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Resumo



Avaliacao dos efeitos induzidos pela carboximetil-glucana (CM-G) sobre o
sistema cardiovascular de ratos normotensos e hipertensos. CARVALHO-
GALVAO, A. Tese apresentada ao Programa Multicéntrico de Pés-Graduacgéo
em Ciéncias Fisiologicas. CBiotec/UFPB. 2021.

RESUMO

A hipertenséao arterial (HA) € uma doenca de alta prevaléncia em todo o mundo,
sendo caracterizada por uma condig&o clinica multifatorial. Nesse contexto, este
estudo teve como objetivo investigar os efeitos da carboximetil-glucana (CM-G)
na pressao arterial (PA), sensibilidade do barorreflexo (SBR) e modulacao
vascular em ratos com hipertensao renovascular. Ratos Wistar foram divididos
em quatro grupos: SHAM+SALINA; 2R1C+SALINA (submetidos a cirurgia de
inducao da hipertenséo dois rins um clipe); SHAM+CM-G (tratados com CM-G)
e 2R1C+CM-G (tratados com CM-G). O tratamento diario com CM-G (40 mg/kg)
foi realizado durante o periodo de duas semanas. Pressao arterial, frequéncia
cardiaca (FC), variabilidade da pressao arterial sistélica (PAS), sensibilidade do
barorreflexo e tdnus vascular simpatico foram avaliados. Apos seis semanas da
cirurgia de inducdo da hipertensédo, ratos do grupo 2R1C apresentaram
hipertensao arterial (171 £ 11 vs. 118 + 4 mmHg, p < 0.05), reducado na SBR
(-1.30 £ 0.10 vs. -2.59 + 0.17 bpm.mmHg-1, p < 0.05) e aumento da atividade
simpatica em 81%, quando comparados aos animais normotensos. A
administracdo oral de CM-G em ratos com hipertensao renovascular reduziu a
hipertensdo (126 + 4 vs. 171 £ 11 mmHg, p < 0.05) e melhorou a SBR
(-2.03+£0.16 vs. -1.30 £ 0.10 bpm.mmHg-1, p < 0.05) em ratos hipertensos
quando comparado ao grupo 2R1C tratado apenas com salina. Estes efeitos
parecem ter sido causados por uma redugao na atividade simpatica. Ademais,
ratos do grupo 2R1C apresentaram aumento da contratilidade vascular em
resposta a fenilefrina (126.60% = 2.97% vs. 95.24% % 5.49%; p < 0.05), que foi
normalizada pelo tratamento com CM-G (90.26% * 8.54%vVs. 95.24% £ 5.49%; p
> (0.05). O vasorelaxamento em resposta a acetilcolina e ao nitroprussiato de
sodio foi potencializado pelo tratamento com CM-G. Por fim, o tratamento oral
com CM-G reduziu os niveis séricos de malondialdeido, um importante
biomarcador utilizado na avaliacdo do estresse oxidativo, em animais
hipertensos tratados quando comparados aos tratados apenas com salina (14,62
+ 0,93 vs. 21,82 £ 1,27 nmol/mL, p < 0,05). O presente estudo revelou pela
primeira vez que o tratamento com CM-G reduziu a hipertensao arterial e
restaurou a sensibilidade do barorreflexo por meio da redugcdo no ténus
simpatico, mormalizacao da reatividade vascular e redugéo do estresse oxidativo
em ratos com hipertensao renovascular.

Palavras-chave: hipertensdo, hiperatividade simpatica, sensibilidade do
barorreflexo, reatividade vascular, estresse oxidativo, carboximetil-glucana.



Abstract



Evaluation of the effects induced by carboxymethyl-glucan (CM-G) on the
cardiovascular system of normotensive and hypertensive rats. CARVALHO-
GALVAO, A. Thesis presented to the Postgraduate Program in Physiological
Sciences. CBiotec/UFPB. 2021.

ABSTRACT

Hypertension is a highly prevalent disease worldwide, being characterized by a
multifactorial clinical condition. In this context, this study study was designed to
investigate the effects of a newly synthesized carboxymethyl-glucan (CM-G) on
blood pressure (BP), baroreflex sensitivity (BRS) and sympathetic vascular
modulation in renovascular hypertensive rats. Male Wistar rats were divided into
four groups: SHAM+SALINE, 2K1C+SALINE (subjected to renal artery clipping
to induce renovascular hypertension); SHAM+CM-G (treated with CM-G) and
2K1C+CM-G (treated with CM-G). The daily treatment with CM-G (40 mg/kg) was
performed for 2 weeks. Blood pressure, heart rate (HR), systolic BP variability,
baroreflex sensitivity (BRS) and sympathetic vascular tone were evaluated. After
six weeks of renal artery clipping, 2K1C rats exhibited arterial hypertension (171
+ 11 vs. 118 £4 mmHg, p < 0.05), impaired BRS (-1.30 £ 0.10 vs. -2.59+0.17
bpm.mmHg-1, p < 0.05) and enhanced sympathetic activity by 81% when
compared to sham rats. Oral administration of CM-G in renovascularhypertensive
rats reduced hypertension (126 £ 4 vs. 171 £ 11 mmHg, p < 0.05) and improved
the BRS (-2.031£0.16 vs. =1.30 £ 0.10 bpm.mmHg-1, p < 0.05) in 2K1C rats when
compared to placebo. Those effects seem to be caused by a reduction in
sympathetic activity. Besides, hypertensive rats have greater contraction to
phenylephrine (126.60% % 2.97% vs. 95.24% % 5.49%; p < 0.05), which was
restored by CM-G treatment (90.26% + 8.54%vs. 95.24% £ 5.49%; p

> 0.05). Furthermore, vasorelaxation to acetylcholine and sodium nitroprusside
was diminished in hypertensive rats, which was also restored by CM-G. Finally,
oral treatment with CM-G reduced serum levels of malondialdehyde, an important
biomarker used in the assessment of oxidative stress, in treated hypertensive
animals when compared to untreated animals (14.62 + 0.93 vs. 21.82 + 1.27
nmol/ml, p < 0,05). The present study revealed for the first time that treatment
with CM-G reduced arterial hypertension and restored baroreflex sensitivity
through a reduction in sympathetic tone, in addition to normalizing vascular
reactivity and reducing oxidative stress in rats with renovascular hypertension.

Key words: hypertension, sympathetic overactivity, baroreflex sensitivity,
vascular reactivity, oxidative stress, carboxymethyl-glucan.
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1. INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) €& uma condigdo clinica
multifatorial caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressao
arterial (BARROSO et al., 2021). Um individuo é considerado hipertenso se
apresentar valores de pressao arterial sistélica 2 140 mmHg e/0u de pressao
arterial diastolica 2 90 mmHg em afericdes de consultorio. O diagnostico
devera ser sempre validado por aferi¢des repetidas, em condi¢cdes ideais em
pelo menos trés ocasides diferentes (FIGUEIREDO et al., 2009; MANCIA et
al., 2011). Com base em uma analise de dados de estudos populacionais
realizados em 90 paises, estimou-se que, em 2010, a prevaléncia global de
hipertensdo em adultos acima de 18 anos era de 31,1% (MILLS et al., 2016);
mundialmente, o numero de pessoas com esta condicdo passou de 594
milhées em 1975 para mais de 1 bilhdao em 2015 (NCD RISK FACTOR
COLLABORATION, 2017).

Nas ultimas décadas, diversos estudos tém relacionado a oclusao
renovascular a regulacado da pressao arterial, podendo desencadear um
quadro de hipertensdo renovascular, responsavel por ocasionar de 1 a 2%
dos casos de hipertensdo da populacédo em geral, podendo chegar a 6,8%
em maiores de 65 anos (HERRMANN; TEXTOR, 2017). Em condigbes
experimentais, o modelo de hipertensao 2-rins-1-clipe (2R1C) de Goldblatt
tem sido uma importante ferramenta para o entendimento dos mecanismos
acerca da hipertensao renovascular, sendo utilizado por diversos grupos de
pesquisa em todo o mundo (GOLDBLATT et al., 1934; CAVALCANTI et al.,
2016; MILANEZ et al., 2018).

O modelo experimental consiste na estenose da artéria renal, por meio
da insercao de um clipe de prata, levando a uma reducao do fluxo sanguineo
renal, desencadeando a liberagdo de renina, a qual inicia a série de reac¢des
enzimaticas para a formacao da angiotensina Il (FINK, 1997). O aumento dos
niveis plasmaticos de angiotensina Il e de seus receptores AT1 esta envolvido

na patogenia da hipertensdo e de outras doengas cardiovasculares
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(FERRARIO, 2006; BRAGA, 2010). Diversos mecanismos sao conhecidos e

estdo comprovadamente envolvidos na manutencdo da hipertensao

renovascular, o que inclui aumento da circulagéo de angiotensina Il (Ang Il),

aumento da reabsorcéo de sodio, aumento do estresse oxidativo, disfuncéo

do barorreflexo e maior ativacdo da atividade simpatica vasomotora

(MARTINEZ-MALDONADO, 1991) (Figura 1).

Figura 1 — Vias patogénicas da hipertensao renovascular. VE — ventriculo

esquerdo.

Estenose

Angiotensinogénio

Angiotensina | N

Angiotensina Il

I I

I

I

Vasoconstricdo Retencdo
de Na*

Secrecdode
Aldosterona

Efei

itos vasculares
Hipertrofia

* Remodelamento

R, B
+  Liberacio de

Ativacdo do Sistema
Nervoso Simpatico

Efeitos cardiacos
* Hipertrofia do VE
* Remodelamento do VE

* Prostaglandinas
« Estresse Oxidativo

Fonte: Adaptado de HERRMANN; TEXTOR, 2017.

Apesar do rim ser um 6rgdo com capacidade de autoregulagao, a

reducdo prolongada da perfusdo renal, causada pela estenose arterial,

desencadeia a ativagéo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),

além de estimular a atividade nervosa simpatico, causando, entre outros

eventos, a elevacédo da pressao arterial sistémica (PAS) (BOUTARI et al.,

2020).

O controle da pressao arterial (PA), por sua vez, se da por diferentes

mecanismos regulatorios que atuam de forma integrada para proporcionar
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uma perfusao tecidual adequada sob diferentes circunstancias (DUKE-
NOVAKOVSKI; CARR, 2015). Quaisquer alteragcbes nesses eventos de
regulacédo, a exemplo da estenose renal no modelo de hipertensdo de
Goldblatt, podem levar a disturbios fisiolégicos como o aumento da PAS
(CAIN; KHALIL, 2002). E apesar de diversos mecanismos estarem envolvidos
no controle da PA, estudos mostram que um papel particularmente
importante € desempenhado pelo sistema nervoso autbnomo (SNA), em

especial o sistema nervoso simpatico (SNS) (MASI et al., 2019).

O sistema renina-angiotensina (SRA), por sua vez, esta intimamente
envolvido na regulagéo de fungdes autondémicas e neuroenddcrinas. A Ang Il
€ o maior efetor molecular do SRA, exercendo a maioria das fungdes
fisiologicas, o que inclui a regulagdo da PA, através da ativagao de receptores
AT1. Distarbios no SRA no sistema nervoso central levam ao aumento da
sintese de Ang Il local, resultando no aumento da atividade simpatica e da
pressao arterial MOHAMMED et al., 2020).

A elevacéo da atividade simpatica central pode ser desencadeada pelo
aumento da Ang Il circulante, que atinge areas especificas do encéfalo, como
0 06rgao subfornical (SFO), um importante &rgao circunventricular,
provocando um aumento da sintese de Ang Il local, gragas a expresséo de
renina, angiotensinogénio e receptores AT1 e AT2 também de origem local
(BRAGA et al., 2011). O SFO possui proje¢des para outras duas importantes
areas de regulacédo do sistema nervoso simpatico: o nucleo paraventricular
do hipotalamo (PVN) e a medula ventrolateral rostral (RVLM). A ativacéo de
neurdnios do RVLM, que pode ser potencializada pelo aumento da sintese
de Ang Il ao longo do eixo SFO-PVN-RVLM, causa o aumento da atividade
simpatica nervosa, que pode ser modulada, por exemplo, pelo reflexo
barorreceptor (OSBORN et al., 2007) (Figura 2).
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Figura 2 — Diagrama esquematico dos mecanismos centrais e periféricos da
regulagdo simpatica. SFO - 6rgado subfornical; PVN - nucleo
paraventricular do hipotalamo; NTS — nucleo do trato solitario; RVLM

— medula ventrolateral rostral; CVLM — medula ventrolateral caudal.
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Fonte: Adaptado de SATA et al., 2018.

O barorreflexo, ou sistema barorreceptor, possui destaque no controle
a curto prazo da pressao arterial. Este sistema apresenta terminagdes
sensoriais localizadas no arco aortico e no seio carotideo denominadas
barorreceptores, que sdo mecanorreceptores responsaveis por monitorar os
niveis de presséo arterial batimento a batimento, gerando informagdes que
sao enviadas ao sistema nervoso central para que ajustes no sistema
nervoso autbnomo simpatico e parassimpatico sejam promovidos, de modo
a garantir que a pressao arterial seja mantida em niveis considerados
normais (SHEPHERD; MANCIA, 1986).

Os barorreceptores, localizados no arco aértico e no seio carotideo,

detectam o estiramento produzido pela pressao exercida pelo fluxo
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sanguineo. Esse estiramento leva a ativagdo dos barorreceptores, que
enviam estimulos elétricos através das fibras aferentes dos nervos vago e
glossofaringeo (nervo de Hering), projetando-se até o nucleo do trato solitario
(NTS). Por sua vez, os neurdnios do NTS ativam os neurénios inibitorios da
medula ventrolateral caudal (CVLM) que se projetam para a medula
ventrolateral rostral (RVLM). Projecées de neurbénios do RVLM para
neurdnios pré-ganglionares na coluna intermediolateral da medula espinhal
sdo responsaveis pelo fluxo simpatico basal para a periferia. Assim, a
ativacdo de barorreceptores induzida pelo aumento da PA suprime o fluxo
simpatico central inibindo o RVLM, levando a redugbes substanciais na
atividade simpatica e na PA (Figura 3) (LONG; KIRBY, 2008; BRAGA et al.,
2011; DUKE-NOVAKOVSKI; CARR, 2015; LOHMEIER; ILIESCU, 2015)
(Figura 3).

Figura 3 - Mecanismos neurais envolvidos na regulagdo do barorreflexo para o

coracao e vasos de resisténcia. AP — area postrema; SA — nodo
sinoatrial; AV — nodo atrio-ventricular; IML — coluna intermédio-lateral

da medula espinhal.
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Fonte: Adaptado de CHARKOUDIAN; WALLIN, 2014.
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Disfungbes no barorreflexo, amplamente relatadas em diversos
modelos de HA, reduzem a atividade parassimpatica e aumentam
significaticamente a atividade simpatica, elevando a PA, devido a
desregulacado desse sistema (BOTELHO-ONO et al.,, 2011; LOHMEIER;
ILIESCU, 2015).

Outro fator que pode contribuir com a HA sao os niveis aumentados
de espécies reativas de oxigénio (EROs), gerando respostas de proliferacao
celular, que corroboram com o remodelamento vascular e consequentemente
a disfuncao endotelial (PEREIRA et al., 2018). Sendo assim, a busca por
estratégias mais eficazes e que possibilitem o melhor controle da presséao
arterial, diminuem as chances de individuos desenvolverem complica¢ées
cardiovasculares (ETTEHAD et al., 2016). Diversos estudos, inclusive
desenvolvidos em nosso laboratoério, tém demonstrado que o aumento do
estresse oxidativo, caracterizado por um estado patoldgico causado por um
excesso na produgao de EROs ou por uma alteragdo nos mecanismos
antioxidantes intracelulares, eleva a atividade simpatica e pode contribuir
para o desenvolvimento e a manutencdo da hipertensao arterial
(GUIMARAES et al., 2012; QUEIROZ et al., 2012; CAVALCANTI et al., 2016;
CHANG et al., 2020).

Entre as EROs, destacam-se o anion superoxido, peréxido de
hidrogénio e oxido nitrico, e a maneira como cada uma delas atua é
dependente do local de produgao, meia vida, permeabilidade @ membrana
celular e concentragéo local, por exemplo (RAY et al., 2012). Na hipertensao,
com a ativagado do SRAA e do SNS, a producao de EROs por enzimas como
a NADPH oxidase é estimulada, o que, junto a reducdo de mecanismos
antioxidantes leva ao aumento dos niveis intracelulares de EROs e ao
estresse oxidativo, promovendo uma série de modificacbes na sinalizacéo
proteica, desencadeando disfuncdo endotelial e danos vasculares
(MONTEZANO et al. 2015) (Figura 4).
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Figura 4 — Contribuicao das espécies reativas de oxigénio (EROs) para a disfuncao
endotelial da hipertensdo — mecanismos moleculares. SRAA -
sistema renina-angiotensina-aldosterona; SOD - superoxido
dismutase; Nrf2 — fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2;

GPCR - receptores acoplados a proteina G.
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Fonte: Adaptado de MONTEZANO, 2015.

O endotélio é uma importante camada celular presente no l[Umen dos
vasos sanguineos e desempenha um importante papel na homeostase
vascular, como modulagdo do ténus, manutenc¢do do fluxo sanguineo e
participacdo na regulacéo da resposta imunoldgica (INCALZA et al. 2017).
Sendo considerado um componente endécrino no organismo, o endotélio
vascular é responsavel por liberar substancias vasoativas denominados
fatores de relaxamento derivados do endotélio (EDRF), sendo o 6xido nitrico
(NO) o mais potente agente vasodilatador, inibidor da agregacé&o plaquetaria,
da coagulacgéo e da proliferacao celular (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

GPCR \ Prostanoides§
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Disfungdes endoteliais sdo definidas como um desequilibrio entre a
producdo de fatores vasodilatadores e vasoconstritores, predispondo a
vasculatura a um fendtipo caracterizado por vasoconstricdo, mitogénico e
pré-oxidativo, sendo bastante comuns em casos de doengas como
aterosclerose, diabetes e hipertensdo (VERMA; ANDERSON, 2002).

Na hipertensao, alteragcées como estas estao associadas a reducao da
resposta vasodilatadora dependente do endotélio, resultante de uma menor
biodisponibilidade do NO, que pode estar diminuida pela sua menor produg¢ao
e/ou por um aumento das EROs, causando sua inativagao (LI et al., 2006).
Além do mais, o aumento das EROs estimula vias PI3K/Akt-MAPKs
relacionadas a fatores transcricionais, resultando na inibicao da expressao do
MRNA para a sintase de NO endotelial (eNOS), também reduzindo sua
atividade, levando a uma reducédo na disponibilidade de NO. Recentes
estudos mostraram que em adicao a esta reducao na biodisponibilidade de
NO, o aumento de fatores de contragédo derivados do endotélio também
contribuem para uma disfuncéo endotelial, reduzindo o relaxamento vascular
na hipertensao (SILVA et al., 2012; AHMAD et al. 2017).

Os antioxidantes sao substancias que tém sido amplamente
estudadas por mostrarem potencial efeito na reducado de EROs e nos danos
oxidativos causados nas células. Por essa razao, € interessante sugerir que
terapias ou intervengdes com potencial efeito antioxidativo podem ser uma
importante estratégia de melhoria na sensibilidade do barorreflexo, na
reatividade vascular e na reducdo da pressao arterial em individuos
hipertensos. Uma recente meta-anélise sugeriu que terapias de ativagdo do
barorreflexo podem ter efeitos benéficos na PA em casos de hipertensao
resistente, no entanto, novos experimentos e dados clinicos sao necessarios
para confirmar a aplicacdo da ativagdo do barorreflexo sob condi¢des de
pressao arterial aumentada (WALLBACH; KOZIOLEK, 2018).

As B-D-glucanas sao polissacarideos que podem ser extraidos de
leveduras, plantas, algas marinhas, fungos e de alguns cereais, como aveia
e cevada, tendo recebido especial atengdo por suas propriedades

bioativas, em especial no que se refere & imunomodulacédo e aos efeitos
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protetivos contra danos celulares causados pelo estresse oxidativo
(MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008; MACHOVA et al, 2014). A parede
celular de leveduras como a Saccharomyces cerevisie € uma importante
fonte de p-D-glucana, sendo constituida por um esqueleto linear central de
unidades de glicose ligadas na posicéo 3 (1-3) e cadeias laterais unidas por
ligacdes B (1-6) (CLOETENS et al., 2012; BEZERRA et.al. 2017) (Figura 5).

Figura 5 — Representacao da p-D-glucana entre os componentes da parede celular
de fungos.
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Fonte: Adaptado de CHAN, 2009.

A Saccharomyces cerevisiae, importante fonte de 3-D-glucana, € uma
levedura conhecida por fazer parte dos processos de panificagéo e cervejaria,

tratando-se de um microrganismo eucariotico unicelular, sendo caracterizada



pelo rapido crescimento e um elevado grau de adaptagcao ambiental. Através
da obtencdo de diferentes linhagens de levedura, a B-D-glucana pode ser
obtida como material soltvel ou insoluvel, onde os derivados de S. cerevisiae
envolvem processos de extragdo e lavagem relativamente longos (JAMAS,
1997; MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008).

Estudos realizados com a B-D-glucana mostram que caracteristicas
como peso molecular, estrutura e solubilidade podem ser fatores decisivos na
atividade biolégica dessa estrutura. De forma que B-glucanas com elevado grau
de ramificacées s&o consideradas soluveis, sendo mais eficientes em sua
bioatividade (PETRAVIC-TOMINAC, et al., 2010; KAGIMURA et al., 2014;
ZHU et al., 2016). Nesse contexto, dentre os derivados soluveis, destaca-se
a carboximetil-glucana (CM-G), com massa molar de aproximadamente 220
kDa, obtida através da adigao de grupos carboxilas em grupos hidroxilas
existentes, desencadeando aumento da solubilidade, da viscosidade e do
poder antioxidante, potencializando as propriedades biolégicas e fisico-

quimicas desses polissacarideos (CHEN et al., 2013) (Figura 6).

Figura 6 — Representacdo da cadeia lateral da carboximetil-glucana (CM-G). Um

grupo carboxila (CH2COOH) é adicionado ao grupo hidroxila.
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Fonte: KAGIMURA et al, 2014.

Importantes atividades anticarcinogénicas, antimutagénicas e
imunomoduladoras estao associadas a estes derivados carboximetilados, e
0 peso molecular parece estar relacionado com a atividade biologica
(MAGNANI, 2010; MAGNANI et al., 2011). E sabido que B-D-glucanas de



peso molecular intermediario ou baixo possuem atividade biolégica in vivo,
porém, seus efeitos celulares sdo menos conhecidos (BROWN; GORDON,
2003).

Os mecanismos de atuagdo das [(-D-glucanas ainda nao foram
totalmente esclarecidos. No que diz respeito a sua acéo hipolipemiante
acredita-se que, por serem fibras e, portanto, ndao digeridas no trato
gastrointestinal, as B-D-glucanas lineares ligam-se ao colesterol e aos sais
biliares aumentando sua excrecdo pelas fezes e, consequentemente,
diminuindo a absorgéo intestinal, mantendo o perfil lipidico sérico em niveis
aceitaveis (GIAVASIS, 2014). Ja& em relacao a atividade imunomoduladora,
sabe-se que as B-D-glucanas sao estruturas exdégenas e, portanto, nao
sintetizadas por componentes do organismo, fazendo com que o sistema
imunoldgico ndo as reconhecga, induzindo uma resposta inata e adaptativa. A
captacdo intestinal dessas moléculas se daria atravées de células
membranosas has placas de Peyer no intestino, através do Tecido Linfoide
Associado ao Intestino (GALT), com posterior fagocitose pelos macréfagos e
transporte para orgaos linfoides, figado, rins, nédulos linfaticos e medula
o6ssea (RAHAR et al., 2011; SAMUELSEN; SCHREZENMEIR; KNUTSEN,
2014)

Conhecida por suas propriedades antioxidantes, a carboximetil-
glucana é capaz de reduzir niveis de malondialdeido em individuos saudaveis
e possui um importante papel na protegao de membranas bioldgicas, sendo
seu mecanismo melhor aceito o que consiste na capacidade da CM-G em
reduzir as EROs do meio (BABINCOVA et al., 2002; ARAUJO et al., 2015).
Em relacdo aos efeitos cardiovasculares da CM-G de S. cerevisiae, os dados
ainda s&o poucos, e as vezes até mesmo conflitantes, por utilizar diferentes
fontes, metodologias, doses, tratamentos e vias de administragdo, por
exemplo (AARSAETHER et al.,, 2012). Recentemente, um estudo de
BEZERRA e seus colaboradores (2017) sugeriu que a CM-G possui a
capacidade de modular a funcao vascular e de reduzir significativamente a

agregacao plaquetaria em ratos.
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Dessa forma, tendo em vista as propriedades antioxidantes da CM-G
relatadas na literatura e a escassez de dados que mostrem o impacto desta
glucana na hipertensao arterial, este estudo testou a hipétese de que o
tratamento oral com CM-G pode promover melhorias na sensibilidade do
barorreflexo, na reatividade vascular e no estresse oxidativo, além de
estabilizar os niveis de pressdo arterial em animais com hipertensao

renovascular.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos induzidos pelo tratamento com carboximetil-glucana no
sistema cardiovascular de ratos normotensos e de ratos com hipertensao

renovascular.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Investigar os possiveis efeitos induzidos pelo tratamento oral com
carboximetil-glucana por 14 dias sobre a pressao arterial e sobre a
sensibilidade do barorreflexo em animais normotensos e
hipertensos;

e Avaliar os efeitos induzidos pelo tratamento com carboximetil-
glucana na atividade simpatica de animais normotensos e
hipertensos por meio de analise espectral do componente de baixa
frequéncia da pressao arterial sistdlica;

e Avaliar a influéncia do tratamento com CM-G sobre o tdénus
vascular simpatico de ratos normotensos e hipertensos;

e Averiguar os potenciais efeitos do tratamento com CM-G sobre a
reatividade vascular de animais hormotensos e hipertensos;

e Investigar os efeitos do tratamento com carboximetil-glucana no

estresse oxidativo em animais normotensos e hipertensos.
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3. METODOLOGIA

3.1 LOCAL DA PESQUISAE ETICA

Os protocolos experimentais foram realizados no Laboratério de Controle
Neural da Circulagcdo e Hipertensdo (LACONCHA), localizado no Centro de
Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) — Campus
l.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPB n° 102/2016) UFPB.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos (150-300g) provenientes do Biotério Prof. Thomas
George do Instituto Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM-UFPB).
Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno e mantidos sob condi¢cbées
monitoradas em salas com temperatura controlada (21 £ 1° C), obedecendo o
ciclo claro/escuro 12:12 horas, sendo a fase clara de 6:00 as 18:00 horas. Os
animais tiveram livre acesso a ragao tipo pellets (Labina®, Purina, Paulinea, SP,

Brasil) e agua.

3.3 DROGAS UTILIZADAS

Foram utilizadas as seguintes substancias: Cloridrato de cetamina
(Quetamina® Laboratorio — Vetnil, Brasil); xilazina (Dopaser - Laboratorio Calier,
Espanha). Acetilcolina (ACh), Cloridrato de L (-) fenilefrina (FEN); nitroprussiato
de sédio (NPS); cloreto de hexameténio (HEX). Todas foram obtidas da Sigma-
Aldrich®.

3.4 SUBSTANCIA TESTE
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A Carboximetilglucana (CM-G) derivada da Saccharomyces cerevisie,
gentilmente sintetizada e cedida pelo Laboratério de processos Microbianos em
Alimentos, localizado no Centro de Tecnologia (CT) da UFPB — Campus |,
coordenado pela Prof. Dra. Marciane Magnani. foi obtida a partir de creme de
levedura por um processo de obtengao do polimero puro, utilizando sonicacéo e
tratamento enzimatico apos extracdo com agua quente, conforme descrito por
Magnani et al. (2009). A derivatizacdo foi realizada usando acido
monocloroacético para atingir grau de substituicdo (DS) de 0.8, conforme
solubilidade e bioatividade identificada em estudos anteriores (MAGNANI et al.,
2010; ARAUJO et al., 2015). A DS foi controlada por titulagdo potenciométrica
com solugéo de hidréxido de potassio (SANDULA et al., 1999). A identidade
quimica e modificagbes estruturais foram confirmadas por ressonéncia
magnética (RMN) e analise de infravermelho (MAGNANI et al., 2009).

Para os protocolos experimentais, a CM-G foi solubilizada em solugéo

salina em volume suficiente para atingir a dose necessaria para os tratamentos.
3.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para todos os experimentos descritos nesta se¢édo, os animais foram
divididos em quatro grupos: SHAM, SHAM+CM-G, 2R1C e 2R1C+CM-G. Nos
grupos CM-G, a carboximetil-glucana (40 mg/kg) foi administrada diariamente
durante 14 dias. O tratamento foi realizado por meio de gavagem, e iniciado 28
dias (4 semanas) apos a cirurgia de indugdo da hipertensdo renovascular (ou
cirurgia SHAM) (Figura 7).

Figura 7 — Desenho Experimental do Estudo.
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3.6 SOLUGOES NUTRITIVAS

Para os estudos de reatividade vascular (ex vivo) foram usadas solu¢des
nutritivas aeradas com mistura carbogénica (95% de O2e 5% de CO2) emantidas
a 37° C, todas obtidas da Sigma-Aldrich®. A composi¢ao da solugao fisioldgica

Tyrode esta descrita na tabela 1.

Tabela 1: Composicao da solucao fisiolégica Tyrode.

SUBSTANCIA CONCENTRAGAO (mM)
Tyrode

NaCl 158,3

KCI 4,0

CaCl2 20

MgCl2 1,05

NaHCOs3 10,0

NaH2POa4 0,42

CeH1206¢ 5,6

3.7 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS IN VITRO
3.7.1ESTUDOS DE REATIVIDADE VASCULAR

3.7.1.1 PREPARACAO DE ANEIS DE ARTERIA MESENTERICA
SUPERIOR ISOLADA DE RATOS

Ratos normotensos e hipertensos tratados com CM-G por 14 dias foram
eutanasiados com o auxilio da guilhotina. Por meio de uma incisdo na regiao
ventral do animal, a artéria mesentérica cranial foi identificada, removida e
imediatamente colocada em solugao Tyrode, onde todo o tecido aderente foi
removido para obter os anéis da artéria (1-2 mm), que foram mantidos

gaseificados em uma mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2) e mantidos



a 37°C, a pH 7,4. Em parte dos protocolos, os anéis tiveram o seu endotélio
removido por atrito mecanico entre as paredes internas do vaso € uma haste de
metal. Estes anéis foram montados verticalmente em duas hastes de aco
inoxidavel em forma de tridngulo em uma cuba de tecido (10 mL), suspensos por
linhas de algod&o conectadas a um transdutor de forga sensivel a variagdes de
tensbes isométricas (PowerLab ™, ADInstruments, MA, EUA) e submetidos a
uma tensdo basal de aproximadamente 0,75 g, durante 60 minutos para
estabilizagdo (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Durante este periodo a
solucgédo fisiolégica do banho foi trocada a cada 15 minutos, para prevenir a
interferéncia de metabdlitos e a linha de base foi ajustada quando necessario
(ALTURA; ALTURA, 1970).

Apds o periodo de estabilizacao inicial, a viabilidade funcional do tecido
muscular e a presenca de endotélio funcional foram verificadas por meio de uma
contragao induzida por fenilefrina (FEN, 10 uM), um agonista a-adrenérgico
(BYLUND, 1992; BUSCHER et al., 1999), e pelo relaxamento dos anéis apods
adicao de acetilcolina (ACh, 10 uM), um agonista dos receptores muscarinicos
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980), respectivamente. Foram considerados com
endotélio funcional (E+), os anéis com relaxamento superior a 80 % sobre pré-
contragao com fenilefrina. Se o relaxamento fosse inferior a 80 % e superior a 10
% os anéis eram descartados. Ja os anéis com relaxamento inferior a 10 % foram
considerados sem endotélio funcional (E-). Os anéis que obtiveram uma
contragao superior a 0,30 g da linha de base, foram considerados viaveis. Apos
isso, a solucéo de Tyrode foi trocada sucessivas vezes até o retorno dos valores
de tensao basal inicial, retirando todas as drogas utilizadas anteriormente e

metabdlitos, e em seguida foram realizados os protocolos experimentais.

45



Figura 8 - Esquema representativo do protocolo de verificacdo da viabilidade
funcional do tecido muscular e endotelial vascular. (A) Anéis
considerados com endotélio funcional. (B) Anéis considerados sem

endotélio funcional.

Tensao (g)

T T T T T T

FEN ACh Tyrode FEN ACh Tyrode
(10 um) (10 um) (10 um) (10 um)

Apds um periodo de estabilizacdo de 60 minutos e posterior verificacéo
do endotélio funcional, foi induzida uma contracdo com FEN (10 uM). Logo apds,
concentragbes crescentes do ACh (107'°- 10#), de maneira cumulativa, foram
aplicadas para a obtengao de uma curva concentragdo-resposta, em anéis com
endotélio funcional e o nitroprussiato de sodio (NPS) (1072 — 10-°) em anéis sem
endotélio funcional. O relaxamento foi expresso como porcentagem reversa da
contragdo induzida pela FEN. Adicionalmente, foi realizada uma curva
concentragdo-resposta a FEN (10-° — 104) em anéis submetidos a tensao basal.
ApOs a obtencéo das curvas concentragao-resposta, foram calculados os valores

de Emax (efeito maximo).

Figura 9 - Esquema representando o protocolo para avaliagdo da reatividade
vascular em animais suplementados ou ndo com CM-G sobre anéis
de artéria mesentérica. Foram avaliados anéis com endotélio

funcional (linha pontilhada) e anéis desprovidos de endotélio

funcional (linha cheia).
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3.7.2 AVALIACAO DE ESTRESSE OXIDATIVO SERICO

Apods o periodo de tratamento, os animais foram eutanasiados e o sangue
foi coletado para a analise do estresse oxidativo. Todas as amostras foram
usadas para a dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA),
como descrito por Cavalcanti et al., 2016. Nesse ensaio o malondialdeido (MDA),
um produto final da peroxidacédo lipidica, reage com o acido tiobarbiturico para
produzir um complexo de cor vermelha, funcionando como um indicador do
estresse oxidativo sérico. Para tanto, depois de coletadas as amostras desangue
dos animais foram centrifugadas a 2000 g, 4° C, durante 15 minutos paraa
obtenc¢ao do soro. Posteriormente 250 uL do soro foi aquecido em aquecido auma
temperatura de 37 °C por 1 hora. Em seguida, 400 uL de acido perclorico(35%)
foram adicionados, misturados e centrifugados a 600 g, 4° C, durante 20 minutos.
O sobrenadante foi coletado, e adicionado a 400 pyL do acido tiobarbiturico
(0,6%). A mistura foi aquecida a uma temperatura de 100 °C durante 1 hora, e a
absorbancia foi lida no espectrofotémetro ChemWell T em um comprimento de
onda de 532 nm. Uma curva padrdo do MDA com concentragdes de 0 a 100
nmol/ml foi construida antes da leitura das amostras,e os resultados foram

expressos como nmol de MDA/mL.

3.8 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS IN VIVO

3.8.1 INDUCAO DO MODELO DE HIPERTENSAO RENOVASCULAR
DOIS RINS UM CLIPE (2R1C)

Para esse estudo foi utilizado o modelo experimental de hipertensao
desenvolvido por Goldblatt (1934) e adaptada por Schaffenburg (1959), no qual
0s animais sao submetidos a um procedimento cirurgico para implantacdo de um
clipe de prata na artéria renal direita induzindo uma hipertensdo renovascular
(Figura 10).

Para isso, ratos pesando aproximadamente 180g foram anestesiados com

cetamina 75 mg/kg e xilazina 10 mg/kg (i.p.). Foi realizada uma incisao na regiao
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dorsal média do animal, logo abaixo da ultima costela, onde a artéria renal direita
foi exposta e cuidadosamente separada da veia renal direita e dos tecidos
circundantes. Em seguida um clipe de prata em forma de U (0,2 mm de diametro
interno) foi colocado ao redor do vaso, préximo a aorta abdominal. No final a
incisao foi suturada e limpa com iodeto de potassio.

O mesmo procedimento foi realizado nos animais controle (Sham),
envolvendo todas as etapas cirurgicas descritas anteriormente, com exce¢ao da
implantac&o do clipe de prata na artéria renal direita. Apos os procedimentos, os
animais foram devolvidos as suas gaiolas, onde permaneceram em recuperagao

para os protocolos seguintes.

Figura 10 - llustracao do procedimento de implantagédo do clipe de prata na artéria

renal direita.

Artéria Aorta

Rim

Veia Cava

Uter &{7’\ |

o

Para o grupo 2R1C, foram considerados hipertensos os animais que, apos
seis semanas, apresentaram PAM = 140mmHg, além do rim direito clipado com
massa menor que a massa do rim esquerdo nao clipado (Figura 11). O
impedimento parcial do fluxo sanguineo provocado pelo clipe aplicado na artéria
renal direita induz uma diminuicao da fungao e subsequente atrofia ou hipotrofia
do 6rgao. Ja o rim nao clipado (esquerdo) é submetido a uma sobrecarga com o
objetivo de realizar a fungéo pendente do rim clipado, levando a um aumento
compensatorio de massa (BURTZTYN et al., 2001).
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Figura 11 — Rins esquerdo e direito de um animal submetido a inducao de
hipertensao 2R1C.

Essa diferengca apresentada em animais submetidos ao modelo de
hipertensao 2R1C foi particularmente importante como item de inclusao/exclusao
de animais do grupo 2R1C+CM-G, ja que o valor da PAM pdodesofrer interferéncia
mediante tratamento com carboximetil-glucana. Assim, para este grupo, a
diferenca do indice de massa dos 6érgéos (massa do 6rgao/massacorporea),
entre rim direito e esquerdo, foi crucial para que os animais fossem utilizados.

Animais que nao apresentaram esta diferenca foram excluidos do estudo.

3.8.2. CATETERES VASCULARES

Foram utilizados tubos de polietileno PE-10 (didmetro externo e interno de
0,61 e 0,28 mm, respectivamente) e PE-50 (didmetro externo e interno de 0,96
e 0,58 mm, respectivamente) e os cateteres foram confeccionados de forma a
possuirem extensoes suficientemente capazes de atingir os vasos-alvo (a artéria
aorta e a veia cava caudal), de acordo com as medidas abaixo:
e Cateter Arterial: PE-10=4,0 cm; PE-50= 18 cm
e Cateter Venoso: PE-10= 2,0 cm; PE-50= 18 cm

3.8.3 REGISTRO DIRETO DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA
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Seis semanas apos os procedimentos cirurgicos para indugado da
hipertensdo 2R1C, tempo necessario para a recuperagao dos animais, assim
como para o desenvolvimento do modelo de hipertensao utilizado, os grupos
SHAM, SHAM+CM-G, 2R1C e 2R1C+CM-G foram novamente anestesiados com
cetamina e xilazina (75 e 10 mg/kg, i.p.), € em seguida colocados em decubito
dorsal sobre uma prancha cirurgica. Por meio de incisdao na regiao femoral,
artéria e veia femorais foram identificadas e dissecadas. Asextremidades PE-10
dos cateteres de polietileno foram introduzidas em diregaoa aorta abdominal, via
artéria femoral, para registro dos parametros cardiovasculares e em direcao a
veia cava caudal, por meio da veia femoral, para administracao das drogas. Os
cateteres foram fixados por linhas cirurgicase tunelizados subcutaneamente com
trajeto em direcao a regiao dorsal, onde foram exteriorizados. Os cateteres foram
preenchidos com solugao salina (NaCl0,9%) acrescida de 500 Ul de heparina, a
fim de evitar obstru¢des. Os animais foram colocados em gaiolas individuais com
comida e agua ad libitum e o registroda PA foi realizado 24 horas apos a
implantac&o dos cateteres (Figura 12).

O cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressao (Modelo
BRPL2, World Precision Instruments, Sarasota, Florida, EUA) acoplado a um
amplificador e conectado a um sistema de aquisicdo de dados (PowerlLab,
ADInstruments, New South Wales, Australia), e a medida da PA foi realizada em
ratos conscientes e com livre movimentagcdo. Como software de aquisicéo e

analise foi utilizado o LabChart 5.0.
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Figura 12 - llustragao do procedimento de implantagcdo dos cateteres vasculares.
A, identificacdo e disseccdo da artéria e veia femoral, locais de
insercdo dos cateteres. B, exteriorizagdo dos cateteres na regido
dorsal do animal.

‘7A‘<’
5 £l

3.8.4 AVALIAGAO DO EFEITO CARDIOVASCULAR INDUZIDO PELO
TRATAMENTO ORAL COM CM-G SOBRE A PRESSAO ARTERIAL E
FREQUENCIA CARDIACA (FC) EM RATOS NORMOTENSOS E
HIPERTENSOS NAO ANESTESIADOS

Passadas 24 horas apds o procedimento de implantagdo das canulas, os
animais foram conectados ao sistema de aquisicao para a medida da PA e FC,
como descrito anteriormente. Os grupos passaram por um periodo de
aclimatacao de 50 minutos, e durante esse tempo também foram registrados os

valores hemodindmicos basais de cada animal.

3.8.5 AVALIAGAO DO EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM CM-G
SOBRE NO BARORREFLEXO DE RATOS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS
NAO ANESTESIADOS

A sensibilidade do barorreflexo foi avaliada nos grupos SHAM,
SHAM+CM-G, 2R1C e 2R1C+CM-G. Para esta avaliagcao foram utilizados dois
métodos: o primeiro, através da ativacdo do barorreflexo utilizando drogas

vasoativas classicas (modificacdo do Método de Oxford; Braga et al, 2008); o
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segundo, através do método esponténeo, a partir de flutuagdes reciprocas da

frequéncia cardiaca e pressao arterial média.

3.8.5.1 Método de Oxford (modificado)

Apods registros da PA e da FC basal por 50 minutos, o barorreflexo foi
ativado com o uso de drogas vasoativas classicas. A fenilefrina (FEN, 8 ug/kg) e
o nitroprussiato de sodio (NPS, 25 ug/kg) foram administrados por via
endovenosa através do cateter venoso. Os dados foram analisados como
Abpm/AmmHg, foi realizado uma regressao linear, onde a inclinagcao da reta
determinou o indice de sensibilidade do barorreflexo, de acordo com a formula

abaixo:

ISB = AFC/ APAM

Onde:

ISB = indice de Sensibilidade do Barorreflexo;
AFC = Variacao da FC (bpm);

APAM = Variagado da PAM (mmHg).

3.8.5.2 Método da sequéncia

O tragado do registro basal, adquirido através do sistema de aquisicao de
sinais biolégicos, foi plotado no software Cardioseries (v2.4, disponivel em:
<https://www.sites.google.com/site/cardioseries’/home>). A regidao de interesse
do tracado foi selecionada com base nas menores flutuagdes (ou na auséncia
delas) na presséo arterial, e a avaliagao do barorreflexo espontaneo foi realizada
de acordo com os seguintes parametros: 1) coeficiente de correlagao de 0,85; 2)
limiar de pressao de 20 mmHg; 3) sequéncias com comprimento de 4 (3
variagdées) ou mais batimentos consecutivos. Foi utilizado, portanto, o método da
sequéncia, que consiste na analise de séries temporais da pressao arterial
sistolica (PAS) e do intervalo RR para identificar sequéncias de aumento
(+RR/+PAS) ou queda (-RR/-PAS) nessas variaveis (BRAGA et al., 2008).
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Para cada sequéncia de aumento e queda da pressao, foi calculado o
slope da regressao linear e considerada a média de todos os slopes com
coeficiente de correlagao > 0,85 em todo o periodo de repouso. Esta média dos

slopes representa a medida do indice da sensibilidade barorreflexa espontanea.

3.8.6 AVALIACAO INDIRETA DA MODULAGAO AUTONOMICA DA
RESISTENCIA VASCULAR

Uma avaliacdo indireta da modulagéo autonémica da resisténcia vascular
foi realizada através da analise da variabilidade da pressao arterial no dominio
da frequéncia. Oscilacdes de pressao arterial e frequéncia cardiaca na faixa de
baixa frequéncia (LF) sédo representativos dos efeitos moduladores da atividade
simpatica, enquanto oscilagbes na escala de alta frequéncia (HF) estao
associados a uma modulagcdo respiratéria ou parassimpatica dos vasos
sanguineos e do coragao, respectivamente (MALLIANI et al., 1991; BERNARDI
et al., 2001). No presente estudo, O componente de baixa frequéncia da presséao
arterial sistdlica (0.25 a 0.8 Hz) foi particular objeto de interesse para este estudo
por estes sinais serem originados do RVLM (KUO; YANG; CHAN, 1997), e por
isso refletirem o ténus vasomotor simpatico neurogénico (LI et al., 2001).

Inicialmente, foram efetuados registros basais da PA e FC dos grupos
SHAM, SHAM+CM-G, 2R1C e 2R1C+CM-G durante 50 minutos. Os trechos de
registros foram divididos em periodos de segmentos de 350 batimentos e entao
realizada analise espectral auto regressiva, a fim de determinar os componentes
oscilatorios de baixa-frequéncia do registro da pressao arterial, através de
software apropriado (Cardioseries Software v2.4, disponivel em:
<https://www.sites.google.com/site/cardioseries/home>).

Para analise no dominio da frequéncia (analise espectral) da pressao
arterial sistélica (PAS), uma série de valores basais desses parametros foram
convertidos em pontos de dados a cada 100 ms usando interpolagao cubica e os
dados foram divididos em conjuntos de sequéncias sobrepostos de 512 pontos
de dados (51.2s). Todos os segmentos foram visivelmente inspecionados, e os

dados nao estacionarios foram descartados. O espectro de
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cada segmento foi calculado usando uma Transformada Rapida de Fourier

direta. Oscilagdes menores do que 0,20 Hz ndo foram quantificadas.

3.8.7 AVALIACAO DO TONUS SIMPATICO VASCULAR APOS
TRATAMENTO ORAL COM CM-G EM ANIMAIS NORMOTENSOS E
HIPERTENSOS NAO ANESTESIADOS

O ténus simpatico vascular foi avaliado através do bloqueio ganglionar
(nicotinico) por hexametdnio (30 mg/kg, Sigma) e calculado pela diferencga entre
os valores de pressédo arterial pulsatii antes e depois da administracéo
intravenosa da droga. Ao final dos experimentos, as respostas cardiovasculares
foram comparadas entre animais dos grupos SHAM, SHAM+CM-G, 2R1C e
2R1C+CM-G.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média
(e.p.m). As diferencas entre as médias foram consideradas significantes quando
o p < 0,05. Foi utilizado o teste Anova One Way para anadlise entre diferentes
grupos e as comparacgoes estatisticas entre duas variaveis foram realizadas por
meio da utilizacdo do teste t de Student nao pareado.

Nas curvas concentragéo-resposta, os valores de Emax (efeito maximo
em porcentagem de relaxamento) foram obtidos por regressao nao linear.

Os dados foram analisados e plotados no programa estatistico GraphPad

Prism 5.09.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM CM-G NA PRESSAO ARTERIAL E
FREQUENCIA CARDIACA DE ANIMAIS COM HIPERTENSAO
RENOVASCULAR

Apds um periodo de estabilizacdo, os parametros cardiovasculares de
ratos nao anestesiados dos grupos SHAM+SALINA, SHAM+CM-G,
2R1C+SALINA e 2R1C+CM-G foram avaliados. De acordo com os tracados
originais (Figura 13) e a média dos grupos (Graficos 1 e 2), apos a implantagao
do clipe de prata na artéria renal direita, os animais 2R1C+SALINA apresentaram
PAM elevada se comparados aos animais SHAM+SALINA (171 £ 11 mmHg vs.
118 £ 4 mmHg, p < 0,05). O tratamento oral com CM-G por 14 dias promoveu
reducao da pressao arterial média em animais do grupo 2R1C+CM-G em relagéo
ao grupo hipertenso que recebeu apenas com salina (126 + 4 mmHg vs. 171 %
11 mmHg; p < 0,05).

N&o foi observada alteracdo na frequéncia cardiaca em nenhum dos

grupos deste estudo.
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Figura 13: Tracado original demonstrando a pressao arterial pulsatil (PAP),
pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) em um

animal representativo de cada grupo.
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Grafico 1 — Presséao arterial média basal dos grupos SHAM+SALINA, SHAM+CM-

Pressao Arterial Média

G, 2R1C+SALINA e 2R1C+CM-G. Os resultados foram expressos
como média * e.p.m. *p<0,05 vs. SHAM+SALINA; #p<0,05 vs.
2R1C+SALINA.

250 -

200 A

O 150 -

€ 1004

50 -

58



59

Grafico 2 — Frequéncia cardiaca dos grupos SHAM+SALINA, SHAM+CM-G,
2R1C+SALINA e 2R1C+CM-G. Os resultados foram expressos como
média * e.p.m.
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4.2 EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM CM-G NA SENSIBILIDADE DO
BARORREFLEXO DE ANIMAIS COM HIPERTENSAO RENOVASCULAR

De acordo com os dados tragados representativos (Figura 14) obtidos a
partir da avaliacédo do indice de sensibilidade do barorreflexo (ganho) pelo
método de Oxford modificado, também observados no Grafico 3, o ganho do
barorreflexo dos animais 2R1C+SALINA mostrou-se diminuido quando
comparado aos animais SHAM+SALINA (-1,30 = 0,10 vs. -2,59 = 0,17
bpm.mmHg™").

A administracédo oral de CM-G por 14 dias restaurou o ganho do
barorreflexo dos animais do grupo 2R1C+CM-G quando comparados aos
animais 2R1C+SALINA (-2,03 + 0,16 bpm.mmHg™', vs. -1,30 + 0,10 bpm.mmHg-
1),
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Figura 14 - Tragados representativos de um animal de cada grupo, ilustrando a
variagao da pressao arterial pulsatil (PAP), da pressao arterial média
(PAM) e da frequéncia cardiaca apés administracdo de fenilefrina
(8ug/kg, i.v.) e nitroprussiato de sédio (25ug/kg, i.v.). Setas pretas
representam a administragdo de fenilefrina; setas vazadas
representam a administragdo de nitroprussiato de sédio.
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Grafico 3 — Representacgéo grafica do ganho do barorreflexo de todos os grupos
determinado pelo método de Oxford modificado. Os resultados foram
expressos como média * e.p.m. *p<0,05 vs. SHAM+SALINA; #p<0,05
vs. 2R1C+SALINA.
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Resultado semelhante foi observado por meio da avaliagdo do ganho do
barorreflexo pelo método da analise de sequéncia (Grafico 4). Os valores do
grupo 2R1C+SALINA foram menores se comparados ao grupo SHAM+SALINA
(0.58 £ 0,08 vs. 1.48 + 0,04 ms/mmHg, respectivamente).

Assim como no resultado anterior, o tratamento oral com CM-G por 14
dias em animais com hipertensdo renovascular restaurou a sensibilidade do
barorreflexo espontaneo, se comparado aos resultados obtidos no grupo 2R1C

que recebeu apenas salina (1,32 £ 0,03 vs. 0.58 £ 0,08 ms/mmHg).

Grafico 4 — Representacgéo grafica do ganho do barorreflexo de todos os grupos
determinado pelo método de sequéncias. Os resultados foram
expressos como média * e.p.m.. *p<0,05 vs. SHAM+SALINA; #p<0,05
vs. 2R1C+SALINA.
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4.3 EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM CM-G SOBRE O TONUS
SIMPATICO DE ANIMAIS COM HIPERTENSAO RENOVASCULAR

Os tracados representativos da figura 15 mostram variagbes de PAP e
PAM apéds bloqueio ganglionar com hexameténio. No grafico 5 é possivel
observar que a queda da pressao arterial em resposta ao hexametonio foi maior
no grupo 2R1C+SALINA em relacao ao grupo SHAM+SALINA (-60 £+ 5 vs. -33
2 AmmHg; p < 0,05).

O tratamento oral com CM-G por 14 dias reduziu a variagao da PAM apds
bloqueio ganglionar com hexameténio em ratos com hipertensao renovascular
se comparado ao grupo 2R1C que recebeu apenas salina (-35 £ 3 AmmHg vs. -
60 £ 5 AmmHg; p < 0,05).
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Figura 15 — Tragados representativos de um animal de cada grupo, ilustrando a
variagao da pressao arterial pulsatil (PAP) e pressao arterial média
(PAM) ap6s administragcdo de hexameténio (30mg/kg, i.v.). As setas
vazadas representam o momento da administragdo do hexametdnio.

(7]
o
(52]

Q

=

(8]

+

(&)

-~

2 =

«

=

-

<

(/)]

+

(&)

2 =

N

Q

=

(8}

+

x 1=

X

[7)]

<

=

-

<

w

+

=

3 =

(/)]

65



Grafico 5 — Variagdo da pressdo arterial média (Amm Hg) apés administragao
intravenosa de hexametdénio (30mg/kg) em animais dos grupos
SHAM+SALINA, SHAM+CM-G, 2R1C+SALINA e 2R1C+CM-G. Os
resultados foram expressos como média * e.p.m. *p<0,05 vs.
SHAM+SALINA; #p<0,05 vs. 2R1C+SALINA.
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4.4 EFEITO DO TRATAMENTO ORAL COM CM-G SOBRE O COMPONENTE
DE BAIXA FREQUENCIA (LF) DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA DE
RATOS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

Os dados mostraram que os animais do grupo 2R1C+SALINA
apresentaram um aumento no componente de baixa frequéncia (LF) da presséao
arterial sistélica, um indice que representa a modulagéo da atividade vasomotora
simpatica (DEBOER et al., 1987), quando comparados ao grupo SHAM+SALINA
(9.16 + 0,52 mmHg? vs. 3,32 + 0,38 mmHg?; p < 0,05).

No grupo 2R1C+CM-G, os valores do LF apresentaram-se diminuidos
quando comparados ao grupo 2R1C+SALINA (6,23 + 0,46 mmHg2vs. 9.16 + 0,52
mmHg?%;, p < 0,05) (Gréfico 6). Estes dados complementam os resultados que
mostram a reducdo do ténus simpatico, por meio do bloqueio ganglionar com

hexameténio, em animais com hipertensdo 2R1C tratados CM-G.
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Grafico 6 — Alteragdes no componente de baixa frequéncia (LF) da analise

Componente de Baixa Frequéncia (LF)

espectral da pressao arterial sistélica (PAS) em animais dos grupos
SHAM+SALINA, SHAM+CM-G, 2R1C+SALINA e 2R1C+CM-G. Os
resultados foram expressos como média * e.p.m.; *p<0,05 vs.
SHAM+SALINA; #p<0,05 vs. 2R1C+SALINA.
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4.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM CM-G VIA ORAL NA REATIVIDADE
VASCULAR DE RATOS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

No grafico 7A observa-se a curva de vasoconstricdo induzida pela
administracdo de concentragdes cumulativas de FEN nos anéis mesentéricos
isolados de ratos normotensos e hipertensos que receberam ou ndo a CM-G
durante 14 dias por via oral. O grupo 2R1C+SALINA apresentou maior
porcentagem de contragdo maxima quando comparado ao grupo
SHAM+SALINA (Emax: 126,6 £ 2,9% vs. 95,2 + 5,49%, respectivamente). O
tratamento com CM-G reduziu o efeito contraturante maximo induzido pela FEN
em animais hipertensos quando comparado ao 2R1C tratado apenas com salina
(Emax: 90,2 + 8,54 vs. 126,6 + 2,9%) (Grafico 7B).

Grafico 7 — A. Curva de contragdo em resposta a administragcao de concentragoes
cumulativas de fenilefrina (FEN) em anéis mesentéricos de animais
normotensos e hipertensos tratados ou ndo com carboximetil-
glucana (CM-G) durante 14 dias por via oral. B. Efeito maximo de
contragdo promovido pela FEN em animais normotensos e
hipertensos tratados e nao tratados com CM-G. *p<0,05 vs.
SHAM+SALINA; #p<0,05 vs. 2R1C+SALINA.
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No grafico 8A observa-se a curva de vasorrelaxamento induzida pelo
NPSnos anéis mesentéricos isolados de ratos normotensos e hipertensos que
receberam ou ndao a CM-G durante por 14 dias por via oral. O grupo
2R1C+SALINA apresentou redugao no efeito maximo produzido pelo NPS
quando comparado com o grupo SHAM+SALINA (Emax: 94.3 £5,34 vs. 121,8
16,8%, respectivamente). O tratamento com CM-G melhorou o efeito maximo
relaxante induzido pelo NPS em animais hipertensos quando comparados ao
grupo 2R1C tratado apenas com salina (Emax: 127,2 + 8,2 vs. 94.3 + 5,34)
(Gréfico 8B).

Grafico 8 — A. Curva de relaxamento em resposta a administragcdo de
concentragdes cumulativas de nitroprussiato de sédio (NPS) em
anéis mesentéricos de animais normotensos e hipertensos
tratados ou ndo com carboximetil-glucana (CM-G) durante 14 dias
por via oral. B. Efeito maximo de relaxamento promovido pelo NPS
em animais normotensos e hipertensos tratados e nao tratados
com CM-G. *p<0,05 vs. SHAM+SALINA; #p<0,05 vs. 2R1C+SALINA.
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No Grafico 9A observa-se que a curva de vasorrelaxamento produzida
pela ACh em anéis de artéria mesentérica superior isolada dos animais
normotensos e hipertensos tratados ou hdao com CM-G. O grupo 2R1C+SALINA
apresentou prejuizo no perfil de relaxamento produzido pela ACh com efeito
maximo reduzido quando comparado com o grupo SHAM+SALINA (Emax: 68,3
+10,44 vs. 103,2 £ 2,51%, respectivamente). Os anéis isolados de animais 2R1C
tratados com CM-G apresentaram uma melhoria no perfil de relaxamento
induzido pela ACh em animais 2R1C tratados quando comparados ao grupo
2R1C tratado apenas com salina (Emax: 99.18 £ 4,57 vs. 68,3 + 10,44) (Grafico
9B).

Grafico 9 - A. Curva de relaxamento em resposta a administracdo de
concentragdes cumulativas de acetilcolina (ACh) em anéis
mesentéricos de animais normotensos e hipertensos tratados ou nao
com carboximetil-glucana (CM-G) durante 14 dias por via oral. B.
Efeito maximo de relaxamento promovido pela ACh em animais
normotensos e hipertensos tratados e nao tratados com CM-G.
*p<0,05 vs. SHAM+SALINA; #p<0,05 vs. 2R1C+SALINA.
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4.6.EFEITO DO TRATAMENTO COM CM-G VIA ORAL NO ESTRESSE
OXIDATIVO SERICO DE RATOS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

No ensaio de reagdo ao TBA, a concentracao de MDA é utilizada como
indicador do estresse oxidativo sistémico. O MDA foi medido de amostras de soro
obtidos do sangue dos animais utilizados neste trabalho. Como observadono
Grafico 4, o grupo 2R1C+SALINA apresentou maiores concentracées de MDA
quando comparado ao SHAM+SALINA (21,82 £ 1,27 vs. 12,12 £ 0,95 nmol/mL, p
< 0,05), sugerindo um maior estresse oxidativo sérico na hipertensado renovascular.
O tratamento oral durante 14 dias com CM-G foi capaz de causarreducéo nas
concentracbées de MDA nos animais hipertensos quandocomparado ao grupo
2R1C tratado apenas com salina (14,62 £ 0,93 vs. 21,82 £1,27 nmol/mL, p < 0,05).
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Grafico 10 - Estresse oxidativo sérico em animais normotensos e hipertensos
tratados ou ndo com carboximetil-glucana (CM-G) durante 14 dias por
via oral. *p<0,05 vs. SHAM+SALINA; #p<0,05 vs. 2R1C+SALINA.
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5. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou, de forma inédita, que o tratamento oral com CM-
G por 14 dias foi capaz de reduzir a pressao arterial e melhorar a sensibilidade
do barorreflexo de animais com hipertensao renovascular, beneficios esses que
parecem estar relacionados com a reducgao do ténus simpatico. Além do mais,
este mesmo tratamento reduziu a reatividade vascular e os niveis séricos de
malondialdeido, um importante biomarcador utilizado na avaliagado do estresse

oxidativo, em animais hipertensos.

O modelo de hipertensao renovascular 2R1C descrito por Goldblatt e
adaptada por Shaffenburg para animais de pequeno porte € um modelo
amplamente estabelecido e empregado no estudo da estenose da artéria renal
e da hipertensao renovascular (GOLDBLATT et al., 1934; SCHAFFENBURG,
1959). Esse modelo fornece um método clinico relevante e reprodutivel de
hipertensao sistémica, exibindo respostas fisiolégicas no qual o rim submetido
ao processo estendtico parcial forgado, pela implantagédo do clipe de prata,
apresenta uma atrofia progressiva, enquanto o outro rim aumenta de tamanho
(GUAN et al., 1992; CHENG et al., 2009; SANTUZZI et al., 2015). Assim como
na doenca renovascular, o modelo 2R1C promove uma elevacgéo da atividade do
sistema SRAA, na qual a cascata de eventos comega com aumento da secregéao
de renina a partir do rim clipado levando ao aumento da angiotensina Il circulante
(PLOTH, 1983; NAVAR et al., 1998; OLIVEIRA-SALES et al., 2016).

Nossos resultados mostraram que seis semanas apds a cirurgia para o
implante dos clipes de prata houve um aumento da pressao arterial média nos
animais hipertensos (submetidos a indugdo da hipertensdo 2R1C) quando
comparado aos animais normotensos (Figura 13; Grafico 1). Assim como outros
estudos, que mostraram a redugéo da presséo arterial em animais hipertensos
frente a um tratamento antioxidante de forma aguda (COSTA et al., 2009;
GUIMARAES et al., 2012; MENGAL et al., 2016), o presente trabalho sugeriu
que o tratamento com CM-G pode ser eficaz na reducao da PA na hipertensao
renovascular. Este achado é particularmente relevante, ja que parte dos estudos

que utilizam terapia antioxidante na hipertensao encontrados na literatura,
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mostram redugdo na PA apenas apds trés ou quatro semanas de tratamento
ininterrupto (ALVES et al., 2015; QUEIROZ et al., 2012).

Um dos principais mecanismos que envolvem o controle e a manutencgao
da pressao arterial é o barorreflexo (GRASSI et al., 1998). Os barorreceptores,
localizados no arco aodrtico e no seio carotideo, detectam mudancgas na pressao
arterial, levando a ajustes autonémicos (MALPAS et al., 1997; KANBAR et al.,
2007; SALGADO et al., 2007). Na hipertensao, a sensibilidade do barorreflexo
encontra-se alterada, impedindo esse controle refinado na pressao arterial a
nivel autonémico (GAO et al., 2002; NAGAI et al., 2003; MARTINKA et al., 2005).
O modelo experimental de hipertensdo 2R1C tem como uma de suas
caracteristicas o aumento do estresse oxidativo, disfuncdo autondmica e
reducdo na sensibilidade do barorreflexo (HEITZER et al. 1999). Nosso estudo
mostrou que o tratamento com CM-G restaurou a sensibilidade do barorreflexo
em animais com hipertensao renovascular (Figura 14; Grafico 3; Grafico 4).
Apesar de nao haver mecanismo de agao claro para justificar este resultado,
considerando a eficacia de terapias antioxidantes na melhoria da sensibilidade
do barorreflexo em modelos de hipertensao dependentes de Ang Il (BOTELHO-
ONO etal., 2011; QUEIROZ et al., 2012; MENDES-JUNIOR et al., 2013; ALVES
et al., 2015), é pertinente sugerir que nosso resultado tenha sido obtido pelo
efeito antioxidante do tratamento oral com CM-G. N&o foi observado efeito na
sensibilidade do barorreflexo de animais normotensos, corroborando com dados
de outros estudos com terapia antioxidante (LI et al., 1996; PICKERING et al.,
2008). Este resultado sugere que o uso de antioxidantes na auséncia de estresse

oxidativo pode nao ter influéncia na sensibilidade do barorreflexo.

No SNC, as espécies reativas de oxigénio possuem um importante papel
na modulagao da atividade simpatica e na PA de animais hipertensos, sugerindo
que o estresse oxidativo pode contribuir na neuropatogénese da hipertensao
(MALPAS, 2010; CHAN & CHAN, 2014). Em 1983, Faber & Brody ja relatavam
aumento do ténus simpatico no modelo de hipertensdao 2R1C; outros estudos
mostram elevacao de receptores adrenérgicos na vasculatura entre a 4% e 62
semana apos implantagéo do clipe de prata (MCELROY; ZIMMERMAN.1989;
NAKADA et al.,, 1996). Neste estudo, o tratamento com CM-G resultou na
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diminuicao do ténus simpatico de animais com hipertensao renovascular (Figura
15; Grafico 5). No entanto, estudos complementares se fazem necessarios para
avaliar se a reducdo da hiperatividade simpatica se da por consequéncia da
melhoria da sensibilidade do barorreflexo ou se o tratamento com CM-G pode
atuar como terapia antioxidante diretamente na rede neuronal envolvida no
controle simpatico (HUBER & SCHREIHOFER, 2010).

No intuito de explorar esta redugdo do ténus simpatico em animais
tratados com CM-G, avaliamos o componente de baixa frequéncia (LF) da
pressao arterial sistélica por meio da analise espectral, um indice amplamente
aceito na avaliagcdo da modulacdo simpatica da pressao arterial (INOUE et al.,
1991). Os animais 2R1C apresentaram aumento do componente LF quando
comparados ao grupo SHAM (Grafico 6). Estes dados sdao semelhantes aos
achados de Oliveira-Sales e colaboradores (2014), que relatam um aumento
consideravel de LF por volta da quarta semana apds implantagéo do clipe de
prata, indicando elevada atividade simpatica vasomotora. Assim como na
avaliagdo do ténus simpatico utilizando protocolo com hexameténio, sob as
mesmas condi¢cdes experimentais, a analise espectral sugeriu que o tratamento
com CM-G reduz a atividade simpatica em animais com hipertensdo

renovascular.

O aumento na atividade simpatica estd intimamente relacionado a
mudancas na reatividade vascular, o que contribui para a progresséo da
hipertensdo. O aumento na pressao arterial, desencadeado pelo aumento da
producao e liberagao de Ang Il local no SNC, pode levar, entre outros efeitos, ao
aumento da resisténcia vascular periférica (ALLEN et al., 2000; HUBER et al.,
2017; CARVALHO-GALVAO et al., 2018). Nas células do musculo liso vascular,
a Ang Il induz ativacdo da NADPH oxidase, elevando os niveis e espécies
reativas de O2, em particular do anion superoxido, que, em excesso, pode
aumentar a concentracgao intracelular de Ca?* e, consequentemente, os eventos

contrateis no musculo liso vascular (TOUYZ et al., 2003).

No presente estudo, a reatividade vascular de animais com hipertensao
renovascular 2R1C mostrou-se alterada, corroborando com estudos prévios
(CASTRO et al., 2012; MENDES-JUNIOR et al., 2013). Na curva dose-resposta
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a FEN, um agonista do receptor a1 adrenérgico, nossos resultados mostraram
que a capacidade de contracdo se encontra aumentada em ratos hipertensos
(Grafico 7A e 7B). O aumento da reatividade vascular a fenilefrina pode ser
atribuido ao remodelamento vascular, caracteristico da hipertensao, levando a
uma redugao do fator relaxante do endotélio e do NO, além de uma expressao
aumentada de proteinas e receptores relacionados a contragdo no musculo liso
(INTENGAN & SCHIFFRIN, 2001; MULVANY, 2008). Neste estudo, o tratamento
com CM-G durante 14 dias normalizou a contracdo induzida por FEN em animais
com hipertensao. Apesar do mecanismo pelo qual a CM-G induz a normalizagao
da reatividade vascular a este agente constritor ainda ser desconhecido, este
resultado pode estar associado a reducao do estresse oxidativo causado pela
glucana, aumentando a biodisponibilidade do NO e do fator relaxante do

endotélio.

A fim de avaliar a capacidade de relaxamento em resposta ao NO, sem a
interferéncia de NO endogeno, realizamos uma curva dose-resposta com
nitroprussiato de sédio, um classico doador de 6xido nitrico, em anéis de artéria
mesentérica sem endotélio de ratos. Nestas condi¢cbes, observamos uma
reducdo na capacidade vasorrelaxante de animais hipertensos em resposta ao
NO. No entanto, o tratamento oral com CM-G restaurou a capacidade de

vasorelaxamento em animais 2R1C (Grafico 8A e 8B).

Diversos estudos mostram que a alteragdo da reatividade vascular
durante a hipertensao renovascular acontece principalmente pela diminuicdo da
biodisponibilidade de NO, o que pode ser observado na atenuacdo do
vasorrelaxamento induzido pela administracao de ACh, um agonista do receptor
muscarinico para acetilcolina (ARRUDA et al. 2005; OLIVEIRA et al 2009;
STANKEVICIUS et al. 2002). Neste estudo, foi observada esta atenuacéo do
vasorrelaxamento no grupo hipertenso sem tratamento quando realizada uma
curva dose-resposta para ACh em anéis de artéria mesentérica com endotélio
de ratos, demonstrando comprometimento do endotélio durante a hipertensao
renovascular, podendo estar relacionado ao aumento do estresse oxidativo
dependente de Ang Il (Grafico 9A e 9B). O mecanismo pelo qual o tratamento

com CM-G restaura o vasorrelaxamento induzido por ACh também pode estar
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relacionado ao seu efeito antioxidativo, reduzindo as espécies reativas de
oxigénio.

Ao longo dos ultimos anos, estudos mostram que polissacarideos com
origem a partir de leveduras, como a Saccharomyces cerevisiae possui grande
capacidade de reducao de radicais livres, sendo extensamente explorada como
potencial antioxidante (XU et al., 2009; WANG et al., 2014). A peroxidagao
lipidica mediada por EROs tem sido relacionada a fisiopatologia de varias
doengas. O malondialdeido é um produto da peroxidagédo lipidica, sendo
amplamente utilizado como uma medida de producado de radicais livres e,
portanto, obtendo-se dessa forma uma espécie de indice de peroxidagéo. Os
resultados deste estudo mostraram um aumento na concentracédo de MDA no
plasma de animais hipertensos nao tratados (Grafico 10), corroborando com
dados semelhantes que comprovam o aumento e a influéncia das EROs neste
modelo, provavelmente em decorréncia da ativacdo do eixo renina-
angiontensina-aldodosterona (MENDES-JUNIOR et al., 2013; GOMEZ &
VELARDE, 2018).

Nosso estudo demonstrou, de forma inédita, que o tratamento oral com
CM-G em animais com hipertensao renovascular foi capaz de reduzir o estresse
oxidativo sérico, quando comparado aos animais hipertensos nao tratados
(Grafico 10). Experimentos realizados pelo nosso grupo de pesquisa
demonstraram ao longo dos ultimos anos os efeitos benéficos promovidos pela
administracdo das mais diversas moléculas com potencial antioxidante em ratos
hipertensos, levando a reducao da pressao arterial e melhoria na sensibilidade
do barorreflexo, resultados esses também observados no presente estudo
(BOTELHO-ONO et al, 2011; GUIMARAES et al, 2012; MENDES-JUNIOR et al,
2013).

Acredita-se que derivados soluveis de B-glucanas, incluindo a CM-G,
administrados oralmente, sao absorvidos através das paredes do trato
gastrointestinal, alcangcando a circulagéo sistémica e exercendo seus efeitos
antioxidantes (RICE et al., 2005; ARAUJO et. al., 2015; VETVICKA et al., 2015).
Em relacdo a este efeito antioxidante, a carboximetilacdo da B-glucana, que geraa

CM-G, substitui grupos hidroxila da molécula original, potencializando seus
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efeitos, fazendo com que grupos carboximetila sejam capazes de doar muito
mais elétrons em comparagao ao grupo hidroxila, causando reducéo das EROs
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984; RICE et al., 2005).

Resumidamente, nossos dados mostram que o tratamento oral agudo
com CM-G reduziu a pressao arterial e restaurou a sensibilidade do barorreflexo
via reducdo do ténus simpatico, além de normalizar a reatividade vascular em
reduzir o estresse oxidativo em animais com hipertensao experimental 2R1C. De
fato, o sitio de agdo pelo qual a terapia com CM-G produz seus efeitos a fim de
melhorar a hipertensdo permanecem desconhecidos. No entanto, identificamos
um novo composto com atividades moduladoras e antioxidantes inéditas e sua

relacdo com a hipertenséo renovascular dependente de Ang |l.
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TRV027 is a biased agonist for the Angiotensin (Ang)-Il type 1 receptor (AT,R), able to recruit
[-arrestin 2 independently of G-proteins activation. -arrestin activation in the central ner-
vous system (CNS) was suggested to oppose the effects of Ang-Il. The present study eval-
uates the effect of central infusion of TRV027 on arterial pressure (AP), autonomic function,
baroreflex sensitivity (BRS), and peripheral vascular reactivity. Spontaneously hypertensive
(SH) and Wistar Kyoto (WKY) rats were treated with TRV027 for 14 days (20 ng/h) deliv-
ered to the lateral ventricle via osmotic minipumps. Mechanistic studies were performed in
HEK293T cells co-transfected with AT;R and Ang converting enzyme type 2 (ACE2) treated
with TRV027 (100 nM) or Ang-Il (100 nM). TRV027 infusion in SH rats (SHR) reduced AP (~20
mmHg, P<0.05), sympathetic vasomotor activity (AMAP =—47.2 + 2.8 compared with —64
+ 5.1 mmHg, P<0.05) and low-frequency (LF) oscillations of AP (1.7 + 0.2 compared with
5.8 + 0.4 mmHg, P<0.05) compared with the SHR control group. TRV027 also increased
vagal tone, improved BRS, reduced the reactivity of mesenteric arteries to Ang-Il and in-
creased vascular sensitivity to phenylephrine (Phe), acetylcholine, (ACh), and sodium nitro-
prusside (SNP). Invitro, TRV027 prevented the Ang-ll-induced up-regulation of ADAM17 and
in contrast with Ang-Il, had no effects on ACE2 activity and expression levels. Furthermore,
TRV027 induced lesser interactions between AT{R and ACE2 compared with Ang-ll. To-
gether, these data suggest that due to its biased activity for the p-arrestin pathway, TRV027
has beneficial effects within the CNS on hypertension, autonomic and vascular function,
possibly through preserving ACE2 compensatory activity in neurones.

Introduction

Arterial hypertension is an important health problem worldwide of difficult treatment due to the com-
plexity of its underlying mechanisms. Diverse endogenous molecules are involved in the (dys)regulation
of blood pressure (BP), including the renin-angiotensin (Ang)-aldosterone system (RA AS), whose imbal-
anceis involved in the pathogenesis of hypertension [1,2]. Besides the peripheral effectsinduced by Ang-I1
[3], it was established that the hypertensive effects induced by circulating Ang-II are partly mediated by

the central nervous system (CNS) [4].

1513

101



2018 — Frontiers in Physiology — IF 3,39 (A2) — fruto de parte dos resultados
apresentados nesta tese

ORIGINAL RESEARCH

’frms rbished: 23 May 2018
in Physiology Joi: 10,3389 hys. 201 8 00807

S

OPEN ACCESS

Edited by:
Eduardo Colombar,

Universtiacle Estactal Paclista Jolo
de Mesquta Ao QUNESP), Braall

Reviewed by:

Marl Carddaso Martins -Pinge,
Univarsidade Estactal de Londning,
Beazl

OVt Grisk,

Universty of Geilswatd, Gerrmary

*Correspondence:
Valdr A, Braga
valdricbo . uipb br

Specialty section:

This ar¥cle was sbmited b
Integrasve Physiology,

0 secion of the jourmal
Frontiors in Py siology

Recelved 12 Mach 2018
Accepted: (04 May 2018
Published: 23 May 2018

Citation:

Carvaiho-Gavilo A Gageha DDA,
de Brto Aves JL, Khan BA,
Castro-Gomes AM, Crue JC,
Mugnard M and Braga VA (2018) A
Nawly lsolited Carboxymetind Glucan
M G) Restores Deprossed
Baroreflax Senaltivty in Renovascular
Hyperternave Rats

Front. Physicd 9607,

ol 10.338Mptya. 20 1800607
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Carboxymethyl-Glucan (CM-G)
Restores Depressed Baroreflex
Sensitivity in Renovascular
Hypertensive Rats
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This study was designed to investigate the effects of a newly synthesized
carboxymethyl-glucan (CM-G) on blood pressure (BF), baroreflex sensitivity (BRS)
and sympathetic vascular modulation in renovascular hypertensive rats, Male Wistar
rats were divided into four groups: Sham (n = 10); 2K1C (subjected to rena artery
clipping to induce renovascular hypertension, n = 10); Sham + CM-G (treated with
CM-G, n = 7) and 2K1C + CM-G (treated with CM-G, n = 7). The daily treatment
with CM-G (40 mg/kg) was performed for 2 weeks. Blood pressure, heart rate
(HR), systolic BP variability, baroreflex sensitivity (BRS) and sympathetic vascular tone
were evaluated, After six weeks of renal artery clipping, 2K1C rats exhibited arterial
hypertension (171 &+ 11 vs, 118 & 4 mmHg, p < 0.05), impaired BRS (-1.30 + 0.10
vs, -2.59 £ 0.17 bpm.mmHg-1, p < 0.05) and enhanced sympathetic activity as
shown by the hexamethonium test (—60 + 5 vs. —33 + 2 AmmHMg, p < 0.05) when
compared to sham rats, Oral administration of CM-G in renovascular hypertensive rats
reduced hypertension (126 + 4 vs. 171 £ 11 mmHg, p < 0.05) and improved the
BRS (-2.03 + 0.16 vs. —1.30 + 0.10 bpm.mmHg~', p < 0.05) in 2K1C rats when
compared to placebo. Those effects seem to be caused by a eduction in sympathetic
activity, The present studly revealed for the first time that CM-G treatment reduces arterial
hypertension and restores arterial baroreflex sensitivity via a reduction in the sympathetic
tone in conscious renovascular hypertensive rats.

y hypertensi w» over:

senuitivity, carboxymethyl-glucan

Abbreviations: ANG I1, Anglotensin [1; BRS, Baroreflex sensitivity, BP, Blood pressure; CM -G, Carboxymethyl glacan HR,
Heart rate; LE Low-frequency: MAF, Mean arterial pressure; PAP, Pulsatile arterial pressure; ROS, Reactive oxygen specles;
SHBRS, Spont b 1 viSAF Systolic arterial presure; 2K1C, Two-kidney one-clip
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1. Introduction

ABSTRACT

Rationale: Development and progression of cardiovascular diseases, including hypertension, are often associated
with impaired nitric oxide synthase (NOS) function and nitric oxide (NO) deficiency. Current treatment stra-
tegies to restore NO bioavailability with organic nitrates are hampered by undesirable side effects and devel-
opment of tolerance, In this study, we eval d NO release bility and cardi ular effects of the newly
synthesized organic nitrate 1, 3-bis (hexyloxy) propan-2-yl nitrate (NDHP).

Methods: A combination of in vitro and in vivo approaches was utilized to assess acute effects of NDHP on NO
release, vascular reactivity and blood pressure. The therapeutic value of chronic NDHP treatment was assessed in
an experimental model of angiotensin [I-induced hypertension in combination with NOS inhibition.

Ruulu NDHP medhv.u l\O formation in both cell-free system and small resistance lnula. l process which ls

d NDHP-induced v tion is endothel D and

by r\O release and modulation of p ch ls. Reduction of blood p following acute intr
infusion of NDHP was more pmnounced in hypertensive rats (two- klduey-o'ae clip model) th in normotensive
h d rats. Toxicological tests did not reveal any harmful effects following treatment with high doses of
NDHP. thlly, chronic treatment with NDHP significantly attenuated the development of hypertension and
endothelial dysfunction in rats with chronic NOS inhibition and angi: 11 infusi

Conclusion: Acute treatment with the novel organic nitrate NDHP Increases NO formation, which is associated
with vasorelaxation and a significant reduction of blood pressure in hypertensive animals. Chronic NDHP

the progression of hypertension and endothelial dysfunction, suggesting a potential for

therapeutic applications in cardiovascular disease.

regulating arterial blood pressure in several ways, including relaxation
of vascular smooth muscle cells, inhibition of platelet aggregation,

Ai

Arterial hypertension is a
factorial etiology that involves functlonal alterations of the vascular,
renal and central nervous systems [1-3]. Of note, hypertension is clo-
sely related to endothelial dysfunction mainly attributed to reduced
nitric oxide (NO) bioavailability in the vascular wall [4,5] and in-
creased oxidative stress, resulting in chronic and abnormal increase in
vascular resistance [6],

NO is considered as the main endothelium-derived relaxing factor

* Corresponding author.
E-mail address: Mattias Carlstrom@ki.se (M. Caristrom).
* Equal contribution.

https://dol.org/10.1016/j.redox.2017.12.004

ative of multi- smooth muscle cell replication and neuronal communication [7-10].

This lipid soluble gas is synthesized from L-arginine by the action of NO
synthases (NOS) [11,12]. NO exerts its biological action on the vascular
smooth muscle by activating soluble guanylate cyclase (sGC), leading to
increased intracellular cyclic guanosine monophosphate (cGMP) levels,
which in turn activates protein kinase G (PKG), thus mediating vaso-
dilation [13]. In addition to modulating the sGC-cGMP-PKG pathway,
NO may also directly activate K~ channels; including calcium-

Received 9 October 2017; Received in revised form 30 2017; Accepted 6 D

2017

Availeble online 11 December 2017

2213-2317/ © 2017 Published by Elsevier B.V, This is an open access article under the OC BY-NC-ND license (http://creativecommons,org/licenses/BY-NC-ND/4.0/),
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Maternal dyslipidaemia is a predisposing factor for arterial hypertension in male rat
offspring at adulthood. This study was designed to investigate the short- and long-
term effects of maternal dyslipidaemia on blood pressure (BP) and baroreflex control
in male rat offspring. Animals were obtained from mothers who received a dyslipidae-
mic (DLP, n = 7) or control (CTL, n = 7) diet during pregnancy and lactation. At 30 and
90 days of age, arterial pressure (AP), heart rate (HR) and baroreflex function were
evaluated. In addition, spectral analysis of the systolic AP, diastolic AP, mean AP, HR,
and spontaneous baroreflex were assessed. Data were expressed as mean = SEM and
Student's t-test was used for comparison among groups, with statistical significance
considered to be P < .05. At 30 days of age, male offspring had similar BP, HR and
preserved baroreflex sensitivity. In addition, low frequency (LF) oscillation, high fre-
quency (HF) oscillation and LF/HF ratio of AP and HR were similar in juvenile rats. At
90 days of age, male offspring from dyslipidaemic dams had augmented BP (P < .05)
when compared to CTL group. Adult male rats from dyslipidaemic dams had a re-
duction in baroreflex control (P < .05) in comparison to CTL rats. The present study
indicates that offspring from dams fed on a dyslipidaemic diet during pregnancy and
lactation do not show alteration in blood pressure and baroreflex control in early life,
but display a decline in baroreflex control and hypertension in adulthood.

KEYWORDS
arterial hypertension, baroreflex sensitivity, maternal dyslipidaemia

and/or lactation can be recognized as a period of life favourable to
increased lipid profile in serum,5 the dyslipidaemia effects on the

Nutritional insults during pregnancy and/or lactation phases increase
the risk in offspring for future arterial hypertension.*® Maternal dys-
lipidaemia is a condition characterized by high levels of total cho-
lesterol (TC), triacylglycerol (TAG), low-density lipoprotein (LDL)
and decreased high-density lipoprotein (HDL).* Although pregnancy

offspring are poorly understood.

We have developed a maternal diet-induced dyslipidaemic model
in rats, characterized by increased serum levels of total cholesterol,
LDL-cholesterol, and triacylglycerol, reduced HDL-cholesterol and
compromised glucose tolerance and insulin sensitivity in dams.

Clin Exp Pharmacol Physiol. 2020;47:27-37.

wileyonlinelibrary.com/journal/cep

© 2019 John Wiley & Sons Australia, Ltd | 27
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Central Inhibition of Tumor Necrosis
Factor Alpha Reduces Hypertension
by Attenuating Oxidative Stress in
the Rostral Ventrolateral Medulla in
Renovascular Hypertensive Rats

Alynne Carvalho-Galvéo', Drielle D. Guimarédes'?, José L. De Brito Alves®* and
Valdir A. Braga'**

' Biotechnoiogy Center, Federal University of Paralba, Jodo Pessoa, Brazi, ? Department of Physiology and Pharmacoiogy,
Karolinsica institute, Stockhoim, Sweden, * Department of Nutnition, Health Sciences Center, Federal University of Paralba,
Jo#o Pessoa, Brazll

Inflammation in the central nervous system is being considered a key player linked
to neurogenic hypertension. Using combined in vivo and in vitro approaches, we
investigated the effects of central inhibition of TNF-a on blood pressure, sympathetic
tone, barorefiex sensitivity, and oxidative stress in the rostral ventrolateral medulla
(RVLM) of rats with 2-kidney-1-clip (2K1C) renovascular hypertension. Continuous
infusion of pentoxifyline, a TNF-a inhibitor, into the lateral ventricle of the brain for
14 consecutive days reduced blood pressure and improved baroreflex sensitivity
in renovascular hypertensive rats. Furthermore, central TNF-a inhibition reduced
sympathetic modulation and blunted the increased superoxide accumulation in the
RVLM of 2K1C rats. Our findings suggest that TNF-a play an important role in the
maintenance of sympathetic vasomotor tone and increased oxidative stress in the RVLM

Valdir A, Braga
valdr@cbiotec.ufob.br  during renovascular hypertension.
S; y yp TNF-a, sympathetic nervous system, superoxide, baroreflex,

This article was submittedto  Proinflammatory cytokines

Integrative Physioiogy,

a section of the jounal

Frontiers in Prysiocgy  INTRODUCTION

Received: 08 January 2019
Accepted: 08 Apri 2079 Renovascular hypertension is characterized by the stenosis of one or two renal artery and is
Published: 30 April 2019 considered a secondary form of hypertension. Classical experiments performed by Goldblatt et al.
citation:  (1934) demonstrated that the stenosis of one kidney induces massive renin release, leading to the
Carvaho-Gavo 4,  activation of the renin-angiotensin-system. Studies by your group and others have documented that
Guimardes DD, De Brito Aves JLand ~ angiotensin-II (Ang-II) acting on the central nervous system is a key player in the development of

Braga VA (2019) Central Inhibitionof  the disease (Oliveira-Sales et al., 2010; Botelho-Ono et al., 2011; Burmeister et al., 2011).

Tumor Necrosis Factor Alpha It is well documented that inflammation in cerebral blood vessels induced by Ang-II plays a
Reduces Hypertension by Aftenuating  y e role in the early stages of arterial hypertension (Winklewski et al,, 2015). Circulating Ang-
meﬁmmg;m I aFﬁvates leukocyl9§ that produce proinﬂammatory cytokines suc.h as II:-I B, IL-6, and TNFta

Hypertensive Rats.  (Shi et al,, 2010; Waki et al,, 2011). TNF-u plays an important role in the immune system and in

Front. Physiol, 10:491.
dol: 10.3389/1phys.2019,00491

Frontiers in Physiciogy | www.frontiersin.org 1

the propagation of inflammation. Moreover, via its TNFR1 receptor, TNF-a can directly induce
oxidative stress by the activation of reactive oxygen species (ROS)-producing enzymes, such as
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Dietary Nitrate Reduces Blood Pressure in Rats With
Angiotensin II-Induced Hypertension via Mechanisms That
Involve Reduction of Sympathetic Hyperactivity
Drielle D. Guimarées,* Josiane C. Cruz,* Alynne Carvalho-Galvdo, Zhengbing Zhuge,

Stefanne M. Marques, Lara M. Naves, A. Erik G. Persson, Eddie Weitzberg, Jon O. Lundberg,
Camille M. Balarini, Gustavo R. Pedrino, Valdir A. Braga,* Mattias Carlstrom*

Abstract—Several experimental and clinical studies have shown that dietary nitrate supplementation can increase nitric

oxide bioavailability. In the oral cavity, commensal bacteria reduce nitrate to nitrite, which is subsequently absorbed into
the circulation where reduction to nitric oxide by enzymatic systems occur. Although it is well-known that boosting the
nitrate-nitrite-nitric oxide pathway can improve cardiovascular, renal, and metabolic functions and that sympathoexcitation
contributes to the development of the same disorders, the potential effects of dietary nitrate on sympathetic activity
remain to be elucidated. In this study, we hypothesized that treatment with inorganic nitrate could prevent the increase in
sympathetic nerve activity in an experimental model of Ang II (angiotensin II)-induced hypertension. Multiple in vivo
approaches were combined, that is, Wistar rats orally treated with the nitric oxide synthase inhibitor L-NAME (N(G)-nitro-
L-arginine methyl ester, 0.5 g/L) and implanted with subcutaneous osmotic minipump for continuous delivery of Ang II
(120 ng/kg per minute; 14 days). Simultaneously, rats were supplemented with sodium nitrate (10 mmol/L) or placebo
(sodium chloride; 10 mmol/L) in the drinking water. Blood pressure, heart rate, and renal sympathetic nerve activity
were recorded. In placebo-treated rats, Ang II+L-NAME treatment—induced arterial hypertension, which was linked
with reduced spontaneous baroreflex sensitivity and increased renal sympathetic nerve activity, as well as upregulation
of AT Rs (Ang II type-1 receptors) in the rostral ventrolateral medulla. Supplementation with nitrate normalized the
expression of AT Rs in rostral ventrolateral medulla and reduced sympathetic nerve activity, which was associated with
attenuated development of hypertension. In conclusion, chronic dietary nitrate supplementation blunted the development
of hypertension via mechanisms that involve reduction of sympathetic outflow. (Hypertension. 2019;73:839-848. DOI:
10.1161/HYPERTENSIONAHA.118.12425.) ® Online Data Supplement

Key Words: angiotensin II ® blood pressure ® hypertension ® kidney ® nitric oxide ® sodium nitrate
B sympathethic activity

ypertension is a chronic multifactorial disorder related clinically available. However, the tolerance phenomenon is a

to metabolic, renal, endothelial, and brain dysfunctions.!
Emerging evidence suggests that increased sympathetic nerve
activity (SNA) can promote or accelerate the development
of hypertension and cardiac hypertrophy, and therefore in-
crease the risk of adverse complications.>* Nitric oxide (NO)
is a signaling molecule that plays a fundamental role in the
central and peripheral control of the cardiovascular system
and reduced NO bioavailability has been associated with en-
dothelial dysfunction and hyperexcitation of the sympathetic
nervous system.*® Thus, different therapeutic strategies to in-
crease NO bioavailability have been proposed and tested.® Of
note, organic nitrates represent the oldest class of NO donors

limiting factor to their clinical use, which reinforces the neces-
sity of new approaches that lack those undesirable effects.”®
Several preclinical and clinical studies support the idea that
supplementation with novel organic®"® and inorganic nitrate
(NO;)""* have beneficial effects on cardiovascular diseases,
including hypertension, by increasing NO bioavailability.
Inorganic NO,", which is highly abundant in our diet especially
in green leafy vegetables, is initially reduced to nitrite (NO,")
in the oral cavity by commensal bacteria, and further reduced
to NO and other bioactive nitrogen species in the acidic envi-
ronment of the stomach.'*'® In addition, NO," can be absorbed
in the intestines and converted to NO and other bioactive

Received November 25, 2018; first decision December 9, 2018; revision accepted January 13, 2019.
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The new organic nitrate 2-nitrate-1,3-diocthanoxypropan (NDOP) induces
nitric oxide production and vasorelaxation via activation of inward-rectifier
potassium channels (Kr)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Introduction: Cardiovascular diseases are coupled to decreased nitric oxide (NO) bioavailability, and there is a
Organic nitrate constant search for novel and better NO-d Here we synthesized and ch ized the cardiovascular ef-

Nitric oxide donor
K* channels
Xanthine oxireductase

fects of the new organic nitrate 2-nitrate-1,3-dioctanoxypropan (NDOP).

Methods: A combination of in vitro and in vivo experiments was performed in C57BL/6 mice and Wistar rats. Thus,
the ability of NDOP in donating NO in a cell-free system and in vascular smooth muscles cells (VSMC) and its
ability to induce vasorelaxation in aortic rings from mice were evaluated. In addition, changes in blood pressure
and heart rate to different doses of NDOP were evaluated in conscious rats. Finally, acute pre-clinical toxicity to
oral administration of NDOP was assessed in mice.

Results: In cell-free system, NDOP increased NO levels, which was dependent on hi idored: (XOR).
NDOP also increased NO levels in VSMC, which was not influenced by endothelial NO synthase. Furthermore,
incubation with the XOR inhibitor feb thl d the 1 ion in aortic ring preparati In !
rats, NDOP elicited dose-dependent reduction in blood pressum aceompanied with increased heart rate. In vessel
preparations, NDOP (107%:10™* mol/L.) induced endotheli laxation, which was inhibited
by the NO scavengers 2-phenyl-4. 4,5,5—leh'amethylimi¢hwlinel-oxyl-3~oxide and hydroxocobalamin or by in-
hibition of soluble guanylyl cyclase using H- [ 1,2,4] diazolo [4,3-a]qui lin-1-one. To i igate if NDOP
acts through potassium channels, selective blockers were used. Inhibition of BK¢,, K, or Kyrp subtypes of po-
tassium channels had no effect, but inhibition of inward-rectifier potassium channels (Kg) significantly reduced
NDOP-mediated vasorelaxation. Lastly, NDOP showed low toxicity (LDsp ~5000 mg/kg).

Conclusion: Bioactivation of NDOP involves functional XOR, and this new organic nitrate elicits vasorelaxation
via NO-cGMP-PKG signaling and activation of Kz channels. Future studies should further characterize the un-
derlying mechanism and eval the therapeutic benefits of chronic NDOP treatment in relevant cardiovascular
disease models.

mortality worldwide. The underlying mechanisms contributing to the

1. Introduction development and the progression of these di and associated

adverse complications, are considered multifactorial but surely involve

Cardiovascular disorders including hypertension, coronary heart endothelial dysfunction, compromised function of endothelial nitric
disease, and cerebrovascular disease are major causes of morbidity and oxide synthase (eNOS) and oxidative stress [1-3].
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