomerulares e a TFG, resultando em grande
excrecdo de sédio e agua;

Diminuicdo da reabsorcdo de sodio — diminuicdo da reabsorcédo de sodio pelo tubulo
contorcido distal e ducto coletor do néfron via cGMP. Verifica-se uma elevagdo na excregédo
renal de Na* e &gua, através da inibicdo da bomba de Na-"-K™-ATPase e dos canais de sédio
epteliais;

Inibicdo da secrecdo de renina — 0 que inibe 0 SRA,;

Reducéo da secrecdo de aldosterona — inibicao diretamente no cortex da adrenal [104].

Assim, diversos 6rgdos sofrem a acao direta do ANP:

Vasos - relaxamento da musculatura lisa vascular das arteriolas e vénulas por elevagdo
do cGMP da musculatura lisa vascular mediado pelo receptor de membrana e por inibigédo do

efeito das catecolaminas [102].

Coracdo: ha inibicdo da hipertrofia adaptativa — animais destituidos de receptores para
ANP (NPR-A) apresentaram aumento da massa cardiaca, fibrose severa e morte stbita. A

reexpressao deste do gene que viabiliza NPR-A reduziu esse fendtipo [105].
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Tecido adiposo: aumento da liberacdo de &cidos graxos livres do tecido adiposo — a
concentracdo de glicerol e &cidos graxos sdo aumentados por infusdo endovenosa de ANP em
humanos. Além disso, 0 aumento dos niveis de cGMP intracelular no tecido adiposo induz a

fosforilacéo da lipase sensivel ao hormonio [106].

1.1.4.6 Manipulacdo Farmacologica

A endopeptidase neutra é uma enzima que metabolisa os peptideos natriuréricos[107].
A associacdo de uma droga capaz de inibir simultaneamente ECA e NEP parece ser uma
alternativa em curto prazo, visto que os experimentos com modelos animais ja estdo bem
avancados, sendo indicados para tratar uma série de manifestacdes clinicas, desde hipertensdo
[108-110], insuficiéncia cardiaca [111, 112], a obesidade e neuropatia diabética [84, 113].

Mais estudos sdo necessarios para 0 emprego seguro em humanos.

1.2 Estresse Oxidativo (EOXx)

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. A geracdo de radicais livres e
espécies reativas ndo radicais é resultante do metabolismo de oxigénio. O sistema de defesa
antioxidante tem a funcéo de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos
radicais livres e espécies reativas ndo radicais. Esse sistema usualmente € dividido em
enzimatico (SOD, CAT e GPx e GR) e ndo-enzimatico (substancias antioxidantes, que podem
ter origem enddgena ou dietética) [114].

A geracdo de radicais livres constitui, por exceléncia, um processo continuo e
fisiolégico, cumprindo funcdes bioldgicas relevantes. Durante 0s processos metabdlicos, esses
radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas vérias reacdes
bioguimicas. Sua produgdo, em proporcdes adequadas, possibilita a geragdo de ATP (energia),
por meio da cadeia transportadora de elétrons; fertilizacdo do Ovulo; ativacdo de genes; e
participacdo de mecanismos de defesa durante o processo de infeccdo. Porém, a producao

excessiva pode conduzir a danos oxidativos [115]. A producdo continua de radicais livres
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durante os processos metabdlicos culminou no desenvolvimento de mecanismos de defesa
antioxidante. Estes tém o objetivo de limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e
controlar a ocorréncia de danos decorrentes [116, 117].

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de
radicais livres ou em detrimento da velocidade de remogdo desses. Tal processo conduz a
oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcdes bioldgicas e/ou
desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células e
tecidos. A cronicidade do processo em questdo tem relevantes implicaces sobre o0 processo
etiologico de numerosas enfermidades crénicas ndo transmissiveis, entre elas a aterosclerose,
diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer [118]. Ferrari [119], em estudo
de revisdo, ratifica que a geracdo de radicais livres desencadeia eventos patoldgicos que, por
sua vez, estdo envolvidos nos processos cardiovasculares, carcinogénicos e
neurodegenerativos.

Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas mitocondrias,
membranas celulares e no citoplasma. Tais mecanismos podem, especialmente, ser
favorecidos pelos ions ferro e cobre [120]. A mitocdndria, por meio da cadeia transportadora
de elétrons, é a principal fonte geradora de radicais livres [118].

Em condices fisiologicas, os organismos aerobicos metabolizam 85% a 90% do
oxigénio (O2) consumido na mitocondria, por meio da cadeia transportadora de elétrons. Os
restantes 10% a 15% sdo utilizados por diversas enzimas oxidases e oxigenases e ainda por
reacOes quimicas de oxidagdo direta. Na mitocondria, o O2 sofre reducdo tetravalente, com
aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de &gua. A enzima catalisadora dessa
reacdo € a citocromo oxidase. Na parte terminal da cadeia transportadora de elétrons, a
referida enzima oxida quatro moléculas de citocromo ¢ removendo um elétron de cada uma
delas. Esses elétrons sdo adicionados ao O. para formar dgua. A acéo da citocromo oxidase
controla a geracdo de radicais livres, impedindo sua geragdo excessiva na mitocondria. No
entanto, cerca de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocondrias sdo desviados para
outra via metabdlica, e reduzidos de forma univalente, dando origem aos radicais livres [121].

A exposicao do organismo aos radicais livres, provenientes de diversas fontes, levou o
organismo a desenvolver uma série de mecanismos de defesa para eliminar estes radicais
livres [122]. Estas defesas foram a resposta da evolucdo a inevitabilidade da existéncia de

radicais de oxigénio em condicOes de vida aerdbia. Estas defesas podem ser enzimaticas ou
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ndo enzimaticas. As defesas antioxidantes enzimaticas sdo em grande nimero e encontram-se
espalhadas por todo o organismo, tanto no meio intracelular como no meio extracelular.

Estas defesas enzimaticas (SOD, CAT e GPx e GR) podem atuar diretamente contra as
ERO e ERN ou, ainda, reparar os danos causados ao organismo por essas espécies. Um
exemplo é a catalase (CAT) que converte o perdxido de hidrogénio (H202) em agua (H20) e
O>. Outras séo capazes de eliminar a molécula ou a unidade dessa que se encontra danificada,
como por exemplo as enzimas responsaveis pela excisao das bases nitrogenadas danificadas e
substituicdo por outras intactas [123]. S&o conhecidos trés sistemas enzimaticos antioxidantes:
0 primeiro é composto por dois tipos de enzimas SOD, que catalisam a destrui¢do do radical
anion superoxido (O27) convertendo-o em Oz e H20.. A decomposi¢cdo do Oz  ocorre
naturalmente porém, por ser uma reacao de segunda ordem, necessita que ocorra colisao entre
duas moléculas de O, de forma que ha necessidade de maior concentracdo do Oz. A presenca
da enzima SOD favorece essa dismutacdo tornando a reagéo de primeira ordem, eliminando a
necessidade da colisdo entre as moléculas. A acdo desta enzima permite a eliminagdo do O,
mesmo em baixas concentracdes. Existem duas formas de SOD no organismo, a primeira
contém Cu?* e Zn** como centros redox e ocorre no citosol, sendo que sua atividade no é
afetada pelo estresse oxidativo. A segunda contém Mn?* como centro redox, ocorre na
mitocondria e sua atividade aumenta com o estresse oxidativo [123]. O segundo sistema de
prevencdo é muito mais simples, sendo formado pela enzima catalase que atua na dismutacéo
do H202 em O2 e H20. O terceiro sistema € composto pela glutationa, em conjunto com duas
enzimas GPx e GR. Esse sistema também catalisaa dismutacdo do H.O2 em O e H20, sendo
que a glutationa opera em ciclos entre sua forma oxidada e sua forma reduzida.

Dentre os antioxidantes bioldgicos de baixo peso molecular, podem ser destacados 0s
carotenoides, a bilirrubina, a ubiquinona e o acido Urico. Porém, as mais importantes
macromoléculas no combate ao estresse oxidativo sdo os tocoferdis e o &cido ascorbico
(vitamina C) [123].
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1.3 Vitamina C

A vitamina C ou, simplesmente, acido ascorbico (AA) é uma vitamina hidrossoltvel e
termolabil. Os seres humanos e outros primatas sdo 0s Unicos mamiferos incapazes de
sintetizar o0 AA. Neles, a deficiéncia, geneticamente determinada, da gulonolactona oxidase
impede a sintese do acido L-ascorbico a partir da glicose [124]. A dose recomendada para
manutencdo de nivel de saturacdo da vitamina C no organismo € de cerca de 100mg por dia.
Em situacOes diversas, tais como infeccgOes, gravidez e amamentacdo, e em tabagistas, doses
ainda mais elevadas sdo necessarias [125].A vitamina C encontra-se na natureza sob duas
formas: reduzida ou oxidada (acido deidroascorbico); ambas sdo igualmente ativas, porém a
forma oxidada esta muito menos difundida nas substancias naturais. A transformacdo do AA
em 4&cido deidroascorbico ocorre normalmente no interior do organismo e é reversivel,
permitindo que uma de suas substancias possa sempre ser transformada na outra. Essa
capacidade de transformacao funciona como um sistema oxidorredutor capaz de transportar
hidrogénio nos processos de respiracdo, no nivel celular. O acido ascorbico participa dos
processos celulares de oxirreducdo, como também ¢é importante na biossintese das
catecolaminas. Previne o escorbuto, é importante na defesa do organismo contra infeccfes e
fundamental na integridade das paredes dos vasos sangiiineos. E essencial para a formagéo
das fibras colagenas existentes em praticamente todos os tecidos do corpo humano [126].

Tem-se concordado que o &cido ascorbico desempenha fungbes em muitas reacdes e
processos celulares e ainda estd envolvido em muitas etapas bioquimicas [127]. Esta vitamina
€ necessaria também no metabolismo de varios outros aminoacidos, além de ser um co-fator
muito importante nas reacfes de hidroxilacdo, onde o cobre e o ferro devem permanecer
reduzidos. A presenca da vitamina C aumenta a absor¢do do ferro ndo-heme mesmo na
presenca de fatores inibidores (fitatos, polifendis, fosfatos, carbonatos e taninos) nas
refeicOes. A deficiéncia de vitamina C exerce a¢do sobre a mobilizacdo das reservas de ferro
do bago, mas ndo sobre suas reservas hepaticas. A suplementacdo de vitamina C acelera a
mobilizacdo do ferro. As propriedades dessa vitamina sdo importantes na prevencao da
anemia. No 0ss0 nota-se que, na auséncia desta vitamina, a por¢do organica da matriz éssea
ou ostedide ndo é produzida ou quando produzida é escassa e imperfeita, e embora continue a
haver deposic¢éo calcica, as alteracdes do ostedide impedem o processo de ossificacdo normal
[128].
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A vitamina C é essencial para seres humanos, age como antioxidante, elimina radicais
livres e nutre as células, protegendo-as de danos causados pelos oxidantes. Tem sido
igualmente sugerido na literatura que as vitaminas antioxidantes em geral tém um importante
papel na prevencdo da hipertensdo, ja que niveis séricos de vitamina C mostram-se
significativamente associados a menores niveis de pressdo arterial [13, 129]. Resta-nos
entender os mecanismos pelos quais a vitamina C consegue influenciar a homeostasia da
pressdo arterial, podendo em algumas condicdes evitar uma elevagcdo ou até reduzi-la aos

niveis normais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Entender os mecanismos pelos quais a vitamina C consegue influenciar a homeostasia
da pressdo arterial, analisando se ha correlagdo do uso deste antioxidante com o sistema
renina angiotensina e com o peptideo natriurético atrial, em ratos espontaneamente

hipertensos.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar o comportamento do ANP e dos componentes do SRA no modelo SHR
através de técnicas de biologia molecular (Western blot e RT-PCR) estabelecendo as
possiveis alteracdes no SRA e no ANP ap06s o tratamento com vitamina C;

e Avaliar a PAS e a HVE no modelo SHR antes e depois do tratamento com vitamina C;

e Visualizar as possiveis alteracdes de elementos do SRA e do ANP por técnicas
imunohistoquimicas e visualizagdo de microscopia confocal com varrimento a laser;

e Quantificar as enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx e GR) — através de biologia
molecular (Western blot e RT-PCR) — para conhecer o perfil oxidativo dos animais
hipertensos ou n&o, tratados e néo tratados com vitamina C)

e Mapear alteracGes (ultra)estruturais no miocardio de SHR e a possivel reversao apos

tratamento com antioxidante vitamina C.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e Tratamento

Foram utilizados ratos machos Wistar-Kyoto (WKY) e Ratos Espontaneamente
Hipertensos (SHR) com trés meses de idade. Os animais foram divididos em quatro grupos,
com 10 animais cada: grupos sem tratamento (WKY e SHR), que receberam placebo e grupos
SHR e WKY tratados, que receberam Vitamina C (Acido Ascérbico, 200 mg/kg Sigma-
Aldrich Chemical) por sonda orogastrica. Os animais foram mantidos em uma instalacdo com
temperatura e umidade controladas, sendo expostos a um ciclo 12h claro/escuro. Os animais
receberam agua e racdo padrdo (Nuvilab, Parand, Brasil) ad libitum. As investigacGes estdo de
acordo com o “Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio” publicado pelo US
National Institute of Health (NHI Publication No. 85-23, revised 1996) e foi aprovado pelo

comité local (NUmero de Protocolo CEA/03/2012). O experimento durou cinco semanas.

3.2 Pressdo Sanguinea e Massa Corporal

A Presséo arterial (PA) e massa corporal foram verificadas semanalmente. A PAS foi
medida em ratos conscientes com metodo nao-invasivo da pletismografia da artéria da cauda
(Letica LE 5100, Panlab, Spain). A média de trés medidas foi utilizada. Duas semanas antes
do experimento, os animais foram submetidos a pletismografia para adaptacdo e assim

minimizar o estresse causado pelo procedimento.



40

3.3 Eutanasia e Preparacdo Técnica do Material

Um dia antes da eutanasia, os animais foram privados de alimento por 12h, quando
foram anestesiados (pentorbabital de sddio, intraperitoneal, 150 mg/kg). O coragdo foi
imediatamente pesado, dissecado, seccionado no septo antrioventricular e fixados para

imunohistoquimica, morfologia ultraestrutural e biologia molecular.

3.4 Hipertrofia e Estereologia do Ventriculo Esquerdo

A hipertrofia cardiaca foi analisada pela massa cardiaca corrigida pelo comprimento
da tibia (MC/CT), massa do ventriculo esquerdo corrigida pelo comprimento da tibia
(VE/CT) e estereologia.

Para estereologia, fragmentos do miocéardio ventricular esquerdo foram obtidos através
do método Orientator [130] e foi colocado dentro do recém preparado formaldeido 1.27
mol/L (0.1 M de tampdo fosfato, pH 7.2) por 48h. Fragmentos aleatorios do ventriculo
esquerdo (VE) foram incluido em Paraplast plus (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA),
seccionados (5 pm) e corados com hematoxilina e eosina. Os cortes foram analisadas no
microscopio de luz (Leica DMRBE microscope, Wetzlar, Germany, videocamera Infinity,
Media cybernetics, Silver Spring, MD, USA). A area seccional média do cardiomiocito (cmi)
foi estimada por: A[cmi, VE] = Vv[cmi, VE]/2QA[cmi, VE]um2. A densidade de volume dos
cardiomiocitos (Vv[cmi]) foi estimada por contagem de pontos: Vv[cmi, VE] = Pp[cmi,
VE]/PT, onde Pp € o numero de pontos que incidem nos cardiomiocitos e PT é o nimero
total de pontos da area teste. A densidade de perfis por area teste (QA[cmi]) foi estimada
como:

QA[cmi] = N[cmi]/AT, onde N é o numero de perfis encontrados dentro do sistema teste

(considerando a linha proibida e sua extensdo), e AT é a area do quadro de teste [131].

3.5 Microscopia Confocal com Varrimento a Laser
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O ventriculo esquerdo foi analisado por imunofluorescéncia para renina e o atrio
direito para peptideo natriurético atrial (ANP). A recuperacdo antigénica foi realizada com a
utilizacdo de tampado citrato, pH 6.0 a 60°C, e em seguida bloqueado com cloreto de amonio,
2% glicina, e tampéo fosfato, pH 7.4 (PBS). Os cortes foram incubados com um anticorpo
primério especifico para renina em rato e ANP, na concentracdo de 1:100 (38 kDa, sc-137252
e 17 kDa, sc-18811, respectivamente, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
durante toda a noite a 4°C. Em seguida, as amostras foram incubadas por 1 hora em
temperatura ambiente com um anticorpo secundario de burro anti-rato conjugado com
fluoréforo anti-lgG-Alexa 488, na concentracdo de 1:100 (Invitrogen, Molecular Probes,
Carlsbad, CA, EUA). Apo6s lavagem em PBS, as laminas foram montadas com DAPI a fim de
corar &cidos nucléicos e com um Antifade SlowFade que evita ou lentifica 0o decaimento
(Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA). A imunofluorescéncia indireta foi

observada com o microscopio confocal com varrimento a laser — LSM 510 Meta, Alemanha.

3.6 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Fragmentos do VE foram cortados e fixados em glutaraldeido a 2,5%, com tampao
cacodilato 0,1 M, pH 7,2 por 2 horas em temperatura ambiente e pés-fixadas em tetroxido de
O0smio a 1% no mesmo tampdo por 2 horas em temperatura ambiente. Em seguida, 0s
fragmentos foram desidratados por uma série crescente de acetona e incluidos em Epon.
Cortes ultrafinos de 70 nandmetros foram obtidos utilizando um ultramicrotomo Leica
ultracut e coletados em uma grade de cobre. Todos os fragmentos foram contrastados com

acetato de uranila e citrato de chumbo e observados em microscépio Zeiss EM 906.

3.7 Analise do Western Blot

Proteinas totais do coragdo foram extraidas e homogeneizadas em tampdo com
inibidores de protease. Depois, 0 homogenenato foi centrifugado a 5,000 g por 20 minutos a
4°C, e o0 sobrenadante foi coletado. A quantidade total de proteina na amostra foi quantificada
através do kit BCA (Thermo Scientific, #23225, Rockford, IL, USA). As proteinas foram
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desnaturadas em tampdo contendo SDS (5 min a 100°C) e 60ug de proteina de cada amostra
foram separadas por eletroforese (SDS/PAGE). ApoOs a eletroforese, as proteinas foram
eletrotransferidas para uma membrana de transferéncia de nitrocelulose (Amersham
Biosciences, Piscataway, N.J., USA). A transferéncia foi visualizada pela solucdo de
coloracdo Ponceau. A membrana foi bloqueada por incubagdo com leite em p6 desnatado em
solucdo tampdo salina e Tris contendo 0,05% de Tween 20. Sequencialmente incubada
durante toda a noite a 4°C com o0s seguintes anticorpos primarios: Renina (anti-rato,
SC137252; Santa Cruz Biotechnology; 1:500), ECA (anti-coelho, ab11734; Abcam; 1:500),
AT1R (anti-coelho, SC579; Santa Cruz Biotechnology; 1:1000), Catalase (anti-coelho,
SC50508; Santa Cruz Biotechnology; 1:500), SOD (anti-coelho, SC30080; Santa Cruz
Biotechnology; 1:500), GPx-1/2 (anti-rato, SC133160; Santa Cruz Biotechnology; 1:500),
Glutationa redutase (anti-rato, SC133245; Santa Cruz Biotechnology; 1:500) e ANP (anti-
rato, SC18811; Santa Cruz Biotechnology; 1:500). Seguindo a incuba¢do com o anticorpo
priméario, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario durante 1h em temperatura
ambiente. A membrana foi desenvolvida utilizando reagentes de deteccdo ECL western
blotting, e imagens do blot foram obtidas com o sistema de imagem molecular Bio-Rad
ChemiDOC XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A intensidade da banda
qguimioluminescente foi quantificada utilizando o software Image J, versdo 1.44 (NIH,
imagej.nih.gov/ij, USA). Os blots foram expostos novamente e sondados por beta actina (anti-
rato, SC81178; Santa Cruz Biotechnology; 1:1000) como um controle para normalizar o0s
dados do blot.

3.8 Coracdo RT-gPCR

O RNA total foi extraido de aproximadamente 50mg do tecido do coragdo (ventriculo
esquerdo) utilizando reagente Trizol (Invitrogen, CA, USA). A quantidade de RNA foi
determinada utilizando espectroscopia com Nanovue (GE Life Sciences) e 1 ug de RNA foi
tratado com DNAse | (Invitrogen). A sintese da primeira sequéncia de cDNA foi feita
utilizando Oligo (dT) primers para RNA Superscript Ill transcriptase reversa (ambos
Invitrogen). Para a reacdo em cadeia polimerase em tempo real (RT-qPCR) foi utilizando um
termociclador Biorad CFX96 e a mistura SYBR Green (Invitrogen). Os primers para gPCR
foram designados usando o software online Primer 3, como listado na Tabela 2. Foi utilizado
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o0 controle endgeno TBP (proteina de ligagdo TATA) para normalizar a expressdo dos genes
selecionados. As eficiéncias do RT-gPCR para o gene alvo e para o controle de endégenos
foram aproximadamente iguais, calculadas através de séries de diluicdo de DNAc. Reacdes de
PCR em tempo real foram conduzidas como segue: depois do programa de pré-desnaturacao e
ativacdo da polimerase (4 min a 95°C), quarenta e quatro ciclos, cada um consistindo de 95°C
por 10s e 60°C por 15s foram seguidos por um programa de curva de Melting (60 a 95°C com
taxa de aquecimento de 0.1°C/s). Os controles negativos consistiram de po¢os nos quais
cDNA foi substituido por agua deionizada. O raio de expressao relativa (RQ) de mRNA foi
calculado pela equacdo 2724€t na qual —ACt expressa a diferenca entre o nimero de ciclos

(CT) dos genes alvo e o controle enddgeno.

Tabela 2. Primers RT-gPCR e sequéncias respectivas.

Nome 5-3’ Primers

Renina FwW GCTTTGGACGAATCTTGCTC
Renina RV ATGAATTCACCCCATTCAGC
ACE 1 FwW CCAACATCACGGAGGAGAAT
ACE 1 RV CATACAGCTCCTTGGCCTTC
AT1 FW GGAAACAGCTTGGTGGTGAT
AT1 RV ATAAGTCAGCCAAGGCGAGA
Catalase FW CCTGTTGAAGAGGCAGGAAG
Catalase RV AGGATGGGTAATTGCCACTG
SOD FwW GGCCAAGGGAGATGTTACAA
SOD RV GCTTGATAGCCTCCAGCAAC
GPx FwW TGAGAAGTGCGAGGTGAATG
GPx RV CGGGGACCAAATGATGTACT
GR FW CAATTGGCATGTCATCAAGG
GR RV CTTCGATGTGGGACTTGGTT
R-Actin FW AGCCATGTACGTAGCCATCC
R-Actin RV ACCCTCATAGATGGGCACAG

Legenda: Enzima Conversora de Angiotensina | (ECA 1); Receptor Tipo | de angiotensina Il
(AT1); Superéxido Dismutase (SOD); Glutationa Peroxidase (GPx); Glutationa
Reductase (GR).
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3.9 Andlise Estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade das variancias
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As diferencas entre os grupos foram testadas pela anélise
de variancia one-way (ANOVA), seguida pelo pos teste de Holm-Sidak. Em todos os casos, P
< 0.05 foi estatisticamente considerado significante (GraphPad Prism versdo 6.02 para
Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Pressdo Arterial e Massa Corporal

No comeco do experimento, ndo havia diferenca estatisticamente significante na PA
entre os ratos normotensos, WKY (130.0 + 2.2, pressao arterial sistolica + desvio padrédo) ou
entre os ratos hipertensos, SHR (143,8 + 1.7, pressdo arterial sistolica £ desvio padrdo). A
Unica diferenca estatistica ocorreu entre os ratos normotensos, WKY e 0s ratos hipertensos,
SHR (P < 0,05). Contudo, 2 semanas depois 0s animais hipertensos tratados com vitamina C
(SHR + VC) tornaram-se normotensos, sem diferenca significante com o0s grupos
normotensos WKY e WKY + VC. No inicio do experimento, 0s animais tiveram uma massa
corporal similar. Ao fim, ndo existiam diferenca na massa corpdrea entre os grupos. Da

mesma forma, ndo houve diferenca na ingestdo de alimentos entre eles (Figura 3 e Tabela 3).

Figura 3. Analise da pressdo arterial sistélica (PAS).

Pressédo Sistélica (mmHg)

Legenda: Animais hipertensos (SHR) iniciaram o experimento com diferengas estatisticas na PAS
em comparacdo com seus controles (WKY), (P < 0.05). Duas semanas depois, 0s ratos
hipertensos que receberam vitamina C mostraram uma PA similar aos animais controle. A
partir da segunda semana, o grupo SHR mostrou diferengas estatisticas significantes dos
outros trés grupos, WKY, WKY + VC e SHR + VC, (P < 0.05). Este nivel de pressdo foi
mantido por todo o experimento. N&o existiram diferengas entre os grupos WKY e WKY
+VC. Os casos marcados com um asterisco indicam P < 0.05. (One-way ANOVA e teste
post-hoc do Holm-Sidak, n = 10 por grupo). Grupos: WKY, ratos Wistar Kyoto; WKY +
VC, ratos Wistar Kyoto que receberam vitamina C; SHR, ratos espontaneamente
hipertensos e SHR + VC, ratos espontaneamente hipertensos que receberam vitamina C.



46

4.2 Hipertrofia Cardiaca

A analise da hipertrofia € mostrada na tabela 3. Em todos os parametros, a hipertrofia
do VE foi observada em ratos hipertensos (SHR) e o tratamento com vitamina C foi eficiente
para diminuir a espessura desta parede. Assim, a area do cardiomiocito mostrou um acréscimo
de 87,5% no grupo SHR, em comparacdo com o grupo WKY (P < 0.05) e os animais
hipertensos tratados com vitamina C mostraram a area do cardiomiocito similar a dos animais
controle (WKY).

Tabela 3. Ganho de peso corporal, ingestdo de alimentos e estereologia.

Grupos
Dados WKY WYK+VC SHR SHR+VC

Massa corporal inicial (g) 257,6+11.9 249.0+£20.9 258.1+10.9 254.4+19.6
Massa corporal final () 293.7£135 287.3+16.1 295.0+£19.0 290.4+12.6
Ingestdo (g/dia/rato) 23.4+1.9 23.0+1.8 22.7+1.4 23.2+1.6

MC/CT, (mg/mm) 30.3£2.1 32.0£34 37.6+3.13[] 33.0+0.8[
VE/CT, (mg/mm) 17.4+0.9 17.4+1.6 21.4+2.0l0] 17.8+2.1[
VV[eg, (%) 25.2+6.9 26.2+4.7 36.7+2.9l80] 29.0+2.5[

Area do cardiomiécito (um?)  359.0+111.2 327.4+51.9 673.2+9400] 4499432111

Legenda: Massa corporal inicial (g), massa corporal final (g), ingestdo de alimento, massa cardiaca
corrigida pelo comprimento da tibia (MC/CT), massa do ventriculo esquerdo corrigida pelo
comprimento da tibia (VE/CT), densidade de volume do cardiomidcito (Vve) e area média
do cardiomiocito. No decorrer do experimento, os animais tiveram um ganho de peso corporal
similar. N&o houve diferenca na ingestdo de comida entre os grupos. Os animais hipertensos
(SHR) mostraram hipertrofia no ventriculo esquerdo em comparagdo aos seus
homdlogos(WKY) (P < 0.05). Os ratos hipertensos que receberam vitamina C mostraram uma
massa no ventriculo esquerdo similar, comparando com seus homélogos (WKY) (P > 0.05).
Os dados sdo apresentados em média e erro padrdo da média. As diferencas foram analisadas
com one-way ANOVA e com o teste post hoc do Holm-Sidak (n = 10 por grupo). Nos casos
assinalados, P < 0.05, # quando comparado com WKY; ? comparado com WKY + VC; ¢
comparado com SHR. Grupos: WKY, ratos Wistar Kyoto; WKY + VC, ratos Wistar Kyoto
gue receberam vitamina C; SHR, ratos espontaneamente hipertensos e SHR + VC, ratos
espontaneamente hipertensos que receberam vitamina C.
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4.3 Sistema Renina-Angiotensina

4.3.1 Immunoblotting

A expressdo da enzima renina (Figura 4) foi significantemente maior nos ratos
hipertensos, grupo SHR (mais 34.1%, comparado com o grupo WKY, P = 0.040). Os ratos do
grupo SHR + VC apresentaram reducdo desta enzima (P < 0.001, em comparacdo com 0
grupo SHR). Similarmente, a expressao da enzima ECA foi significantemente maior no grupo
SHR (mais 70.8%, em comparagédo com o grupo WKY, P = 0.0003). O grupo SHR + VC
apresentou um decréscimo na expressdo desta enzima (P = 0.005, em comparagdo com 0
grupo SHR). A expressdo da enzima AT1R foi significantemente maior no grupo SHR
(56.6% a mais, comparado com o grupo WKY, P = 0.006). O grupo SHR + VC apresentou
um decréscimo na expressao desta enzima (P < 0.001, em comparagdo com o grupo SHR).
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Figura 4. Andlise de renina, ECA, AT1R e beta-actina.
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Legenda: Bandas representativas de Western blot para renina, ECA, AT1R e beta-actina (A) e suas
analises de densitometria (B — renina; C — ECA e D — AT1).

Nota: Os dados sdo mostrados como média e desvio padrdo da média. As diferencas foram
analisadas com one-way ANOVA e com o pds-teste de Holm-Sidak (n = 6 por grupo).
Nos casos assinalados, P < 0.05, 2 quando comparado com WKY:;  comparado com
WKY + VC; ¢ comparado com SHR. Grupos: WKY, ratos Wistar Kyoto; WKY + VC,
ratos Wistar Kyoto que receberam vitamina C; SHR, ratos espontaneamente hipertensos
e SHR + VC, ratos espontaneamente hipertensos que receberam vitamina C.

43.2 RT-gPCR

Considerando a expressdo relativa de RNAm para renina, foi encontrado uma
expressdo elevada deste gene no grupo SHR (P = 0.001, comparado com o grupo WKY). O
tratamento antioxidante foi eficiente em reduzir a expresséo deste gene, deixando-0 no mesmo

nivel do grupo WKY (Figura 5).



49

4.3.3 Microscopia Confocal de Varrimento a Laser (Fig. 5)

Figura 5. Andlise da renina no miocardio.
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renina por técnicas de RT-qgPCR (A) e de
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A Imunofluorescéncia para renina no coragdo confirmou as descobertas do WB e

PCR, nos quais a renina esta elevada no grupo SHR mas ndo no SHR + VC (Figura 5).

4.4 Peptideo Natriurético Atrial

4.4.1 Immunoblotting

A expressdo de peptideo natriurético atrial (Figura 6) foi significantemente maior em
ratos hipertensos, grupo SHR (mais 103,4%, comparado com o grupo WKY, P < 0.001). Os
ratos do grupo SHR + VVC apresentaram decréscimo na expressdo desta enzima (P < 0.001,
em comparagdo com o grupo SHR).

4.4.2 Microscopia Eletrdnica de Transmissao

A ultraestrutura mostrou grande quantidade de granulos ANP no grupo SHR e o

tratamento com vitamina C foi efetivo em reduzir estes granulos (Figura 6).

4.4.3 Microscopia Confocal com Varrimento a Laser

A imunofluorescéncia do ANP no miocardio atrial direito confirmou as descobertas do
miocardio para a expressdo de ANP do WB, onde o ANP se manteve elevado em SHR mas

nédo no grupo SHR + VC (Figura 7).



Figura 6. Andlise ultraestrutural e molecular do ANP.
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Legenda: Bandas representativas de Western blot para ANP e beta-actina (A), analise de densitometria
de ANP (B) e Eletromicrografias dos cardiomidcitos da auricula direita com granulos de
ANP (C).

Nota: Um acréscimo na densidade de granulos ANP (setas) foi observado no grupo SHR. Os dados sdo
mostrados como média e desvio padrdo da média. As diferengas foram analisadas com one-
way ANOVA e pés-teste de Holm-Sidak (com n = 6, por grupo). Nos casos assinalados, P <
0.05, 2 quando comparado com WKY; ® comparado com WKY + VC; ¢ comparado com
SHR. Grupos: WKY, ratos Wistar Kyoto; WKY + VC, ratos Wistar Kyoto que receberam
vitamina C; SHR, ratos espontaneamente hipertensos e SHR + VC, ratos espontaneamente
hipertensos que receberam vitamina C.

51
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Figura 7. Andlise Imunohistoquimica do ANP.
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Legenda: Microscopia confocal de varrimento a laser de ANP nos cardiomiécitos da auricula direita.

Nota: Um acréscimo na densidade de granulos ANP (setas) foi observado no grupo SHR (n = 6, por
grupo). Grupos: WKY, ratos Wistar Kyoto; WKY + VC, ratos Wistar Kyoto que receberam
vitamina C; SHR, ratos espontaneamente hipertensos e SHR + VC, ratos espontaneamente
hipertensos que receberam vitamina C.

4.5 Estresse Oxidativo

45.1 Immunoblotting

A expressdo da enzima superoxido dismutase (Figura 8) foi significantemente menor
em ratos hipertensos, grupo SHR (44.3% a menos, em comparagdo ao grupo WKY,
P = 0.013). Ambos os grupos tratados apresentaram elevagdo na expressdo desta enzima (P =
0.015 para o grupo WKY + VC em comparagdo ao grupo WKY e P = 0.026 para 0 grupo
SHR + VC em comparacdo ao grupo SHR). Similarmente, a expressdo da enzima citrato
sintase foi significantemente menor em ratos hipertensos, grupo SHR (63.3% a menos, se
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comparado ao grupo WKY, P = 0.037). Ambos o0s grupos tratados apresentaram uma
elevacdo na expressdo desta enzima (P = 0.037 para o grupo WKY + VC em comparagéo
com o grupo WKY e P < 0.001 para o grupo SHR + VC em comparacdo com o grupo SHR).
Além disso, a expressdo da enzima glutationa peroxidase foi significantemente menor em
ratos hipertensos, grupo SHR (56.5% menor, comparado ao grupo WKY, P < 0.001). Ambos
0S grupos tratados apresentaram uma elevacdo na expressao desta enzima (P = 0.039 para o
grupo WKY + VC em comparacao ao grupo WKY e P = 0.009 para o grupo SHR + VC em
comparacdo com o grupo SHR). A expressdo da enzima catalase foi significantemente menor
em ratos hipertensos, grupo SHR (37.6% a menos, comparado ao grupo WKY, P = 0.011).
Os ratos hipertensos tratados com vitamina C (grupo SHR + VC) apresentaram uma elevagao
na expressao da enzima catalase (P = 0.011, em comparacdo com o grupo SHR). Também, a
expressao da enzima glutationa reduase foi significantemente menor em ratos hipertensos,
grupo SHR (64.2% menor, comparado com o grupo WKY, P = 0.010). Ambos 0s grupos
tratados apresentaram elevacgdo na expressdo desta enzima (P = 0.031 para o grupo WKY +
VC em comparacdo com o grupo WKY e P < 0.023 para o grupo SHR + VC em comparacao
com o grupo SHR).



Figura 8. Andlise do estresse oxidativo através da expressdo protéica.
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Legenda: Bandas representativas de Western blot para beta-actina (A) e suas analises de densitometria
(B — Superoxido Dismutase; C — Glutationa Peroxidase; D — Catalase e E — Glutationa
Redutase).

Nota: Os dados sdo mostrados como média e desvio padrdo da média. As diferencas foram analisadas
com one-way ANOVA e pos-teste de Holm-Sidak (n = 6 por grupo). Nos casos assinalados,
P<0.05, 2 quando comparado com WKY; ® comparado com WKY + VC; ¢ comparado com
SHR. Grupos: WKY, ratos Wistar Kyoto; WKY + VC, ratos Wistar Kyoto que receberam
vitamina C; SHR, ratos espontaneamente hipertensos e SHR + VC, ratos espontaneamente
hipertensos que receberam vitamina C.
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Considerando a expressdo relativa de RNAm das enzimas superdxido dismutase,

citrato sintase, glutationa peroxidase, catalase e glutationa redutase (Figura 9), foi verificada

uma expressdo elevada deste gene nos grupos SHR (P = 0.020, P = 0.002, P = 0.032,

P < 0.001 e P = 0.001, respectivamente, comparado com seus respectivos homologos, grupos

WKY). O tratamento antioxidante foi efetivo em reduzir a expressao destes genes, deixando-

0s no mesmo do WKY.

Figura 9. Andlise do estresse oxidativo através da expressao génica.
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Legenda: Reacdo de Cadeia Polimerase em Tempo Real (RT-gPCR) de coracdo para
Superoxide Dismutase (A), Glutathione Peroxidase (B), Catalase (C), and

Glutathione Reductase (F).

Nota: A taxa de expresséo relativa (RQ) do mRNA foi calculada pela equagdo 2724, na
qual —ACt expressa a diferenga entre 0 nimero de ciclos (CT) dos genes alvo e
o controle enddgeno. As diferengas foram analisadas com one-way ANOVA e

pos-teste de Holm-Sidak (n

6 por grupo). Nos casos assinalados,

P < 0.05, # quando comparado com WKY; ? comparado com WKY + VC; ¢
comparado com SHR. Grupos: WKY, ratos Wistar Kyoto; WKY + VC, ratos
Wistar Kyoto que receberam vitamina C; SHR, ratos espontaneamente
hipertensos e SHR + VC, ratos espontaneamente hipertensos que receberam

vitamina C
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5 DISCUSSAO

Este experimento estudou os elementos do SRA e do ANP em SHR, indicando as
mudancas depois do tratamento com o antioxidante Vitamina C. O tratamento antioxidante foi
eficiente na normalizacdo da PA no SHR, reduziu a area media do cardiomidcito, evitou a
HVE e o0 aumento da MC. O RNAm que codifica a renina, bem como sua expressao de renina
mostraram-se estar elevados em SHR. Além disso, foi identificado um acréscimo da enzima
ECA e do receptor AT1. Os ratos tratados com antioxidante reduziram a renina, a ECA e 0
nivel de AT1. Os granulos de ANP aumentaram em ratos hipertensos, e o tratamento com
vitamina C foi eficaz para reduzi-lo ao nivel normal. A expressdo das enzimas antioxidantes
SOD, CAT, GPx e GR mostrou-se reduzida, embora seu RNAm tenha sido elevado. O
tratamento com vitamina C normalizou tanto 0 RNAm quanto expresséo das enzimas.

O grupo SHR revelou PA elevada, em comparagdo com o grupo WKY. A razdo para a
HAS €, provavelmente, multifatorial, sem uma causa primaria definida. Alteracdes genéticas
nesta cepa parecem induzir um acréscimo da pressao modulada pela vasoconstri¢do arteriolar
[132] e uma mudan¢a no fluxo renal [133]. Este efeito pode ser investigado através do
mecanismo do Oxido-nitrico [134, 135], pela contribuicdo dos canais K(Ca) [132], do SRA
[136], do sistema nervoso simpatico cardiaco [7], do EOx [137], do ANP [138] e dezenas de
outras proteinas envolvidas na regulacdo da PA [139]. Contudo, esta bem estabelecido que a
hipertrofia cardiaca e 0 aumento da area do cardiomidcito, por vezes também relatados em
experimentos prévios [140, 141], sdo resultantes da sobrecarga de PA. O elevado consumo de
enzimas antioxidantes observado neste experimento ja é capaz de explicar, a0 menos
parcialmente, a elevacdo da pressdo arterial em animais espontaneamente hipertensos. A
natureza altamente reativa das EROs apresenta efeitos potenciais deletérios na estrutura e
integridade celular, e 0 aumento do EOx contribui para o desenvolvimento e progressdo de
numerosas DCV, incluindo hipertensdo [142]. O tratamento com &cido ascorbico diminuiu o
EOx, reduzindo EROs, o que implica em protecdo tecidual. Esta protecdo reduz a
vasoconstricdo e a HAS. Em baixos niveis de presséo arterial, ndo se encontrou HVE. Estes
estudos estdo de acordo com experimentos prévios [143, 144].

Quando as enzimas renina e ECA e o receptor AT1 estdo elevados, é um indicio de
que o SRA foi quem induziu a HAS. Isto pode entdo indicar que o SRA induz, a0 menos
parcialmente, a HAS em SHR. Para confirmar a robustez dos dados, foi realizada a avaliacao

do RNAm para a renina (RT-PCR), quantificacdo (western blot) e visualizagdo (microscopia
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confocal de varrimento a laser) de sua expressao proteica. Todos confirmaram o aumento de
renina em animais SHR. Existe um estudo classico que também encontrou aumento na
concentracdo, atividade e reatividade da renina plasmatica em SHR [6]. Além disso, um
trabalho mais recente também admite a contribuicdo do sistema renina-angiotensina na
inducdo de hipertensdo em SHR, resultados estes que sugerem que O sistema nervoso
simpatico (SNS) o SRA em SHR podem contribuir para a patogénese da hipertensdo e do
HVE em estagios precoces e tardios, respectivamente [7]. A renina ndo apenas permaneceu
elevada em animais SHR, mas foi reduzida em terapia anti-hipertensiva [145]. Outro estudo,
analisando o efeito diferencial do acido tetradeciltioacéticono e do SRA na pressdo arterial em
SHR e em ratos do modelo de hipertensdo de 2 rins um clipe (2R1C), encontrou niveis
normais ou reduzidos de renina em SHR [8]. Altos niveis de renina, bem como outros
elementos fundamentais no SRA podem explicar, ao menos parcialmente, a manutencao da
pressdo arterial elevada. Mas é provavel que este aumento na renina ndo seja a causa primaria
da hipertensdo, mas um efeito colateral de vasoconstricdo, que é desencadeada primeiramente
pelos canais ativos de calcio (Ca**-ATPase) da membrana plasmatica, entendimento ja
aventado em um trabalho prévio com SHR [146]. O mecanismo pode ser assim explicado: O
estresse oxidativo agride o endotélio, inclusive o Ca?*-ATPase. Isso provoca o influxo de na
membrana das células do musculo liso, provocando despolarizacdo que induz a contragdo
arteriolar. Isto, por si mesmo, é suficiente para elevar a PA. Mas a vasoconstri¢do renal pode
induzir a producdo de renina devido ao baixo fluxo na macula densa. Este mecanismo
justificaria o aumento da producdo e expressao de renina pelo complexo justaglomerular,
resultando uma maior expressdo do ECA e AT1.

A redugdo dos niveis de renina no SHR tratado com AA evidencia a ag&o protetora do
antioxidante sobre o endotélio. Em estudos para avaliar a constri¢ao arterial e suplementagéo
de vitamina C, foi observado no SHR uma reducéo do relaxamento endotelial modulado pela
acetilcolina quando comparado com seu controle Kyoto. Contudo, esse relaxamento
endotelial modulado pela acetilcolina foi normalizado em SHR tratado com vitamina C [147].
A acdo vasodilatadora induz tanto uma reducdo direta da PA, quanto aumenta o fluxo
sanguineo renal, contribuindo para a reducéo de renina e a normalizacao da HAS.

Atualmente tem sido feito uma forte associacdo entre ANP e EOx. As EROs
desempenham um importante papel em DCV, tal como hipertensdo e insuficiéncia cardiaca
[4]. O que ainda se tem questionado € em que condi¢cGes 0 EOx é capaz de contribuir para a
producdo de ANP pelo cardiomidcito. Nossos resultados mostraram inequivocamente um

acréscimo significante do horménio hipotensor em animais hipertensos com EOx. Os
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gréanulos de ANP foram reduzidos pelo tratamento com vitamina C. Estes resultados
mostram-nos dois fatos importantes: Primeiro, que 0 EOx pode estar representando parte de
uma sinalizacdo quimica para a producao de ANP pelo cardiomidcito; Segundo, esta claro que
em SHR o ANP ndo contribui para hipertensdo, mas tenta atenua-la. Nossos resultados
corroboram outros estudos investigando o papel enddgeno das EROs na hemodinamica atrial,
na secre¢do ANP enos batimentos dos atrios isolados perfundidos de ratos. Ambos concluindo
que o EOx aumenta a secrecdo do ANP nos atrios isolados de ratos [148].

Houve um aumento significativo na producdo de enzimas antioxidantes, visto pelo
aumento do seu RNAm. Entretanto, a expressdo enzimatica se encontra substancialmente
reduzida. Este resultado aponta para um alto consumo de enzimas antioxidantes, um
importante fator de protecdo para o corpo. Alguns estudos, inclusive este, avaliando o
comportamento destas enzimas em situacdes de estresse, tém convergindo ao entendimento de
que estas enzimas tém uma alta producgdo para evitar oxidacdo excessiva das membranas
celulares [143]. Isto reduz a HAS, pelo menos parcialmente, por diminuir a expresséo das

enzimas classicas do SRA (renina e ECA) e do receptor AT1.
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6 CONCLUSAO

O estresse oxidativo nos SHR representou a inabilidade das enzimas antioxidantes em
evitar uma acdo nociva nos tecidos. Esta defesa debilitada do antioxidante provocou
hipertrofia cardiaca, aumentou a pressao arterial sistlica e os niveis de renina e de ANP. Em
ratos espontaneamente hipertensos, o estresse oxidativo precede a hipertensdo, pois as
espécies reativas de oxigénio provocaram aumento da secrecdo de renina e os altos niveis
desta enzima podem justificar a hipertensdo e a hipertrofia cardiaca. Os resultados também
mostraram que o tratamento com antioxidante (vitamina C) reduziu o estresse oxidativo e
normalizou a PA, pelo menos parcialmente, pela reducdo da taxa de renina. Este estresse
oxidativo pode esta envolvidas no mecanismo de sinalizacdo para o aumento da expressao de
ANP nos midcitos atriais. Neste modelo de hipertensdo, o ANP atua de forma homeostética,

abrandando a elevacéo da pressao arterial.
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